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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Justificativa  

 A utilização de drogas como facilitadora de crimes é um fenômeno que tem sido 

reportado por diversos autores (ADAMOWICZ; KAŁA, 2010; LLEDO-FERNANDEZ; 

POLLARD; ROMEROSA, 2014; SHBAIR; LHERMITTE, 2010).  Estas drogas são 

conhecidas como drogas de estupro consentido (do inglês “date rape drug”) ou drogas 

facilitadoras de crime (DFC) e geralmente envolvem agressões, roubos ou abusos sexuais. 

Dados do relatório de 2017 da Secretária de Segurança Pública do Estado de São Paulo 

(SSP-SP) mostram que 93% das vítimas eram homens (resultando em roubos e furtos) e 

7% mulheres (resultando em caso de estupro) (DADOS, 2018). No Brasil, não há uma 

classificação para esse tipo de droga, porém, um termo comum é utilizado para esse tipo 

de prática que é conhecido como “Golpe do boa noite Cinderela” (BARRETO DA 

SILVA, 2016).  

 Geralmente, esse golpe é realizado quando DFC são adicionadas nas bebidas ou 

nos alimentos das vítimas, atuando no sistema nervoso central, na qual provoca: 

diminuição dos efeitos motores e cognitivos, perda de memória, desinibição, 

sociabilidade e suave embriaguez. Essas drogas geralmente não alteram o sabor e o cheiro 

das bebidas alcoólicas, o que facilita que os criminosos pratiquem seus crimes sem que a 

vítima perceba o que ocorreu (PASSAGLI, 2016). As drogas mais reportadas para esse 

uso são: cetamina, dimenidrinato, escopolamina, ácido gamahidroxibutírico (GHB) e o 

grupo dos benzodiazepínicos (clonazepam, flunitrazepam, diazepam, bromazepam e o 

midazolam) (ADAMOWICZ; KAŁA, 2010). 

 Dentre as DFC reportadas, a classe dos benzodiazepínicos vem sendo reportada 

como a mais utilizada para esse tipo de prática, devido a sua disponibilidade no mercado 

(classe de drogas depressoras mais vendidas no mundo), sua rápida absorção quando 

comparado à outras drogas (~1-3 horas) e aos efeitos proporcionados a vítimas, sendo 

potencializado com o uso de LSD (ácido lisérgico) e bebidas alcóolicas (ANDERSON; 

FLYNN; PILGRIM, 2017; D’ALOISE; CHEN, 2012). 

 Os benzodiazepínicos (BZPs) são moléculas que apresentam um núcleo benzênico 

fundido com um anel de sete membros contendo dois átomos de nitrogênio (1,4-

diazepina), que atuam no Sistema Nervoso Central (SNC), atuando como drogas 

depressoras, sedativas, hipnóticas e miorrelaxantes. Os BZPs interagem com os 
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Osteryoung mostraram a determinação de MID usando eletrodo de gota pendente de 

mercúrio e voltametria de pulso normal adsortiva com redissolução catódica. No mesmo 

ano, Kir, Onar e Temizer mostraram a possibilidade da detecção de MID em fármacos, 

utilizando voltametria de pulso diferencial com redissolução catódica. Outros trabalhos 

mostraram métodos eletroquímicos para a determinação de MID (DE CARVALHO et 

al., 2010; DOMÉNECH-CARBÓ et al., 2013b; DOS SANTOS; FAMILA; 

GONÇALVES, 2002; GANJALI; LARIJANI; NOROUZI, 2012; GHORBANI et al., 

2014; JAIN; YADAV, 2012; RAMESHKUMAR et al., 2016).  

 PANAHI et al., (2018) desenvolveram um sensor eletroquímico à base de um 

polímero nano-molecularmente impresso para detecção de MID em formulações 

farmacêuticas e amostras de urina. Outros autores, desenvolveram um eletrodo a base de 

papel, fabricado com grafite de lapiseira (eletrodo de trabalho) para a determinação de 

MID em whisky (DIAS et al., 2018). Embora existam inúmeros trabalhos  na literatura 

que descrevem a determinação eletroquímica de MID, até o presente momento não foram 

encontrados trabalhos empregando a oxidação eletroquímica deste composto. A Tabela 1 

resume características analíticas e amostra aplicada para alguns trabalhos encontrados na 

literatura para a determinação de MID.
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Tabela 1. Alguns métodos e características analíticas encontrados na literatura para a determinação de MID 

Técnica Amostra LD / µmol L-1 FL / µmol L-1 Referência 

RP-HPLC- 
UV 

Formulações 
farmacêuticas  

6,13 6,13 - 92 (DESAI; VIDYASAGAR; DESAI, 2011) 

GC-MS Bebidas alcoólicas  NR NR (ACIKKOL; MERCAN; KARADAYI, 2009) 

GC-EI-MS Urina  2,14 3,68-153,5 (ADAMOWICZ; KAŁA, 2010) 

UV-VIS 
Formulações 
farmacêuticas 

5,33 

1,78 

46,1- 92,1 

30,7- 153,5 
(NARAYANA; DIVYA; NAYAK, 2013) 

UV-VIS 
Formulações 
farmacêuticas  

NR 5-70 (PFENDT; POPOVIĆ; SUPANČIĆ, 1995) 

CZE-ESI-MS Plasma Humano 1,53 NR (LAUSECKER; HOPFGARTNER; HESSE, 1998) 

MEKC Urina 0,06 0,15-6,13 (OLEDZKA et al., 2013) 

DPP Sol. Padrão 0,06 0,1-10 (VIRE; PATRIARCHE; HERMOSA, 1987) 

NPAdSV Sol. Padrão 0,00001 3,6-36 RIBES; OSTERYOUNG, 1990 

Potenciometria 
Formulações 
farmacêuticas  

10 10-10000 GANJALI; LARIJANI; NOROUZI, 2012 

SWAdsCV 
Formulações 
farmacêuticas  

0,016 0,1-10 DOS SANTOS; FAMILA; GONÇALVES, 2002 

DPAdsCV Sol. Padrão NR 0,001-1.6 KIR; ONAR; TEMIZER, 1990 

Impedancia Sol. Padrão NR 10-400 RAMESHKUMAR et al., 2016 

DPV NR NR 46-2760 JAIN; YADAV, 2012 
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Tabela 1 - Continuação 

SWV Urina 0,0017 0,0005-0,1 PANAHI et al., 2018 

SWV Herbal NR NR DOMÉNECH-CARBÓ et al., 2013 

SWAdSCV Fitoterápica NR NR DE CARVALHO et al., 2010 

Potenciometria Plasma sanguíneo 0,6 10-1000 GHORBANI et al., 2014 

FL: faixa linear; LD: limite de detecção; NR: Não reportado; Técnica: DPP – Polarografia de pulso diferencial; NPAdsV – Voltametria de pulso normal adsortiva com 
redissolução catódica ; SWAdsCV – Voltametria de onda quadrada adsortiva com redissolução catódica; DPAdSCV – Voltametria de pulso diferencial adsortiva com 
redissolução catódica; DPV – Voltametria de pulso diferencial; SWV – Voltametria de onda quadrada; GC-MS: Cromatografia gasosa acoplada com massas;  GC-EI-MS: 
Cromatografia Gasosa  de elétron impacto acoplado a espectrômetro de massas;   RP-HPLC-UV: Cromatografia líquida de alta eficiência de fase reversa com detecção  
espectofotométrica na região do  UV.; MEKC: Cromatografia  eletrocinética micelar.   CZE-ESI-MS: Eletroforese capilar de zona  acoplada com  ionização por electrospray e 
espectometro de massas. 
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1.3 Eletrodo de diamante dopado com boro  

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

um material a base de carbono de alta dureza e resistência mecânica que vem sendo empregado 

com sucesso no desenvolvimento de métodos eletroanalíticos aplicados em diferentes amostras, 

como: forense (OLIVEIRA et al., 2018; FREITAS et al., 2017), ambiental (MIGLIORINI, 

2011), farmacêuticas (LOURENCAO et al., 2016; ALENCAR et al., 2018; SILVA et al., 2017) 

e biológicas (LIMA et al., 2018). Esse material possui propriedades distinguíveis de outros 

eletrodos a base de carbono bastante utilizados (pasta de carbono, carbono vítreo, etc.), das 

quais, destacam-se: (i) estabilidade à corrosão em meios muito agressivos; (ii) ampla faixa de 

potencial em meio aquoso; (iii) baixa e estável corrente de fundo; (iv) baixa adsorção molecular; 

(v) robusto. Se o eletrólito adequado for selecionado, a evolução de hidrogênio é observada a 

partir de -1,5 V vs Ag/AgCl(sat.) e de oxigênio em +2,3 V vs Ag/AgCl(sat.) (FUJISHIMA et al., 

2005; SUFFREDINI et al., 2004).   

 Para a síntese do eletrodo de diamante, os dois métodos mais reportados são 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”). O 

método HPHT foi desenvolvido pela General Electric (1955) (DE BARROS et al., 2005; 

SPEAR; DISMUKES, 1994) e se assemelha mais ao crescimento natural do diamante, enquanto 

que o método CVD foi desenvolvido por William Eversole, da Union Carbide, no ano de 1952. 

O método HPHT necessita de temperaturas iguais ou maiores a 1670 K e de pressões altíssimas, 

da ordem de 5 x 109 Pa, enquanto o método CVD trabalha a temperaturas da ordem de 1270 K 

e pressões entre 1000 e 10000 Pa  (DE BARROS et al., 2005; SPEAR; DISMUKES, 1994). 

Atualmente, o método CVD vem sendo mais empregado por sua versatilidade, simplicidade, 

economia e permitir o crescimento dos filmes em vários substratos de tamanhos diferentes 

(PLESKOV, 2002).  

 Diversos substratos condutores podem ser utilizados na fabricação do eletrodo de BDD, 

dos quais destacam-se o silício, molibdênio, tungstênio e titânio. A produção pelo método CVD 

é baseado na disposição de uma película de diamante sobre um substrato através da ativação de 

uma fase gasosa rica em carbono, introduzida em um reator (reatores com ativação de 

filamentos de tungstênio, ou plasma por micro-ondas). Geralmente, se utiliza metano altamente 

diluído em hidrogênio. Porém, podem ser empregados metanol, etanol e acetona, no processo. 

Com o objetivo de obter maiores taxas de crescimento dos filmes, pequenas frações de oxigênio 

ou compostos halogenados podem ser usados (DE BARROS et al., 2005; NOTSU, 1999).  
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 O diamante natural é um material isolante (resistividade em torno de 1016 Ω cm). Os 

filmes de diamante natural tratado com plasma têm a sua resistividade diminuída a 106 Ω cm, 

porém, para a obtenção de materiais semicondutores, esse valor de resistividade ainda é alto, 

sendo necessária a dopagem do diamante para obter um material com boa condutividade e 

assim, aplicar-se como eletrodo. O boro é o dopante mais empregado na construção de filmes 

de diamante (semicondutor do tipo p), devido o átomo de boro possuir baixa energia de ativação 

como transportador de carga (~0,37 eV). Geralmente, a introdução do boro no filme de 

diamante ocorre durante o crescimento, adicionando-se no reator substâncias que contenham 

boro. Os dopantes mais utilizados são: diborano (B2H6) e óxido de boro (B2O3).  (DE BARROS 

et al., 2005; KRAFT, 2007).  

O B2H6 não contém carbono ou oxigênio na molécula, a qual evita a inclusão de 

elementos extras no reator e é facilmente encontrado, porém, é altamente tóxico, explosivo e 

reativo. O B2O3 é o mais empregado, pois tem grande disponibilidade, mas deve ser 

solubilizado em metanol e acetona (DE BARROS et al., 2005). Em geral, são usados dopagem 

de boro entre 500 a 10000 ppm (1019 – 1021 átomos cm-3) (PLESKOV, 2002). 

As superfícies do BDD recém preparado possui terminações de hidrogênio, o que se 

deve a atmosfera contendo gás hidrogênio usado durante o processo de fabricação (KRAFT, 

2007). No entanto, essa terminação pode ser mudada para oxigênio através da exposição da 

superfície por um plasma de oxigênio, uma solução ácida em ebulição, ou uso de tratamentos 

eletroquímicos (aplicação de corrente ou potencial). Assim, pode-se obter BDD com 

terminações de hidrogênio e oxigênio (YAGI et al., 1999).  

 Pelskov et al. (1987) mostraram pela primeira vez que as propriedades superficiais do 

eletrodo de BDD podem ser facilmente alteradas usando pré-tratamento eletroquímico. A partir 

deste estudo, diversos outros trabalhos vem investigando o comportamento eletroquímico pelas 

mudanças superficiais a partir de tratamentos eletroquímicos anódicos e catódicos (GOETING 

et al., 2000; GRANGER et al., 2000; NOTSU, 1999; TERASHIMA et al., 2003; YAGI et al., 

1999).  

 É importante destacar que tratamentos anódicos aumentam a relação oxigênio/ carbono 

na superfície do filme, tornando a cinética de reação de transferência de elétrons em pares redox, 

como [Fe(CN)6]3-/[Fe(CN)6]4- mais lenta. Para estas espécies, a reversibilidade da reação de 

transferência de carga aumenta com a diminuição do pH, indicando que grupos carboxilas, 
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negativamente carregados podem estar na superfície do filme, diminuindo a reversibilidade da 

reação de transferência eletrônica por exclusão de carga (DE BARROS et al., 2005; YAGI et 

al., 1999).  

 Devido as diferenças obtidas por estes tipos de tratamento, o eletrodo pode apresentar 

características hidrofóbicas (terminações de hidrogênio), ou hidrofílicas (terminações de 

oxigênio), de tal maneira que essas terminações podem influenciar as respostas eletroquímicas 

da espécie de interesse (KASAHARA et al., 2017).  

1.4 Voltametria de pulso diferencial  

 Barker e Jenkin introduziram as técnicas de pulso para reduzir os limites de detecção 

das medidas voltamétricas (WANG, 2006). Inicialmente, esse tipo de técnica surgiu como uma 

maneira de sincronizar os pulsos aplicados com o desprendimento das gostas no sistema de 

eletrodo gotejante de mercúrio, de tal maneira a diminuir a contribuição da corrente capacitiva. 

Assim, as técnicas de pulso baseiam-se na aplicação de degraus de potencial, fixos ou variáveis, 

para minimizar a aquisição da corrente capacitiva (BARD,, FAULKNER, 1980; WANG, 

2006).  

 Na Voltametria de Pulso Diferencial (DPV, do inglês “differential-pulse voltammetry”), 

pulsos de potencial fixos são aplicados em uma rampa de potencial crescente no eletrodo de 

trabalho. A Figura 3 mostra a esquematização da aplicação de potencial em DPV (DE SOUZA; 

MACHADO; AVACA, 2003; WANG, 2006).  
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Figura 3. Representação esquemática da aplicação de potencial em DPV. 

 

Fonte: BRETT e BRETT, 1996. 

 Na DPV, como se pode observar na Figura 3, a corrente é medida imediatamente antes 

(Ponto S1) e no final da aplicação do pulso de potencial (Ponto S2). Essas correntes são 

instrumentalmente subtraídas (I = IS2 – IS1) e essa diferença é registrada em função do potencial 

aplicado, gerando um pico de forma gaussiana. A medida em DPV é realizada desta maneira 

para minimizar a corrente capacitiva (corrente não faradaica). Quando se aplica um pulso, há 

um acréscimo da contribuição da corrente capacitiva e faradaica, no entanto, a corrente 

capacitiva decai exponencialmente enquanto que a faradaica, linearmente (BARD, 

FAULKNER, 1980; DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). Deste modo, escolhendo-se 

um tempo adequado entre a primeira e a segunda leitura, a medida da corrente total é realizada 

a um valor onde a corrente capacitiva é minimizada sem perda significativa da corrente 

faradaica. A maneira em que a corrente é medida possibilita que em DPV, se obtenha limites 

de detecção da ordem de 10-8 mol L-1 (WANG, 2006). Assim, a corrente resultante em DPV é 

proporcional a concentração da espécie de interesse, de acordo com a Equação (1): 

                                     𝐼 = 𝑛𝐹𝐴𝐷1/2𝐶√𝑡𝑚𝜋 (1− 𝜎1+ 𝜎)                                                         (1) 

em que, I é a corrente resultante, F constante de Faraday, n número de elétrons, A área do 

eletrodo, D coeficiente de difusão, tm tempo de modulação, C a concentração do analito de 
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interesse e σ corresponde a exp(nFa/2RT), sendo a amplitude de modulação, R a constante dos 

gases e T a temperatura da análise. É importante destacar também que a corrente de pico é 

diretamente proporcional a amplitude de modulação e por isso, um aumento de amplitude gera 

maior intensidade no sinal. No entanto, um alargamento da base do pico gaussiano é observado 

com o aumento da amplitude (BARD, FAULKNER, 1980; BRETT; BRETT, 1996; WANG, 

2006).  

1.5 Voltametria de onda quadrada  

 A voltametria de onda quadrada (SWV, do inglês “square-wave voltammetry”) é uma 

técnica de pulso mais rápida e sensível em relação a outras técnicas eletroquímicas pulsadas. 

Além disso, ela permite a avaliação cinética e mecanística do processo redox em estudo, a partir 

da análise dos seus parâmetros característicos (BARD, FAULKNER, 1980).  

OSTERYOUNG e OSTERYOUNG (1985) desenvolveram o modelo de SWV mais 

utilizado atualmente. Neste modelo, a forma da curva de corrente-potencial é devido a aplicação 

de potenciais de amplitude a (amplitude do pulso de potencial) que variam numa rampa de 

potencial em forma de escada com altura de ∆Es (incremento de potencial) e duração τ período, 

como mostrado na Figura 4. A corrente é medida ao final dos pulsos direto (pulso no sentido 

da varredura) e reverso de cada período. O sinal obtido resultante é a diferença entre as duas 

correntes obtidas (∆I), como mostrado na Figura 5. O modo de aquisição de corrente diminui a 

detecção da corrente capacitiva, melhorando assim, o limite de detecção da técnica (DE 

SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003)  
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Figura 4. Forma de aplicação de potencial em SWV. 

 

Fonte: WANG, 2006. 

Figura 5. Voltamogramas esquemáticos de onda quadrada para (A) um processo redox 

reversível (B) irreversível. 

 

Fonte: DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003. 

 Como o intervalo entre o pulso direto e reverso é pequeno, a corrente capacitiva é 

relativamente constante de modo que o cálculo da diferença entre as respostas dos pulsos direto 

e reverso, anulam efetivamente a contribuição da corrente capacitiva. Consequentemente, 
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velocidades de varreduras mais elevadas podem ser utilizadas em SWV, devido a forma de 

aquisição de corrente e subtração da corrente de fundo (BARD, FAULKNER, 1980; 

OSTERYOUNG; OSTERYOUNG, 1985).  

 Outra vantagem importante em SWV está relacionada a seu uso em soluções sem a 

remoção de gás oxigênio. Isso porque na região de corrente limitante para a redução de 

oxigênio, a contribuição das correntes diretas e reversas são iguais, levando assim a uma 

corrente resultante nula. Além disso, durante a varredura de potenciais negativos no sentido 

positivo, a elevada velocidade de varredura limita o tempo que as espécies eletroativas de 

oxigênio difundam até a superfície do eletrodo (BARD, FAULKNER, 1980).  

 Outra característica importante da SWV é a possibilidade de obtenção de informações 

precisas em relação ao mecanismo redox do sistema avaliado, levando em consideração os 

sinais de varredura direta e reversa. Os modelos teóricos desenvolvidos para o estudo 

mecanístico em SWV foram desenvolvidos por dois grupos de pesquisas: Grupo de Janet 

Osteryoung (OSTERYOUNG; OSTERYOUNG, 1985) e o grupo de Lovric (LOVRIĆ; 

KOMORSKY-LOVRIĆ; BOND, 1991). A utilização de programas computacionais capazes de 

simular o comportamento químico de sistemas reversíveis, quase-irreversíveis e irreversíveis, 

permitiu que os dois grupos desenvolvessem a teoria da voltametria de onda quadrada, a qual, 

atualmente, é bastante utilizada em diversos trabalhos (LIMA et al., 2018; SELVA et al., 2017; 

SILVA et al., 2017) para a obtenção de dados em relação a cinética, mecanismo e número de 

elétrons envolvidos, sob variadas condições (DE SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003).  

1.6 Análise por injeção por batelada (BIA) 

 O desenvolvimento de sistemas práticos e com boa precisão vem se tornando 

fundamental para análises rápidas em laboratórios com infraestrutura mínima ou mesmo in 

locu. Por isso, sistemas por injeção em batelada vem sendo explorados por diversos autores 

(CARDOSO et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2018; FREITAS et al., 2017; TORMIN et al., 

2014). O sistema por injeção em batelada (BIA, do inglês “Batch Injection Analysis”) foi 

introduzido por WANG e TAHA (1991) utilizando o método amperométrico de detecção para 

explicar os conceitos do sistema BIA. 

Este tipo de sistema pode ser uma alternativa para a análise em injeção em fluxo (FIA, 

do inglês, “Flow Injection Analysis”) (RAMSING; RŮŽIČKA; HANSEN, 1981). O sistema 
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BIA permite: (i) cerca de duzentas determinações sem manuseio de eletrodos e sem a 

necessidade de troca de solução, (ii) pequenos volumes de amostras podem ser injetados (10 a 

150 µL), (iii) componentes usados são alimentados à bateria (mini-potenciosatato, laptop e 

micropipeta), o que permite análise in locu. A Figura 6 mostra o esquema de uma célula BIA 

para a utilização do eletrodo de BDD. A injeção de amostra (injeções entre 10-150 µL) é 

realizada na posição oposta ao eletrodo de trabalho (configuração “wall-jet”) e um sistema de 

agitação pode ainda ser operado (opcional) (PEREIRA et al., 2012). 

 

Figura 6. Esquema de uma célula BIA com detecção eletroquímica adaptada para o eletrodo 

de BDD. 

 

Fonte: SILVA, 2017. 

A injeção da amostra sobre a superfície do eletrodo de trabalho resulta na obtenção de 

sinais transientes (picos) (WANG; TAHA, 1991), conforme observado na Figura 7.  
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Figura 7. Etapas de operação de um sistema BIA com detecção amperométrica e respectivo 

sinal analítico obtido (A) antes da injeção; (B) durante a injeção; (C) final da injeção; (D) 

dispersão; (E) equilíbrio final. 

 

Fonte: SILVA, 2017. 

 Antes da injeção da solução no sistema BIA é observado uma corrente constante, que é 

atribuída a corrente residual medida a partir do eletrólito inerte (Figura 7A). Ao se adicionar a 

amostra com a presença de uma espécie eletroativa no potencial aplicado, há um aumento 

rápido da corrente (Figura 7B), devido ao processo redox do analito na superfície do eletrodo 

transportado por convecção, que atinge um valor de corrente máximo rapidamente (Figura 7C). 

Após a injeção ocorre uma queda do sinal em direção a linha base (Figura 7D) até atingir o 

equilíbrio existente antes da injeção (Figura 7E). Essa última etapa pode ser acelerada através 

do uso de agitação mecânica da solução presente no interior da célula (PEREIRA et al., 2012). 

A magnitude da corrente observada é proporcional a concentração da solução injetada e é 

observado que o fenômeno da passivação do eletrodo é menor quando comparado com o 

sistema estacionário, devido ao menor tempo de contato entre o analito e o eletrodo de trabalho 

(QUINTINO; ANGNES, 2004). Após a injeção ocorre uma elevada diluição na célula (ex.: 
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injeção de 100 µL em 150 mL), o que é útil para diminuir a contaminação do eletrodo de 

trabalho e realização de inúmeras análises sem necessidade de manipulação dos eletrodos e 

lavagem da célula utilizada.  

Nos estudos iniciais, a reprodutibilidade dos resultados com sistemas BIA era menor, 

devido ao uso de pipetas manuais, sendo que o sucesso da análise dependia da habilidade do 

operador em ser reprodutível na velocidade de injeção (WANG; TAHA, 1991). A introdução 

de pipetas eletrônicas com dispersão programada permitiu que melhores resultados fossem 

obtidos. No entanto, é importante destacar que parâmetros de volume e velocidade de injeção 

devem ser otimizados (QUINTINO; ANGNES, 2004). Seringas de insulina descartáveis ou 

pipetas manuais podem ser utilizadas em substituição da pipeta eletrônica, mas para corrigir 

eventuais erros relacionados a variações de volume e velocidade de injeção, faz-se necessário 

o uso de um padrão interno (GIMENES  et al.., 2012).  

O sistema BIA pode ser associado a diferentes tipos de técnicas de detecção, tais como: 

calorimetria (THAVARUNGKUL et al., 1999), espectrofotometria (WANG; ANGNES, 1993), 

fluorescência (FERNANDES et al., 1998), potenciometria (WANG; TAHA, 1991), 

amperometria (CARDOSO et al., 2018; SILVA, 2017; RICHTER et al., 2016) e voltametria 

(OLIVEIRA et al., 2018; FREITAS et al., 2017).   

 BRETT e colaboradores mostraram pela primeira vez a utilização de técnicas 

voltamétricas acopladas ao sistema BIA. Eles utilizaram voltametria cíclica (CV), linear (LV) 

e onda quadrada (SWV) na determinação de hexacianoferrato (II), como composto modelo. As 

injeções por SWV envolviam uma injeção fornecendo uma curva voltamétrica continua  

(BRETT; BRETT; MITOSERIU, 1994).  
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2 OBJETIVOS 

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método simples, rápido e de baixo custo, 

utilizando voltametria de pulso diferencial na determinação de midazolam em amostras de 

bebidas alcóolicas (vodka, whisky e vinho tinto). O objetivo específico desse trabalho foi 

avaliar a oxidação eletroquímica desse composto e comparar os resultados obtidos com os da 

redução eletroquímica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 

 

 

 

 

3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

3.1 Medida eletroquímicas  

3.1.1 Instrumentação  

Para as medidas voltamétricas foi utilizado um potenciostato/galvanostato µAUTOLAB 

Tipo III ou 128N (Eco Chemie, Metrohm, Holanda) interfaceado e controlado por um 

computador através do software Nova 1.11. Como eletrodo de trabalho, foi utilizado o eletrodo 

de diamante dopado com boro (BDD), com área geométrica de 0,18 cm2 adquirido pela empresa 

Adamant Technologies SA, La Chaux-de-Fonds, Suíça (atualmente chamada NeoCoat SA - La 

Chaux-de-Fonds, Suíça). O eletrodo é constituído de uma placa a base de silício (0,7 x 0,7 cm) 

com espessura de aproximadamente 1 mm e coberta com fino filme de diamante (1,2 µm) com 

nível de dopagem com boro de 7000 a 8000 ppm.  

Antes do início das análises eletroquímicas, o eletrodo de BDD foi submetido a um 

processo de limpeza e/ou ativação eletroquímica. Esse procedimento foi realizado de duas 

maneiras:  

• Ativação anódica: consiste na aplicação de uma corrente de +0,01 A em meio de tampão 

Britton-Robinson 0,12 mol L-1 (pH = 2,0) (TERASHIMA et al., 2003). 

• Ativação catódica: aplicação de uma corrente de -0,01 A em meio de H2SO4  0,1 mol L-

1 (SALAZAR-BANDA et al., 2010). 

Este procedimento tinha duração de aproximadamente 16 minutos quando a ativação 

catódica era aplicada, e 30 minutos quando ambas as ativações eram empregadas. Diariamente, 

a ativação anódica a catódica era feita para a realização do trabalho.  

Foi utilizado um mini-eletrodo de referência  de Ag/AgCl(KClsat.), preparado no próprio 

laboratório, como previamente descrito por (PEDROTTI; ANGNES; GUTZ, 1996) em que 

sobre um fio de prata, era aplicado um potencial de +0,3 V em meio de HCl 0,10 mol L-1 durante 

1 hora, para promover a eletrodeposição de cloreto de prata sobre o fio. Este procedimento foi 

realizado uma única vez e o eletrodo de referência era utilizado em todas as análises.  Um fio 

de platina foi empregado como eletrodo auxiliar. 

Para as análises eletroquímicas utilizando o pico de redução, foi necessário a aplicação 

de um potencial de +1,40 V entre as replicatas, para a limpeza da superfície do eletrodo.   
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Nos voltamogramas de pulso diferencial, foram realizados tratamentos de linha base 

(baseline), utilizando o software NOVA 1.11. 

3.1.2 Célula eletroquímica 

 Nas medidas voltamétricas estacionárias, uma célula de polipropileno de 10 mL foi 

utilizada. Na parte inferior da célula, o eletrodo de BDD (0,7 x 0,7 cm) foi posicionado com 

auxílio de um anel de borracha (O-ring) que delimitava a área geométrica do eletrodo (0,18 

cm2) e evitava vazamentos. A base de silício coberta com BDD foi fixada com o auxílio de uma 

placa metálica (contato elétrico) e parafusos, como mostrado na Figura 8. Todos os 

experimentos foram realizados sem a remoção do O2 dissolvido e a temperatura ambiente (25 
oC). 

Figura 8. (A) Esquematização da fixação e do contato elétrico do eletrodo de BDD na célula 

de polipropileno. (B) Vista frontal da célula e (C) Vista superior da célula com o eletrodo de 

BDD posicionado ao fundo, com a área geométrica definida pelo O-ring. 

 

Fonte: SILVA, 2017. 

 Nos estudos com o sistema BIA, foi utilizada uma célula cilíndrica de polipropileno, 

construída no próprio laboratório (TORMIN et al., 2011). A célula apresentava altura de 7 cm, 

diâmetro de 6 cm, com capacidade de 150 mL. Uma tampa de polipropileno foi fixada e um 

orifício central foi feito na tampa e na base da célula. No orifício localizado na parte inferior da 

célula é fixado um O-ring e a placa de BDD, como descrito anteriormente para célula do sistema 

estacionário. Na parte superior da célula, a tampa continha quatro orifícios para posicionar os 

eletrodos de referência, auxiliar, o sistema de agitação da solução no interior do sistema BIA 
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(opcional) e um no centro da tampa para posicionar a ponteira da micropipeta eletrônica 

(injeção de solução). A célula foi construída de forma que a ponteira da micropipeta ficasse a 

uma distância de 2 mm do eletrodo de BDD durante a injeção (QUINTINO; ANGNES, 2004). 

Para a injeção das amostras, foi usado uma micropipeta eletrônica (Eppendorf® Multipette 

stream) que permite injeções de 10 a 1000 µL usando um combitip (ponteira) de 1 mL e 

velocidades de injeção de 28 a 350 µL s-1.  A Figura 9 ilustra a célula BIA e seus componentes.  

Figura 9. Componentes do sistema BIA: (a) Micropipeta eletrônica recarregável; (b) Ponteira 

da micropipeta (100 µL); (c) célula BIA (≈ 200 mL); (d) tampa da célula e (e) sistema BIA 

portátil pronto para uso. 

 

Fonte: OLIVEIRA et al., 2018. 

3.2 Soluções, reagentes e preparação das amostras 

 Todas as soluções foram preparadas com água deionizada (R ≥18 MΩ cm) obtidas pelo 

sistema de purificação Milli-Q (Millipore Direct-Q3, Bedford, MA, Estados Unidos). Todos os 

reagentes usados apresentavam pureza analítica e foram empregados sem purificação prévia. O 

padrão de maleato de midazolam de grau de pureza 99,9% foi disponibilizado pela 

Superintendência Regional da Polícia Federal Brasileira (Uberlândia, Minas Gerais). Uma 

solução estoque de 10 mmol L-1 foi preparada a partir da dissolução de quantidade adequada 
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do sal em água deionizada. Posteriormente, as soluções usadas nos estudos foram diluídas de 

forma apropriada no eletrólito suporte composto por tampão Britton-Robinson 0,12 mol L-1 (pH 

= 2,0).   

O tampão Britton-Robinson (BR) foi preparado pela mistura de ácido bórico de padrão 

analítico (Panreac, Barcelona, Espanha), ácido acético de grau de pureza de 99,7% e fosfórico, 

85% (Synth, Diadema, Brasil), todos em concentração de 0,04 mol L-1. A concentração final 

deste eletrólito é estimada em 0,12 mol L-1, considerando-se a soma das concentrações do 

componente do tampão BR. O pH das soluções foi ajustado com hidróxido de sódio (Panreac, 

Barcelona, Espanha).  

As amostras de bebidas usadas (vinho tinto, whisky e vodka), foram adquiridas em 

supermercados locais (Uberlândia, MG, Brasil) e eram diluídas em eletrólito suporte para 

posterior análise.  

Para o teste de seletividade na detecção de MID, outros compostos benzodiazepínicos 

foram utilizados, como clonazepam (Pharma mostra, Campinas, Brasil), flunitrazepam (Sigma 

Aldrich, Alemanha) e diazepam (Pharma mostra, Campinas, Brasil). As soluções de 

clonazepam e diazepam foram preparadas em etanol com uma solução estoque de 1 mmol L-1. 

A solução de flunitrazepam é comercialmente vendida na concentração de 100 µg mL-1 

dissolvida em metanol.  

3.3 Parâmetros analíticos utilizados no método proposto  

3.3.1 Limite de detecção (LD) 

 O limite de Detecção (LD) é definido como a menor quantidade da espécie analisada 

que pode ser determinada, mas não necessariamente quantificada sob as condições 

experimentais descritas do método proposto, ou seja, a menor quantidade do analito que pode 

ser identificada de forma confiável e diferente do sinal ruído do sistema (SKOOG et al., 2006). 

O LD pode ser calculado de acordo com Equação 2: 

                                                          LD=  
3𝑠𝑏𝑏                                                       (2) 

onde, 𝑠𝑏 refere-se ao desvio padrão do branco (n = 10) e 𝑏 a inclinação da curva analítica 

(sensibilidade do método). Nestas condições, a confiabilidade do LD é de 95%. 
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3.3.2 Limite de quantificação (LQ) 

 O Limite de Quantificação (LQ), por sua vez, é a menor concentração da espécie 

analítica que pode ser quantificada com um nível aceitável de precisão (proximidade dos vários 

resultados obtidos da mesma maneira) e exatidão (concordância entre o valor obtido com o 

valor verdadeiro) (MOCAK et al., 1997). O LQ pode ser calculado de acordo com Equação 3:  

                                                               LQ = 
10𝑠𝑏𝑏                                                                             (3) 

De acordo com GONZÁLEZ; HERRADOR, (2007), o fator 10 da Equação 2 leva em 

consideração de que o grau de confiança é 10% do sinal obtido. 

3.3.3 Repetibilidade  

 A repetibilidade refere-se ao grau de concordância entre os resultados de medições 

sucessivas sob as mesmas condições experimentais (procedimento de medição, observados, 

instrumento, local em repetições num curto espaço de tempo). As repetições devem incluir 

todas as etapas do processo de medição (INMETRO, 2016). Ela pode ser verificada 

contemplando uma concentração dentro da faixa de trabalho do método e pode ser expressa 

como o desvio padrão relativo (DPR) de uma série de medidas. O DPR pode ser calculado como 

na Equação 4. 

                                            𝐷𝑃𝑅 =  𝐷𝑝𝑥𝑋̅ ∗ 100%                                                        (4) 

Em que, 𝑋̅  é a média da concentração do analito encontrada e 𝐷𝑝𝑥, o desvio padrão da 

concentração do analito.  
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

4.1 Comportamento eletroquímico do MID em eletrodo de BDD  

O comportamento eletroquímico do MID foi avaliado usando voltametria cíclica e 

tampão BR 0,12 mol L-1 (pH = 2,0), sendo observado dois picos de oxidação (+1,69 V e +1,93 

V) e um pico de redução (-0,64 V), como mostrado na Figura 10.   

Figura 10. Voltametria cíclica para uma solução sem (---) e com (―) a presença de 1 mmol L-

1 de MID em tampão BR 0,12 mol L-1 (pH = 2,0) usando BDD com pré-tratamento catódico. 

Velocidade de varredura: 50 mV s-1; incremento de potencial: 5 mV. 

 

Fonte: A Autora. 

  A redução eletroquímica do MID já foi demonstrada anteriormente por outros autores 

(JAIN; YADAV, 2012; PANAHI et al., 2018; RIBES; OSTERYOUNG, 1990). A reação 

ocorre em aproximadamente -0,64 V e está relacionada a um processo de redução irreversível 

envolvendo 2 elétrons e 2 prótons onde ocorre a formação da hidroxilamina como intermediário 

da reação, como descrito para outros benzodiazepínicos (HONEYCHURCH et al., 2013). A 

Figura 11 mostra a reação de redução eletroquímica da molécula de MID.  
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Figura 11. Reação de redução eletroquímica do MID. 

 

Fonte: Adaptado de JAIN; YADAV, 2012. 

Na Figura 10 também foram observados dois picos de oxidação para o MID, em 

aproximadamente +1,69 V e +1,93 V. Após revisão bibliográfica foi verificado que o 

mecanismo de oxidação eletroquímica dessa molécula não foi investigado até o presente 

momento. Assim, estudos foram realizados com o objetivo de obter informações adicionais a 

respeito do processo eletroquímico existente entre o MID e o eletrodo de BDD. A Figura 11 

mostra a influência do parâmetro frequência de aplicação dos pulsos (f) da técnica de 

voltametria de onda quadrada (SWV) no comportamento eletroquímico do MID usando como 

eletrólito suporte BR 0,12 mol L-1 (pH = 2,0) e BDD como eletrodo de trabalho. A frequência 

de aplicação dos pulsos em SWV pode fornecer informações importantes sobre o mecanismo 

do transporte de massa e o valor de αn (em que n é o número de elétrons e α o coeficiente de 

transferência de carga) para sistema irreversíveis (LOVRIĆ; KOMORSKY-LOVRIĆ; BOND, 

1991).  

Assim, foi realizado um estudo para identificar se o transporte de massa no processo de 

oxidação do MID é controlado preferencialmente por difusão ou adsorção de suas moléculas 

na interface do eletrodo/solução. Usando os dados da variação da frequência de aplicação de 

pulsos na voltametria de onda quadrada e a corrente detectada foram construídos dois gráficos, 

relacionando a corrente de pico (Ip) com: (a)  raiz quadrada da frequência de aplicação dos 

pulsos (f) e (b)  logaritmo frequência de aplicação dos pulsos. 
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Figura 12. (a) Ip vs. f1/2; (b) log Ip vs log f.  Eletrólito suporte: tampão BR 0,12 mol L-1 (pH = 

2,0). Solução: 50 µmol L-1 de MID; Parâmetros de onda quadrada: a = 50 mV e ∆Es = 2 mV. 

 

Fonte: A Autora.  

No processo de oxidação para o MID, com o aumento da frequência de aplicação dos 

pulsos de potenciais provocaram o aumento da corrente do pico. De acordo com O’DEA; 

RIBES; OSTERYOUNG (1993) em um sistema irreversível, o transporte de massa é controlado 

por difusão quando a corrente varia linearmente com a raiz quadrada da frequência de aplicação 

dos pulsos e adsortivo quando a corrente de pico varia linearmente com a frequência de 

aplicação dos pulsos. Pelos resultados da Figura 12(a), observa-se uma relação linear entre a 

corrente de pico e a raiz da frequência dos pulsos aplicados (r = 0,999), indicando que o 

processo é controlado preferencialmente por difusão. Essa informação pode ser confirmada, 

avaliando o coeficiente angular da relação linear obtida (r = 0,999) entre log Ip vs log f (Figura 

12(b)) na oxidação da MID que apresentou valor igual a 0,56. Este valor confirma que a 

natureza do processo de oxidação é preferencialmente por difusão, pois é descrito na literatura 

que valores próximos a 0,5 indicam processos controlados por difusão e valores próximo a 1,0 

processos controlados preferencialmente por adsorção (GOSSER, 1993). 

Para sistemas irreversíveis, a relação entre Ep e log f pode estimar o número de elétrons 

envolvidos no processo de oxidação, a partir da Equação (5) (LOVRIĆ; KOMORSKY-

LOVRIĆ; BOND, 1991): 

                                                  
∆𝐸log 𝑓 =  − 2,3𝑅𝑇𝛼𝑛𝐹                                                      (5) 
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em que, R é a constante dos gases, T temperatura, α coeficiente de transferência de carga, F a 

constante de Faraday e n o número de elétrons envolvidos no processo de oxidação. A Figura 

13 apresenta a relação entre o potencial de pico e logaritmo da frequência. 

Figura 13. Relação obtida entre o potencial de pico (Ep) e o logaritmo da frequência (log f). 

 

Fonte: A Autora.  

É observado a partir da Figura 12, um comportamento linear (r = 0,996) entre Ep e o log 

f com a equação de reta y = 1,4884 + 0,0923x. Assim, o número de elétrons pode ser obtido, 

utilizando o coeficiente angular da reta obtida e a Equação (4). Considerando o coeficiente de 

transferência de carga igual 0,5 como descrito para moléculas orgânicas que envolvam 

processos irreversíveis de oxidação (BARD, FAULKNER, 1980), o número de elétrons n 

calculado corresponde a 1,2 que pode ser aproximado à 1.  

Posteriormente, foi verificada a influência do pH no potencial de oxidação (Ep) para o 

composto analisado, utilizando voltametria cíclica. Para este estudo, foi utilizado tampão BR 

0,12 mol L-1 (pH 2 a 10) ajustado com NaOH. De acordo com a literatura, a relação entre Ep e 

o pH determina o número de prótons envolvidos no processo de oxidação (HUYNH; MEYER, 

2007). A Equação 6 mostra a dependência do potencial de pico e o pH: 

                                    𝐸𝑝 =  𝐸𝑜 −  
0,059𝑚𝑛 𝑝𝐻                                                           (6) 

em que, E0’ refere-se ao potencial formal, m e n ao número de prótons e elétrons envolvidos na 

reação, respectivamente. Figura 13 apresenta a relação entre Ep e pH para a molécula do MID. 
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Figura 14. Variação do Ep em função do pH para o MID, utilizando voltametria cíclica e BDD 

como eletrodo de trabalho. Velocidade de varredura: 50 mV s-1; incremento de potencial: 5 mV. 

 

Fonte: A Autora. 

De acordo com a Figura 13, há uma relação linear entre Ep e pH (2,0-8,0) com o 

coeficiente angular igual a 0,057 V pH-1 (r = 0,999). Substituindo esse valor na Equação 6, pode 

inferir-se que o número de elétrons envolvidos na reação é igual ao número de prótons. Assim, 

foi proposto o mecanismo de oxidação do MID, levando em consideração os resultados obtidos 

pelo estudo eletroquímico a qual mostrou o envolvimento de 1 próton e 1 elétron, a 

irreversibilidade da reação e os pKas dos hidrogênios da molécula do MID. A Figura 15 mostra 

os pKas da molécula de MID. 
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Figura 15. Molécula de MID e os respectivos pKas. 

 

Fonte: Adaptado de Chemicalize (2018) 

Devido a reação ocorrer em tampão BR 0,12 mol L-1 (pH = 2,0), os nitrogênios 1 e 3 da 

Figura 15 estão protonados, e então existe a possibilidade de perda de um próton e um elétron 

nesses dois sítios da molécula (MORAES et al., 2009). Desta maneira, para verificar em qual 

sítio ocorre a reação eletroquímica, é importante verificar a estabilidade dos radicais formados 

na reação destacada. No nitrogênio 3 (Figura 15), o cátion radical formado é estabilizado por 

diversas estruturas de ressonância, em ambos anéis benzênicos presentes na molécula. No 

entanto, no nitrogênio 1, presente no anel imidazólico da molécula (Figura 15), o grupo radical 

não é estabilizado por nenhuma estrutura de ressonância, sendo assim menos estável (BRUICE, 

2006). Por isso, o mecanismo propõe que a oxidação ocorra no nitrogênio 3, de acordo com a 

Figura 15. 
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Figura 16. Mecanismo de oxidação proposto para MID. 

 

Fonte: A Autora.  

Desta maneira, a oxidação envolve um elétron e um próton, formando um cátion radical 

que pode ocorrer rapidamente a dimerização do grupo radical de imidazol como já descrito por 

outros autores (OLIVEIRA et al., 2016; WANG; O’MALLEY; FERNANDEZ, 1994).  

4.2 Efeito da ativação do BDD na resposta eletroquímica do MID  

O eletrodo de BDD apresenta diferentes polaridades superficiais, dependendo da 

ativação eletroquímica aplicada. A ativação catódica aumenta o número de terminações 

contendo hidrogênio, apresentando características hidrofóbicas, enquanto que a ativação 

anódica aumenta as terminações de oxigênio, exibindo características hidrofílicas (KONDO et 

al., 2003; MARTÍNEZ-HUITLE, 2007). A Figura 17 exibe voltamogramas cíclicos obtidos 

após a adição de 1 mmol L-1 de MID em tampão BR 0,12 mol L-1 (pH = 2,0). 
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Figura 17. Comparação entre os voltamogramas cíclicos de uma solução contendo 1 mmol L-

1 de MID após a realização de ativação catódica (—) e anódica (—) do eletrodo de BDD. 

Demais condições experimentais: idem Figura 12. 

 

Fonte: A Autora.  

Analisando a corrente de pico para ambas as ativações avaliadas, não foram observadas 

diferenças significativas na intensidade do sinal. No entanto, uma melhor resolução dos picos 

de oxidação foi observada quando a ativação catódica foi aplicada na superfície do eletrodo. A 

baixa resolução e alargamento dos picos observados na ativação anódica pode ser atribuído à 

elevada reatividade dos radicais hidroxilas adsorvidos na superfície do BDD, promovendo 

reações de oxidação do eletrólito ou formação de peróxido (DE BARROS et al., 2005; NOTSU, 

1999). Assim, a ativação catódica foi escolhida para a realização das etapas subsequentes do 

trabalho.  

4.2 Otimização dos parâmetros de voltametria de pulso diferencial   

Para o desenvolvimento de um método de análise empregando voltametria de pulso 

diferencial, é necessário a otimização dos parâmetros: tempo de modulação (tm), incremento de 

potencial (∆Es) e amplitude de modulação (a) para obtenção de melhor resposta em relação a 

sensibilidade, perfil voltamétrico e velocidade de análise (WANG, 2006).  
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4.2.1 Otimização da amplitude de modulação  

Inicialmente, foi avaliada a influência da amplitude de modulação no sinal analítico do 

MID. Para isso, foram fixados os valores do tempo de modulação e incremento de potencial e 

variou-se a amplitude entre 10 e 100 mV. A Figura 18 mostra a influência da amplitude na 

resposta voltamétrica do MID.  

Figura 18. (a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 10 µmol L-1 de MID em função 

da variação de aplicação da amplitude de modulação. (b) Relação entre corrente de pico e 

amplitude de modulação. Parâmetros de pulso diferencial:  tm = 25 ms e ∆Es = 2 mV. Eletrólito 

suporte: Tampão BR 0,12 mol L-1 (pH = 2,0). 

 

Fonte: A Autora. 

Como se pode-se observar pela Figura 18, com o aumento da amplitude de modulação, 

há um aumento na corrente de pico do MID. No entanto, o aumento do parâmetro avaliado, 

gerou um alargamento do pico e por isso, escolheu-se para as análises amplitude de modulação 

de 70 mV.  

4.2.2 Otimização do incremento de potencial   

A medida do incremento de potencial foi avaliada num intervalo de 1 a 10 mV, 

mantendo-se constante a amplitude e o tempo de modulação em 50 mV e 25 ms, 

respectivamente. A Figura 18 mostra o efeito da variação do incremento de potencial no sinal 

analítico do MID. 
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Figura 19. (a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 10 µmol L-1 de MID em função 

da variação do incremento de potencial. (b) Relação entre corrente de pico e incremento de 

potencial. Parâmetros de pulso diferencial:  tm = 25 ms e a = 50 mV. Eletrólito suporte: Tampão 

BR 0,12 mol L-1 (pH = 2,0). 

 

Fonte: A Autora. 

Como se pode observar na Figura 19, à medida que o incremento de potencial aumenta, 

ocorre um aumento na intensidade da corrente de oxidação do MID. No entanto, também é 

observado um alargamento dos picos, comprometendo a resolução dos voltamogramas e 

consequentemente uma diminuição na seletividade do método. Além disto, o aumento no 

incremento de potencial, acarreta na diminuição dos números de pontos de aquisição de corrente 

da medida voltamétrica, deformando o voltamograma resultante. Por isso, para as análises 

posteriores, foi escolhido o valor de 6 mV, como incremento de potencial.  

4.2.3 Otimização do tempo de modulação  

Finalmente, foi avaliada a influência do tempo de modulação na detecção do MID, 

fixando os valores de incremento de potencial e amplitude em 2 mV e 50 mV, respectivamente. 

A Figura 20 mostra os voltamogramas obtidos para a variação do tempo de modulação no 

intervalo de 10-50 ms. 
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Figura 20. (a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 10 µmol L-1 em função da 

variação do tempo de modulação (10-50 ms). (b) Relação entre corrente de pico e tempo de 

modulação. Parâmetros de pulso diferencial:  ∆Es = 2 mV e a = 50 mV. Eletrólito suporte: 

Tampão BR 0,12 mol L-1 (pH = 2,0). 

 

Fonte: A Autora.  

Como se pode observar na Figura 20, há uma diminuição da intensidade da corrente de 

pico, com o aumento do tempo de modulação. No entanto, maior ruído e alargamento do pico 

são observado em valores menores tempo de modulação. Na DPV, a corrente é medida, antes 

e após a aplicação do pulso de potencial com o objetivo de se obter a diferença entre elas para 

diminuir a contribuição da corrente capacitiva (BRETT; BRETT, 1996; WANG, 2006). 

Quando o pulso de potencial é aplicado, há um aumento da contribuição da corrente capacitiva 

e da corrente faradaica, no entanto, a diminuição da corrente capacitiva ocorre 

exponencialmente, enquanto que a corrente faradaica diminui linearmente. Dessa forma, o 

tempo de modulação selecionado para se fazer a leitura do valor da corrente após a aplicação 

do pulso de potencial deve ser suficiente para minimizar a contribuição da corrente capacitiva 

(WANG, 2006). Por isso, para análises  de DPV, é recomendado valores maiores de tempo de 

modulação, pois, há uma menor contribuição da corrente capacitiva (BARD, FAULKNER, 

1980; WANG, 2006). Além disso, maior ruído foi encontrado na linha base quando se utiliza o 

valor de 10 ms e por isso, escolheu-se o tempo de 25 ms para as análises posteriores.  

4.3 Estudo da faixa linear   

Um estudo para identificação da faixa concentração de MID onde há uma resposta linear 

com a corrente de oxidação do MID foi realizada utilizando os parâmetros otimizados para 
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DPV, descritos anteriormente. A Figura 20 mostra os voltamogramas obtidos na análise de 

soluções contendo concentrações crescentes de MID e as respectivas curvas de calibração 

obtidas.  

Figura 21. Voltamogramas com correção de linha base obtidos para adição de soluções com 

concentrações crescentes (1-50 µmol L-1) de MID e respectivas curvas de calibração obtidas 

(Figura inserida) em tampão BR 0,12 mol L-1 (pH = 2,0). Parâmetros de DPV: a = 70 mV; ∆Es 

= 6 mV; tm = 25 ms. 

 

Fonte: A Autora.  

Como pode ser observado nos voltamogramas e nas curvas de calibração da Figura 21, 

foram obtidas duas faixas de resposta linear (1-11 µmol L-1 e 15-50 µmol L-1) com bons 

coeficientes de relação linear (r = 0,998 e 0,999, respectivamente). A diferença encontrada entre 

as inclinações das duas curvas obtidas pode estar relacionada a disponibilidade da área 

eletroativa do BDD. Provavelmente, concentrações maiores do MID podem causar bloqueio 

parcial da área eletroativa, diminuindo a sensibilidade do método (inclinação da curva). Além 

disso, o produto de oxidação proposto para o MID e a formação do dímero podem estar 

adsorvendo na superfície do eletrodo, na qual contribui para o efeito observado.  

Após isso, foi avaliada a estabilidade e a detecção do MID em três bebidas diferentes 

(vodka, vinho tinto e whisky). A Tabela 2 mostra o desvio padrão relativo para medidas 

sucessivas (n = 4) de amostras dopadas com MID para avaliar o efeito da diluição nas bebidas 

na estabilidade de resposta do BDD. Para este estudo, as amostras foram diluídas em diferentes 
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proporções em eletrólito suporte (1:10; 1:20; 1:50; 1:75; 1:100). Após isso, na própria célula 

eletroquímica, as soluções foram dopadas em 20 µmol L-1, 7 µmol L-1 e 5 µmol L-1 de MID, 

nas amostras de vodka, whisky e vinho tinto, respectivamente. As amostras foram dopadas com 

valores diferentes, devido a detecção observada para a determinação do MID nas diferentes 

amostras avaliadas.  

Tabela 2. Efeito da diluição na estabilidade e detecção do MID (n = 4) nas amostras avaliadas, 

usando DPV nas condições otimizadas. 

Diluição 

DPR / %  

Vodka† Whisky# Vinho tinto* Solução hidro 
alcoólica† 

1:10 ND ND ND ND 

1:20 2,7 7,7 ND 3,1 

1:50 10,8 5,2 12,7 8,7 

1:75 10,0 3,7 11,3 9,2 

1:100 11,2 0,91 4,9 10,6 

ND: Não detectada; Amostras dopadas com † 20 µmol L-1 #7 µmol L-1 e *5 µmol L-1 de MID. Solução hidro alcoólica contendo 
água e etanol na proporção 1:1. 

Fonte: A Autora.   

Como observado na Tabela 1, nenhum sinal analítico foi obtido para as bebidas 

avaliadas quando a diluição de 1:10 (v/v) foi utilizada. Para as amostras de vodkas, bons 

resultados (DPR < 2,7 %) foram obtidos quando a amostra foi diluída na proporção 1:20 (v/v). 

A presença do etanol na vodka pode contribuir para reduzir a adsorção do MID ou dos produtos 

de oxidação na superfície do eletrodo, melhorando a repetibilidade entre as análises. O mesmo 

efeito foi observado em uma solução hidro alcoólica na proporção água e álcool encontrado na 

vodka (1:1 (v/v)). Efeito similar também foi observado por JIMÉNEZ-PÉREZ et al. (2018) na 

determinação eletroquímica do ácido gama-hidroxibutírico (GHB) em amostras de vodka.  

Para as amostras de vinho tinto e whisky, melhores resultados foram observados quando 

a diluição foi na proporção de 1:100 (v/v). Provavelmente, o efeito de matriz causado pela 

presença de outros compostos eletroativos na amostra foi minimizado nesta condição, já que o 
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whisky é uma bebida alcóolica destilada obtida pelo malte de cereais (cevada, trigo e centeio), 

contendo grupos fenólicos, moléculas orgânicas oxigenadas complexas, como 1-propanol, 

isobutanol, 2-metil-1-butanol, 3-metil-1-butanol, acetato de etila e monossacarídeos 

(BARBEIRA; STRADIOTTO, 1998; JIMÉNEZ-PÉREZ et al., 2018; LEHTONEN; KELLER; 

ALI-MATTILA, 1999). Já as amostras de vinho, contêm antioxidantes polifenólicos (ácido 

fenólicos, flavonoides, antocianinas) e ácido tartárico, que são descritas como moléculas 

eletroativas em eletrodos a base de carbono (LOURENÇO et al., 2018; NEWAIR; 

KILMARTIN; GARCIA, 2018).  

Além disso, um estudo de adição e recuperação em uma solução hidroalcoólica (1:1 

(v/v)) também foi realizado para verificar como a presença do etanol poderia interferir nas 

recuperações de MID e na sensibilidade do método. Para isso, a solução hidroalcoólica foi 

estudada nas diluições (1:20, 1:50, 1:75 e 1:100 (v/v)) em eletrólito suporte. A Tabela 3 

apresenta as inclinações de cada curva obtidas (sensibilidade) e as recuperações em cada 

diluição avaliada. 

Tabela 3. Efeito da diluição na adição, recuperação e sensibilidade do MID em uma solução 

hidroalcoólica, utilizando DPV nas condições otimizadas. As soluções foram dopadas na célula 

eletroquímica.  

Diluição Valor adicionado / 
µmol L-1 

Valor encontrado / 
µmol L-1 

Recuperação / 
% 

Inclinação / 
µA L µmol-1 

1:20 4 4,04 ± 0,12 101± 3 0,059 

1:50 4 4,40 ± 0,36 110 ± 9 0,130 

1:75 2 1,7 ± 0,21 85 ± 10 0,164 

1:100 2 1,6 ± 0,24 80 ± 12 0,171 

Fonte: A Autora. 

Como observado na Tabela 3, boas recuperações foram obtidas com diluições menores 

da solução hidroalcoólica. Provavelmente, como discutido anteriormente, a presença do álcool 

pode contribuir para diminuição da adsorção do MID ou dos produtos de oxidação na superfície 
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do eletrodo, contribuindo para a obtenção de melhores resultados na quantificação do MID. No 

entanto, a inclinação (sensibilidade) da curva de calibração foi diminuindo, pois, o etanol 

contribui para o aumento da resistência da solução (BARD, FAULKNER, 1980; WANG, 2006) 

e, consequentemente, pode dificultar o processo de oxidação do MID. Além disso, a presença 

de etanol, aumenta a corrente de fundo do sistema, de tal modo que a sensibilidade é diminuída.      

Assim, após definir a melhor diluição para cada amostra e as condições de DPV, um 

estudo para obtenção da resposta linear para cada amostra foi realizado. A Figura 22 apresenta 

os voltamogramas obtidos na análise de uma solução contendo concentrações crescentes de 

MID e a respectiva curva de calibração.  

Figura 22. DPV com correção de linha base obtidas para soluções de concentrações crescentes 

de MID. (A) 4 -50 µmol L-1 em vodka diluído 1:20 (v/v). (B) 1 - 11 µmol L-1 em whisky diluído 

1:100 (v/v) e (C) 1- 45 µmol L-1 em vinho tinto diluído 1:100 (v/v). Figura inserida: Respectivas 

curvas de calibração. Demais condições ver Figura 20. 

 

Fonte: A Autora. 

Como se pode notar na Figura 22(A), duas faixas lineares entre 4-25 µmol L-1 e 30-50 

µmol L-1 foram encontrados para amostra de vodka. Na presença de vodka, as faixas de 

concentrações com respostas lineares são maiores que as obtidas para solução padrão (Figura 

21), indicando que o álcool pode ter diminuído a adsorção de MID ou dos produtos de oxidação 

(radical) ou do dímero formado na superfície do eletrodo, como descrito anteriormente. 

Entretanto, a inclinação da curva (sensibilidade do método) foi consideravelmente menor, como 

pode ser observado na Tabela 4.  
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Tabela 4. Comparação entre as características analíticas do método proposto para determinação 

de MID em vodka, whisky e vinho tinto. 

Características 
Analíticas 

Amostras 

Solução padrão* Vodka Whisky Vinho tinto 

r 0,998/0,999 0,997/0,998 0,995 0,998 / 0,999 

Inclinação / µA L 
µmol-1 

0,1941/ 0,066 0,038/0,015  0,116 0,065/ 0,036 

FL / µmol L-1 1-11/15-50 4-25 / 30-50 1-10 1-15 /20-45 

LD / µmol L-1 0,074 0,46 0,43 0,33 

LQ / µmol L-1 0,24 1,52 1,42 1,09 

FL – Faixa linear; LD – limite de detecção; LQ – limite de quantificação. *Adições de MID em eletrólito suporte. 
Fonte: A autora. 

As faixas lineares obtidas para a determinação de MID na presença de whisky e vinho 

tinto foram similares quando comparados com as soluções padrões, porém, as inclinações das 

curvas foram menores devido ao efeito de matriz de cada amostra.  

As respectivas diluições, faixas lineares, os valores de limites de detecção e 

quantificação foram satisfatórios para a aplicação do método proposto, uma vez que a dose 

sedativa estimada é 0,3 mg kg-1. Então, o efeito esperado ocorrerá em uma pessoa de 

aproximadamente 50 kg, se a concentração da bebida for em torno de 15 mg por 100 mL de 

bebida (460 µmol L-1) (MARÇON et al., 2018; REED et al., 2001). É importante destacar que 

os valores mostrados na Tabela 4, não levam em consideração o fator de diluição. 

4.4 Repetibilidade  

Após a definição de todos os parâmetros de voltametria de pulso diferencial e da faixa 

linear de resposta para cada amostra (matriz), um estudo de repetibilidade do método proposto 

em cada amostra realizado. Na Figura 23 são mostrados os resultados obtidos para análises 

sucessivas (n = 15) de 10 µmol L-1 de MID em cada uma das bebidas avaliadas.  
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Figura 23. Resultados obtidos por voltametria de pulso diferencial para análises sucessivas (n 

= 15) de soluções contendo 10 µmol L-1 de MID nas bebidas avaliadas, nas mesmas condições 

apresentadas na Figura 21. 

 

Fonte: A Autora.  

 Os resultados mostrados na Figura 23 demonstram flutuações aleatórias nas correntes 

de pico, o que indica que não há contaminação significativa no eletrodo de BDD, uma vez que 

não houve decaimento constante nos valores de corrente de picos registrados. O desvios padrões 

relativos calculados foram de 6,3%, 4,4% e 4,9% para soluções de amostras de whisky, vodka 

e vinho tinto contendo 10 µmol L-1 de MID, respectivamente.  

4.5 Análise de amostras de bebidas 

As análises de bebidas alcóolicas foram realizadas utilizando os parâmetros de DPV 

otimizados anteriormente. Para isso, curvas de adição de padrão foram feitas, considerando as 

faixas lineares obtidas e a diluição para cada amostra de bebida. A Figura 24 apresenta os 

voltamogramas de pulso diferencial obtidos na análise de amostras de diferentes bebidas 

avaliadas dopadas com MID. 
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Figura 24. DPV com correção de linha base para a análise de amostras de bebidas alcóolicas 

dopadas e adições crescentes de MID para (A) vodka, (B) whisky e (C) vinho tinto e (D, E, F) 

respectivas curvas de calibração. Outras condições ver Figura 13. 

 

Fonte: A Autora.  

A Tabela 5 mostra os resultados obtidos na análise de amostras dopadas de bebidas com 

seus respectivos desvios padrões (n = 3). 

Tabela 5. Resultados de recuperação obtidas para amostras de bebidas dopadas com MID, 

usando DPV (n = 3) 

Amostra Adicionado / µmol L-1 Encontrado ± DP / 
µmol L-1 

Recuperação ± DP / % 

Vodka  5,00 5,13 ± 0,36 103 ± 3 

Whisky 1,50 1,32 ± 0,09 87 ± 3 

Vinho tinto 3,00 2,90 ± 0,19 97 ± 6 

Fonte: A Autora.  

Como pode observar na Figura 24, as curvas de adição de padrão apresentaram boa 

relação linear (r > 0,996). A recuperação média ficou entre 87 e 103%, podendo afirmar que o 

método proposto não apresentou efeitos significativos de matriz para a determinação de MID 
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nas bebidas avaliadas. Além disso, é importante que os valores encontrados não levaram em 

conta a diluição das amostras.  

4.6 Comparação dos resultados obtidos para determinação do MID, utilizando oxidação 

e redução  

Na literatura, diversos trabalhos exploram a determinação de MID através da redução 

eletroquímica (DIAS et al., 2018; RIBES; OSTERYOUNG, 1990; VIRE; PATRIARCHE; 

HERMOSA, 1987). De acordo com a revisão bibliográfica, a determinação de MID por redução 

nunca foi explorada utilizando BDD como eletrodo de trabalho. Por isso, foram realizados 

experimentos de DPV, explorando o processo de redução para comparar os parâmetros 

analíticos obtidos (faixa linear, sensibilidade, repetibilidade e recuperação) com os observados 

pelo pico de oxidação.  

4.6.1 Estudos de aplicação de potenciais de adsorção para redução do MID  

Estudos realizados previamente por outros autores reportaram que o processo de 

redução do MID é preferencialmente controlado por adsorção. Assim, melhores resultados 

(intensidade do pico e repetibilidade dos dados) foram obtidos quando um potencial  que 

promovesse a acumulação do MID na superfície do eletrodo foi empregado (DOS SANTOS; 

FAMILA; GONÇALVES, 2002; KIR; ONAR; TEMIZER, 1990; RIBES; OSTERYOUNG, 

1990). Por isso, foi avaliada a utilização de potenciais de adsorção entre -0,45 e +0,45 V, 

durante 30 s, observando a repetibilidade e a intensidade da corrente de redução obtida para 

MID. A Figura 25 mostra os voltamogramas obtidos neste estudo.  
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Figura 25. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 1 µmol L-1 de MID após a 

aplicação de potenciais de adsorção entre +0,45V e -0,45V; (B) corrente de redução obtida para 

a aplicação de cada potencial. Parâmetros de DPV: a = 50 mV; ∆Es = 4 mV e tm = 25 ms. Tempo 

de acumulação = 30s. Eletrólito suporte: Tampão BR  0,12 mol L-1 (pH = 2,0). 

 

Fonte: A Autora.  

 Como pode ser verificado nos voltamogramas da Figura 25, com a aplicação de 

potenciais positivos, houve a diminuição do sinal analítico do MID, quando comparado com os 

voltamogramas obtidos com a aplicação de potenciais de adsorção negativos e sem a aplicação 

de qualquer potencial (sem adsorção). Provavelmente, o acúmulo de MID na superfície do 

eletrodo é desfavorecido com a aplicação de potenciais positivos, pois, no meio reacional, a 

molécula do MID está carregada positivamente (dois grupos azos da molécula estão 

protonados), gerando uma repulsão entre a molécula e a superfície do eletrodo. A aplicação de 

-0,15 V apresentou melhor sinal analítico, porém, a diferença entre o sinal obtido na aplicação 

de -0,15 V e sem a aplicação de qualquer potencial não foi significativa. A utilização de um 

potencial de adsorção, neste caso, diminuiria a frequência analítica do método sem melhoras 

significativas na intensidade do sinal. Por isso, nos estudos posteriores, não foi aplicado nenhum 

potencial de adsorção. 
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4.6.2 Otimização dos parâmetros de pulso diferencial   

 Assim como realizado nos estudos de oxidação do MID, os parâmetros da técnica de 

DPV (incremento de potencial, amplitude de modulação e incremento de potencial) em relação 

a redução do MID afim de obter a melhor resposta em relação a sensibilidade, resolução, perfil 

voltamétrico e velocidade de análise. 

4.6.2.1 Otimização da amplitude de modulação  

 Foi avaliada a influência da amplitude de modulação no sinal analítico do MID. Para 

isso, foram mantidos constantes os valores de tempo de modulação em 25 ms e incremento de 

potencial em 2 mV e a amplitude foi estudada entre 10 e 100 mV. A Figura 26 mostra a 

influência da amplitude na resposta voltamétrica de redução do MID. 

Figura 26. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 1 µmol L-1 de MID em função 

da variação de aplicação da amplitude de modulação (10 – 100 mV). (B) Relação entre corrente 

de pico e amplitude de modulação. Parâmetros de pulso diferencial:  tm = 25 ms e ∆Es = 2 mV. 

 

Fonte: A Autora.  

Como pode se verificar na Figura 26, um aumento na amplitude de modulação 

promoveu um aumento no sinal analítico do MID. No entanto, um aumento deste parâmetro 

gera um alargamento do pico e, por isso, escolheu-se para as análises seguintes a amplitude de 

modulação de 70 mV.  
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4.6.2.2 Otimização do incremento de potencial   

A medida do incremento de potencial foi avaliada num intervalo de 1 a 10 mV, fixando 

a amplitude de modulação em 50 mV e o tempo de modulação em 25 ms. A Figura 27 mostra 

o efeito da variação do incremento de potencial no sinal analítico do MID. 

Figura 27. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 1 µmol L-1 de MID em função 

da variação do incremento de potencial (1 - 10 mV). (B) Relação entre corrente de pico e 

incremento de potencial. Parâmetros de pulso diferencial:  tm = 25 ms e a = 50 mV. Eletrólito 

suporte: Tampão BR 0,12 mol L-1 (pH = 2,0). 

 

Fonte: A Autora.  

 Como pode se observar nos voltamogramas da Figura 27, houve um pequeno aumento 

na corrente de pico até 5 mV. Após isso, a corrente manteve-se constante. Por isso, para os 

experimentos posteriores, escolheu-se o incremento de potencial de 5 mV. 

4.6.2.3 Otimização do tempo de modulação  

Por fim, foi verificado a influência do tempo de modulação na detecção do MID, fixando 

os valores de incremento de potencial e amplitude de modulação em 2 mV e 50 mV, 

respectivamente. Na Figura 28, são apresentados os voltamogramas obtidos para a variação do 

tempo de modulação no intervalo de 10-50 ms.  
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Figura 28. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 1 µmol L-1 de MID em função 

da variação do tempo de modulação (10 - 50 ms). (B) Relação entre corrente de pico e tempo 

de modulação. Parâmetros de pulso diferencial: ∆Es = 2 mV e a = 50 mV. 

 

Fonte: A Autora. 

Como se pode verificar na Figura 28, há uma diminuição da intensidade da corrente de 

pico, com o aumento do tempo de modulação. No entanto, maior ruído e alargamento do pico 

são observados em valores menores de tempos de modulação. Como já discutido na seção 4.2.3, 

para análises de DPV, é recomendado o uso de valores maiores de tempo de modulação, para 

que ocorra uma menor contribuição da corrente capacitiva (BARD, FAULKNER, 1980; 

WANG, 2006). Por isso, escolheu-se o tempo de 25 ms para as análises posteriores.  

4.6.3 Estudo da faixa linear a partir do pico de redução do MID 

 Após a otimização dos parâmetros de DPV, foi avaliado a faixa de resposta linear para 

o MID usando o pico de redução. A Figura 29 apresenta os voltamogramas obtidos na análise 

de soluções contendo concentrações crescentes de MID e a respectiva curva de calibração. 
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Figura 29. (A) Voltamogramas com correção de linha base obtidos para análise de soluções 

com concentrações crescentes (1 - 50 µmol L-1) de MID e (B) respectiva curva de calibração 

obtida em tampão BR 0,12 mol L-1 (pH = 2). Parâmetros de DPV: a = 70 mV; ∆Es = 6 mV; tm 

= 25 ms. 

 

Fonte: A Autora. 

 Como pode ser observado nos voltamogramas e nas curvas de calibração da Figura 29, 

foram obtidas duas faixas lineares de resposta (0,05-1,0 µmol L-1 e 1,25-3,0 µmol L-1) com bons 

coeficientes de correlação (r = 0,994 e 0,992, respectivamente). 

  Assim, foi possível fazer a comparação entre os resultados obtidos para determinação 

de MID a partir dos processos de oxidação e redução. A Tabela 6 reúne as características 

analíticas para a determinação de MID usando DPV a partir do pico de oxidação e de redução.  
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Tabela 6. Comparação entre os resultados analíticos obtidos para a determinação de MID 

usando voltametria de pulso diferencial a partir do pico de oxidação e redução. 

Características Analíticas Pico oxidação Pico redução 

r 0,998/0,999 0,994/0,992 

Inclinação / µA L µmol-1 0,1941/0,066 -7,76/-3,64 

FL / µmol L-1 1-11/15-50 0,05-1/ 1,25-3,0 

LD / µmol L-1 0,07 0,01 

LQ / µmol L-1 0,24 0,03 

Repetibilidade (n=10) / % 3,5* 8,0₸/6,6¥ 

Frequência analítica / h-1 20 30 

para uma solução de *10 µmol L-1, ₸0,05 µmol L-1 e ¥ 1 µmol L-1 de MID. 

Fonte: A Autora.  

 Como pode ser observado na Tabela 6, os resultados obtidos com o processo de redução 

são melhores em relação a sensibilidade, faixa linear e limite de detecção. Somente a linearidade 

do método é ligeiramente melhor usando o pico de oxidação. No entanto, para o tipo de amostra 

para qual o trabalho é proposto, os valores dos parâmetros analíticos encontrados para o pico 

de oxidação são adequados. 

4.6.4 Seletividade do método  

 Para avaliar e comparar a seletividade dos métodos utilizando o pico de oxidação e 

redução, outras moléculas do grupo dos benzodiazepínicos que são descritas na literatura como 

drogas de estupro consentido (ACIKKOL; MERCAN; KARADAYI, 2009; MARTINS et al., 

2010; SMYTH; IVASKA, 1985) foram avaliadas. Os benzodiazepínicos avaliados foram:  

clonazepam (CLO), flunitrazepam (FLU) e diazepam (DIA), mantendo-se as mesmas 

condições experimentais otimizadas previamente. A Figura 30 mostra os voltamogramas 

obtidos para cada molécula avaliada. 
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Figura 30. Voltamogramas de pulso diferencial de (a) 10 µmol L-1 de clonazepam (CLO ―), 

midazolam (MID ―) e flunitrazepam (FLU ―) e 100 µmol L-1 diazepam (DIA ―) na região 

catódica e (b) 100 µmol L-1 de CLO, DIA e FLU e 10 µmol L-1 de MID na região anódica. A 

linha tracejada refere-se ao sinal obtido com o branco. 

 

Fonte: A Autora.  

 Como pode ser observado na Figura 30(a), DIA e o CLO reduzem na região de próxima 

do potencial de redução do MID. Já a molécula de FLU apresentou o pico em aproximadamente 

-0,86 V e, nas concentrações avaliadas, o pico não interferiu na determinação de MID. No 

entanto, na região anódica (Figura 30(b)), não são observados picos de oxidação para o FLU, 

DIA e CLO. Portanto, quando o processo de oxidação do MID é usado, o método é seletivo na 

presença dos benzodiazepínicos avaliados. O processo redox observados para os 

benzodiazepínicos analisados já foi descrito previamente por outros autores, e assim como para 

o MID ocorre a partir da redução do grupo azo existente nessas moléculas, envolvendo número 

igual de prótons e elétrons (HONEYCHURCH et al., 2013; SMYTH; IVASKA, 1985).  

4.6.5 Comparação eletroquímica dos resultados obtidos com os descritos na literatura  

 Como já discutido anteriormente, não foram encontrados trabalhos na literatura que 

utilizassem a oxidação eletroquímica do MID para sua determinação. Assim, foi realizado um 

levantamento bibliográfico dos trabalhos eletroquímicos que utilizavam a redução do MID para 

comparar com as características analíticas obtidas com o método proposto neste trabalho. A 
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Tabela 7 sumariza as características analíticas de métodos eletroquímicos descritos na literatura 

e os obtidos neste trabalho.   

Tabela 7. Comparação entre as características analíticas do método proposto com outros 

métodos eletroquímicos reportados para a determinação de MID. 

Técnica Amostra 
LD / 

µmol L-1 
FL / 

µmol L-1 
Eletrodo Referência 

DPP Sol. Padrão 0,06 0,1-10 HMD (VIRE; PATRIARCHE; 
HERMOSA, 1987) 

NPAdSV Sol. Padrão 0,00001 3,6-36 HMD RIBES; OSTERYOUNG, 
1990 

Potenciometria Comprimido 10 10-10000 PVC GANJALI; LARIJANI; 
NOROUZI, 2012 

SWAdsCV Comprimido 0,016 0,1-10 HMD DOS SANTOS; FAMILA; 
GONÇALVES, 2002 

DPAdsCV Sol. Padrão NR 0,001-1.6 HMD KIR; ONAR; TEMIZER, 
1990 

Impedancia Sol. Padrão NR 10-400 
Au-

PoliAn 
RAMESHKUMAR et al., 

2016 

DPV NR NR 46-2760 GCE JAIN; YADAV, 2012 

SWV Urina 0,0017 
0,0005-

0,1 
MIP- 
CPE 

PANAHI et al., 2018 

SWV Herbal NR NR 
GE-

paraffin 
DOMÉNECH-CARBÓ et 

al., 2013 

SWAdSCV Fitoterápica NR NR HMD DE CARVALHO et al., 
2010 

Potenciometria 
Plasma 

sanguíneo 
0,6 10-1000 CPE GHORBANI et al., 2014 

DPV 

Vodka 0,46 4-25 

BDD Este trabalho Whisky 0,43 1-10 

Vinho tinto 0,33 1-15 

FL: faixa linear; LD: limite de detecção; NR: Não reportado; Técnica: DPP – Polarografia de pulso diferencial; 
NPAdsV – Voltametria de pulso normal adsortiva com redissolução catódica ; SWAdsCV – Voltametria de onda 
quadrada adsortiva com redissolução catódica; DPAdSCV – Voltametria de pulso diferencial adsortiva com 
redissolução catódica; DPV – Voltametria de pulso diferencial; SWV – Voltametria de onda quadrada; Eletrodos: 
HMD – Eletrodo de gota pendente de mercúrio; PVC – Membrana de PVC; Au-PoliAn – Eletrodo de ouro 
modificado com polialinina; GCE – Eletrodo de carbono vítreo; Nano-MIP- CPE – Eletrodo molecularmente 
impresso em pasta de carbono; GE-paraffin – parafina impregnada com grafite; CPE – Pasta de carbono BDD – 
diamante dopado com boro. Fonte:  A Autora 
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Como pode se verificar na Tabela 6, cinco trabalhos localizados na literatura não 

verificaram o desempenho do método desenvolvido com a determinação do MID em amostras 

reais. Além disso, sete trabalhos encontrados na literatura, descritos na Tabela 6, requerem o 

uso de etapas de pré-concentração (adsorção na superfície do eletrodo) ou a modificação de 

eletrodos (etapas trabalhosas e pouco reprodutíveis), as quais aumentar o tempo de análise. O 

trabalho usando o eletrodo de BDD apresentou boa repetibilidade, limite de detecção adequado 

para a aplicação proposta e maior rapidez e robustez, pois a análise é possível usando eletrodo 

sem modificação.  

4.7 Triagem rápida de amostra de bebidas  

 Os métodos eletroquímicos têm grande potencial para análises rápidas e in locu (DE 

ARAUJO et al., 2018). No entanto, nas células eletroquímicas convencionais, a manipulação 

dos três eletrodos (referencia, auxiliar e de trabalho), célula eletroquímica e das amostras não 

são práticos, o que muitas vezes dificulta a triagem rápida de amostras e em locais de 

infraestrutura mínima ou mesmo “in locu”. Por esse motivo, o método proposto foi adaptado a 

um sistema BIA portátil para a triagem/determinação rápida de MID em bebidas. Como 

discutido na seção 1.6, com a utilização do sistema BIA é possível a realização de duzentas 

injeções (triagens) sem manuseio de eletrodos, da célula e sem a necessidade de adicionar 

soluções (alta taxa de diluição após a injeção) ou reagentes ao sistema (RICHTER et al., 2016). 

A Figura 31 mostra os resultados obtidos para uma rápida triagem em três bebidas diferentes 

(vodka, whisky e vinho tinto), antes e depois da adição de 10 µmol L-1 de MID.  
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Figura 31. BIA-DPV varreduras obtidas para amostras de whisky e vinho tinto (diluição 1:100) 

e vodka (diluição 1:20) em eletrólito suporte antes (---) e depois (―) da adição de 10 µmol L-1 

de MID. Volume de injeção: 100 µL; Velocidade de injeção: 16,5 µL s-1. Demais condições de 

DPV: Figura 13. 

 

Fonte: A Autora. 

 Como pode se observar na Figura 30, nenhuma das bebidas avaliadas apresentaram 

picos em torno de +1,6 V. Ao se adicionar MID nas bebidas avaliadas, um pico de oxidação 

bem definido foi observado em +1,6 V, indicando que a oxidação do MID pode ser utilizada 

como um sistema de identificação da contaminação das bebidas in locu. É importante destacar 

que esse tipo de análise requer simples diluição da amostra em eletrólito e volume mínimo de 

solução por triagem (100 µL) (WANG, JOSEPH; TAHA, 1991). A amostra foi injetada numa 

velocidade lenta sobre a superfície do eletrodo para que a amostra permaneça tempo suficiente 

perto do eletrodo para que a varredura por DPV seja possível.  

 O mesmo procedimento foi realizado utilizando a redução eletroquímica do MID. A 

Figura 32 mostra os resultados obtidos utilizando o sistema BIA e amostras de bebidas para o 

pico de redução.  
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Figura 32. BIA-DPV obtidos para whisky e vinho tinto (diluição 1:100) e vodka (diluição 1:20) 

em eletrólito suporte antes (---) e depois (―) da adição de 10 µmol L-1 de MID, utilizando a 

redução eletroquímica. Volume de injeção: 100 µL; Velocidade de injeção: 16,5 µL s-1. As 

mesmas condições de DPV da Figura 28. 

 

Fonte: A Autora.  

 Para a amostra de whisky e vodka, nenhum pico de redução foi encontrado em torno de 

-0,56 V. Porém, para a amostra de vinho, uma banda larga foi detectada antes da adição de MID 

a bebida, o que poderia acarretar em erros de falso-positivo em análises. Assim, este teste 

indica, que nas bebidas analisadas, a utilização do pico de oxidação para determinação de MID 

seria mais viável, uma vez que não foram observados picos nas bebidas no mesmo potencial de 

oxidação do MID.  

 É importante salientar que o sistema BIA usando BDD como eletrodo de trabalho é 

robusto e pode ser usado com sucesso como um sistema portátil de triagem rápida. Além da 

aplicação aqui demonstrada, o sistema também permite a triagem de amostras de bebidas para 

detecção de escopolamina (OLIVEIRA et al., 2018) triagem de produtos naturais para detecção 

de adulterações com sibutramina (FREITAS et al., 2019), triagem de amostras apreendidas de 

cocaína para verificação de sua pureza (FREITAS et al., 2017) e controle de qualidade de 

inúmeras formulações farmacêuticas (GARCIA CARDOZO et al., 2017) . Portanto, o trabalho 
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aqui proposto aumenta o número de aplicações possíveis com o sistema BIA usando BDD como 

eletrodo de trabalho. 

5 CONCLUSÕES 

 No presente trabalho foi demonstrado pela primeira vez a possibilidade de detecção de 

MID por oxidação empregando a técnica de voltametria de pulso diferencial. Além disso, a 

possibilidade de detecção de MID em uma triagem rápida de amostras de bebidas foi 

demonstrada utilizando o sistema BIA.  

 O processo de oxidação do MID também foi avaliado, mostrando que a reação envolvia 

número igual de elétrons e prótons (1 elétron e 1 próton). Foram comparadas as características 

analíticas (sensibilidade, linearidade, LD e LQ), empregando o pico de oxidação e redução do 

MID. Além disso, uma comparação entre a seletividade de cada pico foi avaliada, usando 

diferentes benzodiazepínicos (CLO, FLU e DIA). O pico de oxidação mostrou-se mais seletivo, 

pois nenhum dos benzodiazepínicos testados apresentou sinal analítico, nas condições do 

método empregadas (DPV, eletrodo de BDD e tampão BR 0,12 mol L-1, pH = 2,0).  

 O método proposto tem inúmeras características desejáveis, como rapidez, apresentar baixo 

custo operacional, gerar uma pequena quantidade de resíduo aquoso e requere etapas simples de 

preparação da amostra (somente diluição). O método apresentou ainda sensibilidade, seletividade e 

estabilidade adequada para quantificação de MID em bebidas avaliadas (vodka, whisky e vinho 

tinto), com a utilização de um eletrodo de trabalho (BDD) sem nenhuma modificação química, o 

que torna os métodos mais atraentes para aplicações em análises de rotina. 

 Devido às características portáteis do sistema BIA, o método proposto tem potencialidade 

para ser usado em laboratórios com infraestrutura limitada e para realização de análises “in locu”. 
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