
 
 
 
 

 
 
 

 

 
 

 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Novos Materiais para Aplicações 
Analíticas nas Determinações de 

Compostos Orgânicos de interesse 
Farmacêutico e Ambiental 

FABIANA DA SILVA FELIX 

UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 
INSTITUTO DE QUÍMICA 

Programa de Pós-graduação em Química 
 

São Paulo 

Data do depósito na SPG: 30/04/2009 



 
 
 
 

FABIANA DA SILVA FELIX 

 
 
 
 
 

Novos Materiais para Aplicações Analíticas  
nas Determinações de Compostos Orgânicos  

de interesse Farmacêutico e Ambiental 
 
 
 
 
 
 

           
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

São Paulo 
2009 

 
 
 
 
 

Tese apresentada ao Instituto de Química da 
Universidade de São Paulo para obtenção do 
Título de Doutor em Química. 
 
Área de Concentração: Química Analítica 
Orientador: Prof. Dr. Lúcio Angnes 



Fabiana da Silva Felix 

 
Novos Materiais para Aplicações Analíticas nas Determinações de 

Compostos Orgânicos de interesse Farmacêutico e Ambiental 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Aprovado em: ______________________ 
 
 
Banca Examinadora 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

        

        

 
 
 
 
 
 
 

Dissertação apresentada ao Instituto de Química 

da Universidade de São Paulo para a obtenção 

do Título de Doutor em Química Analítica. 

Prof. Dr. ___________________________________________________________

Instituição: _________________________________________________________ 

Assinatura: _________________________________________________________

Prof. Dr. ___________________________________________________________

Instituição: _________________________________________________________

Assinatura: _________________________________________________________

Prof. Dr. ___________________________________________________________

Instituição: _________________________________________________________

Assinatura: _________________________________________________________

Prof. Dr. ___________________________________________________________

Instituição: _________________________________________________________

Assinatura: _________________________________________________________

Prof. Dr. ___________________________________________________________

Instituição: _________________________________________________________ 

Assinatura: _________________________________________________________



AAAAAAAAGGGGGGGGRRRRRRRRAAAAAAAADDDDDDDDEEEEEEEECCCCCCCCIIIIIIIIMMMMMMMMEEEEEEEENNNNNNNNTTTTTTTTOOOOOOOOSSSSSSSS        

 
 
Aos meus queridos pais, José Carlos e Tereza, pela educação, amor e apoio. 

À minha família querida, Roberto e João Pedro, pelo amor, companheirismo, carinho e apoio em 

todos os momentos. 

Aos meus irmãos e sobrinhos pela amizade, carinho e momentos de confraternização. 

Ao prof. Lúcio Angnes pela orientação, amizade, incentivo e por todos os ensinamentos recebidos, 

principalmente os científicos. 

Aos prof. Ivano G.R. Gutz e Claudimir L. do Lago pelos ensinamentos, amizade e colaborações.  

Ao prof. Cristopher M.A. Brett e pós-graduandos da Universidade de Coimbra pela contribuição a 

este trabalho e, principalmente, pelas doações dos resistores de carbono assim como pelos 

importantes conselhos para o seu melhor funcionamento como sensores voltamétricos.   

Ao prof. Jivaldo R. Matos e Luís C.C. da Silva pela amizade e contribuição a este trabalho. 

Ao prof. Jorge C. Masini pela amizade e bons conselhos. 

Aos amigos do laboratório: Marlene, Vinny, Fernando, Caracol, João (in memoriam), Osmar, 

Pedro, Pimenta, Kléeeston, Wolverine, Wanderson, William, Carlos, Socorro, Miyuki, Baby Look, 

Jhonny, Escobar, Blanes, Dosil, Pop, André, Cabelo, Fábio, Eduardo, Zé Geraldo....  

Em especial às gatas do LAIA, Dani, Lúcia, Érika e Renatinha, pela amizade, almoços, 

colaborações, entre outras coisas.... 

Às amigonas de sempre do Mackenzie, Ana Claúdia e Danielle, pelas risadas, almoços, apoio e 

muitas histórias. 

A todos da secretaria de pós-graduação do Instituto de Química, Cibele, Emiliano, Milton e 

Marcelo, por todo auxílio e bom atendimento. 

Aos professores e colegas da Química Analítica. 

Às amigas do time de vôlei do CAI pelos diversos momentos de alegria e descontração.  

Ao CNPq pela bolsa concedida e pelo apoio financeiro a este projeto de pesquisa.   

 

 

 

 

 

 

 



RESUMO 

 

Felix, F.S. Novos Materiais para Aplicações Analíticas nas Determinações de 
Compostos Orgânicos de Interesse Farmacêutico e Ambiental. 2009. 139p. Tese 
(Doutorado) – Programa de Pós-Graduação em Química (Química Analítica). Instituto 
de Química, Universidade de São Paulo, São Paulo.  
 

 

Sensores de filme de carbono, construídos a partir de resistores com 2 Ω de 

resistência nominal, foram utilizados para aplicações em áreas de interesse ambiental 

e farmacêutico sem a modificação prévia de suas superfícies. Através de um 

tratamento eletroquímico em meio ácido, é possível obter uma faixa de potencial (para 

ambos os limites anódico e catódico) maior comparado aos eletrodos de carbono 

convencionalmente utilizados. Devido ao fato dos sensores serem confeccionados em 

escala industrial na Alemanha, seu custo é muito baixo, tornando possível sua 

utilização na forma de eletrodos descartáveis. Além disso, são caracterizados por uma 

grande versatilidade, reprodutibilidade e estabilidade. Para comprovar a viabilidade 

dos eletrodos de filme de carbono como transdutores voltamétricos, amostras de 

paraquat foram analisadas em águas de rio e potável. A associação com a voltametria 

de onda quadrada possibilitou obter um limite de detecção inferior ao limite máximo 

estabelecido para o herbicida em água potável. Estudos por voltametria cíclica 

mostraram dois picos para a redução do paraquat, similares aos descritos na 

literatura. Os sensores de filme de carbono também foram adaptados ao sistema de 

análise por injeção em fluxo para a determinação amperométrica de paracetamol e de 

ambroxol em formulações farmacêuticas. Em ambos os estudos, foi possível obter 

ampla faixa linear de concentração, baixos limites de detecção e sensibilidade 

elevada. Estudos de repetibilidade com os dois analitos apresentaram desvios 

padrões relativos de até 3%, comprovando a ausência de efeito de memória. Os 

resultados obtidos durante as análises em fluxo com os novos sensores 

amperométricos concordaram com as metodologias descritas nas farmacopéias. Ao 

longo dos quatro anos de doutoramento também foram desenvolvidos outros estudos, 

os quais estão descritos nos apêndices desta tese.  

 

 

Palavras-chave: sensores; filmes de carbono; análises de fármacos; pesticidas; 
amperometria; voltametria de onda quadrada. 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Felix, F.S. New Materials for Analytical Application in Organic Compound 
Determination for Pharmaceutical and Environmental Interests. 2009. 139p. PhD 
Thesis – Graduate Program in Chemistry (Analytical Chemistry). Instituto de Química, 
Universidade de São Paulo, São Paulo.  
  

 

Carbon film sensors, built from resistors of 2 Ω nominal resistance, were 

employed for application in the environment and pharmaceutical fields without 

previous modification of the electrode surface. When these sensors are 

electrochemically treated they obtain a wider potential window (both anodic and 

cathodic regions) than many other forms of carbon. Due to the fact that sensors are 

produced on industrial scale in Germany, the cost of each unit is very low, a feature 

that enables the use of these electrodes in disposable form. Moreover, they have 

great versatibility, reproducibility and stability. To prove the suitability of the carbon 

film electrodes as voltammetric sensors paraquat samples were analysed in river and 

drinking water. The association with the square wave voltammetry led to a detection 

limit below the allowed upper limit for herbicide analysis in drinking water. Previous 

results with cyclic voltammetry showed two peaks for paraquat reduction, in agreement 

with the literature data. The carbon film sensors were also adapted to the flow injection 

analysis system for amperometric determination of acetaminophen and ambroxol in 

pharmaceutical formulations. It was possible to obtain a wide linear working range, low 

detection limit and high sensitivity for both analytes. During the repeatabilty studies, 

acetaminophen and ambroxol showed relative standard desviations lower than 3% 

without any memory effect. The results obtained with a new amperometric sensor 

associated to FIA were in good agreement with those recommended by 

pharmacopoeias. In the appendices of this thesis are described other studies which 

have been developed for four years of PhD. 

 

 

Keywords: sensors; carbon films; pharmaceutical analyses; pesticides; 
amperometry; square wave voltammetry. 
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Um sensor químico pode ser definido como um dispositivo que permite a 

coleta de dados e obtenção de informações, geralmente contínuas, sobre o 

ambiente no qual está inserido. Geralmente, ele fornece um tipo de resposta 

relacionada diretamente com a concentração de uma espécie química de interesse 

[1]. Um sensor químico ideal deve funcionar de maneira reversível e realizar a 

medição diretamente na matriz da amostra, sem preparo prévio. Dentre estes 

sensores, os eletroquímicos (condutométricos, potenciométricos e voltamétricos são 

os mais comuns) são aqueles em constante desenvolvimento e aprimoramento além 

de seu uso ser ainda crescente em diversas áreas tais como farmacêutica, clínica, 

ambiental e industrial. Isto se deve, principalmente, a criação de novas 

possibilidades para manipular as propriedades destes sensores, dentre as quais 

tem-se a eletrocatálise, a prevenção de envenenamento de superfícies, a 

seletividade e a pré-concentração de espécies de interesse [2]. Características 

vantajosas também inerentes ao uso dos sensores eletroquímicos referem-se à 

portabilidade, facilidade de automação e possibilidade de miniaturização. 

 Consultando bases de dados, como por exemplo o ISI Web of KnowledgeSM, 

pode-se ter uma idéia da extensão da produção científica da área. Utilizando as 

palavras “electrochemical and sensor”, foi possível encontrar um número superior a 

6000 artigos científicos publicados a partir de 1990. Estas pesquisas descrevem 

novos materiais, aplicações em diversas amostras, novos métodos de fabricação de 

sensores, estratégias para melhoria na seletividade e nos limites de detecção, entre 

outros [3-6]. A fabricação de sensores descartáveis [7,8] e o desenvolvimento de 

tecnologias que permitem a imobilização de enzimas em sistemas eletródicos para a 

confecção de biossensores com elevada estabilidade também têm atraído o 

contínuo interesse de pesquisadores [9,10]. Sofisticados métodos para “screen-

printing” surgem rotineiramente na literatura [11,12] e a possibilidade de fabricação 

de microeletrodos isolados ou na forma de “arrays”, os quais viabilizam ganho de 

sensibilidade e abrem perspectivas para o monitoramento multielementar [13-15], 

impulsionam pesquisas para aplicações rotineiras. 

 Um grande número de novos materiais tem sido recentemente sintetizados e 

suas propriedades e aplicações eletroquímicas ainda não foram estudadas 

extensivamente. A utilização das diferentes formas de carbono dopado com 

heteroátomos de boro e nitrogênio, entre outros, são exemplos [2,16]. 
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Sensores de resistores de carbono dopados com nitrogênio apresentam uma 

ampla janela de potencial anódico e catódico similar àquelas dos eletrodos de 

diamante dopado com boro, permitindo assim a quantificação de compostos que não 

podem ser determinados de forma favorável com outros eletrodos convencionais 

(carbono vítreo, platina e ouro). Esta particularidade possibilitou a determinação de 

zinco, em nível de traços, sem a inconveniente interferência da geração de 

hidrogênio [17]. Outras vantagens destes sensores são o baixo custo, facilidade da 

sua utilização durante as análises além de serem descartáveis, eliminando as etapas 

de limpeza e polimento do sensor durante os experimentos.  

Os novos sensores são construídos a partir de resistores de filme de carbono 

(resistência nominal de 2 Ω, comprimento de 0,4 cm e diâmetro de 0,15 cm), 

confeccionados na Alemanha e “descobertos” para aplicações eletroanalíticas pelo 

professor Christopher Brett da Universidade de Coimbra, com quem temos 

trabalhado em colaboração. 

Os sensores voltamétricos, principalmente os amperométricos, têm sido 

associados extensivamente aos sistemas em fluxo oferecendo alta sensibilidade, 

respostas rápidas e a possibilidade de monitoramento contínuo, resultantes das 

características hidrodinâmicas [18,19]. Além disso, podem ser utilizados como 

detectores em cromatografia líquida e eletroforese capilar, salientando as vantagens 

dessas técnicas de separação [20,21].  

A alta sensibilidade encontrada na associação entre os sistemas por injeção 

em fluxo (FIA, do inglês Flow Injection Analysis) e a detecção amperométrica é 

devida, principalmente, ao signficativo aumento do transporte de massa para a 

superfície do transdutor. Durante as análises, um potencial é aplicado ao eletrodo de 

trabalho e a intensidade da corrente de pico é monitorada em função do tempo. 

Dentro de certos limites, esta corrente é proporcional à concentração do analito [22]. 

Em alguns casos, uma seletividade maior é alcançada através da escolha de um 

potencial menor aplicado ao transdutor, embora às custas de redução de 

sensibilidade. A sensibilidade também é favorecida pela combinação da vazão do 

sistema, da geometria, material e posicionamento do detector em relação ao fluxo da 

solução, além do volume de amostra utilizado. O detector posicionado frontalmente 

ao fluxo é mais vantajoso porque o transporte de massa é mais efetivo e garante 

uma limpeza eficiente de sua superfície após passagem da zona de amostra [22,23].  
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A combinação dos sistemas em fluxo com os detectores amperométricos, 

para a determinação de diversos analitos de interesse, vem sendo implementada 

com sucesso pelo nosso grupo de pesquisa [24-30]. No presente trabalho, são 

apresentados estudos em que sensores amperométricos foram desenvolvidos para 

aplicações analíticas quando associados a FIA. Neste contexto, fez-se uso de 

resistores de filme de carbono como transdutores em estudos envolvendo a 

quantificação de paracetamol (analgésico e agente antipirético) e ambroxol (agente 

expectorante) em formulações farmacêuticas. 

Os resistores de filme de carbono foram também associados à técnica de 

voltametria de onda quadrada (SWV, do inglês Square Wave Voltammetry) para a 

quantificação do herbicida paraquat em amostras ambientais. A SWV é uma das 

técnicas de pulso mais rápidas e sensíveis. Os limites de detecção podem ser 

comparados àqueles encontrados em cromatografia [31]. A alta sensibilidade 

alcançada pela SWV é devido à combinação entre uma etapa de pré-concentração 

do analito (eletrolítica ou adsortiva) com procedimentos avançados de medição [32]. 

Além disso, sua teoria e os modelos matemáticos foram desenvolvidos 

considerando, também, as espécies eletroativas adsorvidas na superfície eletródica 

e reações redox totalmente irreversíveis [33]. A descrição detalhada desta técnica 

voltamétrica e suas aplicações já estão bem difundidas na literatura [31-34]. Nos 

últimos anos, a utilização da SWV na quantificação de diferentes classes de 

pesticidas em diversas amostras tem mostrado crescimento exponencial [35-39]. 

Porém, muitos estudos desenvolvidos com diferentes transdutores mostraram a 

necessidade do emprego de artifícios para contornar os problemas de adsorção do 

paraquat na superfície dos eletrodos de trabalho [40-43].  
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A crescente demanda de análises químicas e a necessidade de 

monitoramento contínuo dos processos de produção e controle de qualidade nas 

diversas áreas tem direcionado estudos no sentido de buscar novos materiais para o 

desenvolvimento de sensores eletroquímicos que sejam mais facilmente 

construídos, possibilitem análises reprodutíveis, possuam alta seletividade e 

sensibilidade, apresentem resposta em tempo real, entre outras propriedades 

desejadas durante as análises eletroanalíticas.  

 A proposta deste trabalho é dar contribuições à área do desenvolvimento de 

detectores eletroquímicos. As atividades de pesquisa descritas ao longo deste texto 

são baseadas na construção de novos sensores, a partir de resistores de filme de 

carbono, para aplicações em áreas de interesse ambiental (paraquat) e farmacêutica 

(paracetamol e ambroxol). 

 Paraquat, assim como os demais pesticidas, é tradicionalmente quantificado 

através da cromatografia líquida [44-47]. A cromatografia requer a utilização de 

algumas etapas prévias de preparação da amostra, evitando assim os interferentes 

e, principalmente, a contaminação da coluna cromatográfica que pode levar a 

resultados errôneos e danosos. Esta etapa prévia de preparação, muitas vezes, é 

longa e complexa, o que faz com que o tempo de análise aumente muito, e 

conseqüentemente eleve os custos da análise. Em função destas desvantagens, 

surgiu a necessidade de desenvolver métodos eletroanalíticos para a quantificação 

do paraquat que fossem mais rápidos, de baixo custo e tão sensíveis quanto àqueles 

alcançados com as técnicas cromatográficas. Além disso, buscar metodologias que 

contornem os problemas de adsorção do herbicida na superfície dos transdutores é 

também necessário. 

 Na primeira etapa deste trabalho, foram associadas as vantagens do emprego 

das técnicas voltamétricas (voltametria cíclica e voltametria de onda quadrada) com 

as características vantajosas dos novos sensores (baixos limites de detecção, 

sensibilidade elevada e ampla faixa linear de concentração) para o estudo do 

comportamento eletroquímico do paraquat assim como a sua quantificação em 

amostras ambientais. 

 Na segunda etapa, os resistores de filme de carbono foram utilizados como 

detectores amperométricos com excelente desempenho. Na detecção 

amperométrica, é aplicado ao eletrodo de trabalho um potencial constante e 

suficiente para oxidar ou reduzir a espécie eletroativa de interesse, sendo a corrente 
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monitorada em função do tempo. Levando-se em consideração que muitos 

compostos orgânicos de interesse farmacêutico, biológico ou ambiental podem ser 

oxidados ou reduzidos, a aplicabilidade dos sensores amperométricos é ampla e 

ainda pouco explorada. A facilidade de adaptação dos detectores amperométricos a 

métodos de análise por injeção em fluxo (FIA) tem resultado no desenvolvimento de 

sistemas simples com alta freqüência analítica. Neste contexto, os resistores de 

filme de carbono foram utilizados como sensores amperométricos na determinação 

dos fármacos paracetamol e ambroxol em formulações farmacêuticas. 

 Outros estudos foram desenvolvidos paralelamente às investigações com os 

novos sensores. O primeiro deles foi a quantificação de epinefrina, fármaco que 

pertence à família das catecolaminas, em produtos farmacêuticos empregando 

biossensores amperométricos. Os biossensores foram desenvolvidos a partir de 

tecidos vegetais, provenientes de frutos de uma palmeira (cocos de Livistona 

chinensis), facilmente encontrada no campus da Universidade de São Paulo. O 

mesocarpo dos frutos, rico em enzima polifenol oxidase, foi empregado como fonte 

natural de material enzimático na construção dos biossensores. As vantagens no 

uso de tecidos vegetais como fonte de material biológico para o desenvolvimento de 

biossensores são bem conhecidas, dentre elas tem-se o baixo custo e a simplicidade 

de construção. Nos últimos anos, este tipo de sensor vem sendo desenvolvido pelo 

nosso grupo de pesquisa [25,48-50]. Detalhes deste estudo se encontram de forma 

resumida no Apêndice A. 

 Um outro estudo foi realizado para a determinação de salbutamol em 

formulações farmacêuticas, um agonista β2-adrenérgico seletivo, empregando 

eletroforese capilar com detecção condutométrica sem contato (CE-C4D, do inglês 

Capillary Electrophoresis with Capacitively Coupled Contactless Conductivity 

Detection), descrito no Apêndice B. Esta técnica surge como uma alternativa 

interessante na análise de fármacos por sua rapidez e seletividade além de 

proporcionar limites de detecção compatíveis com a concentração de princípio ativo 

encontrado nos medicamentos. O equipamento de eletroforese capilar interfaceado 

a um computador foi desenvolvido pelo grupo do professor Claudimir L. do Lago e 

tem sido utilizado para análises de diferentes tipos de amostras reais tais como, 

água de coco, álcool combustível, água de represa e café [51-54]. 

 As técnicas de análise térmica têm sido utilizadas para a caracterização de 

vários compostos sólidos, principalmente na área farmacêutica, sendo consideradas 
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rápidas e apropriadas para o controle de qualidade e desenvolvimento de novos 

medicamentos [55]. Em vista da potencialidade das técnicas termoanalíticas 

aplicadas a fármacos, um estudo do comportamento térmico e  estabilidade do 

salbutamol em padrão e amostra farmacêutica é descrito no Apêndice C. Além da 

sua importância no uso terapêutico, o salbutamol tem sido também considerado um 

importante agente anabólico [56].   
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3.1. Sensores Voltamétricos 

 

 O desempenho das técnicas voltamétricas é fortemente influenciado pelo 

material do eletrodo de trabalho. Conseqüentemente, muitos esforços são direcionados 

para a fabricação e manutenção destes eletrodos. Durante muitos anos, os transdutores 

de mercúrio (gotejante ou filmes de mercúrio) foram extensivamente utilizados nas 

diversas análises [57-60]. Isto se deve, principalmente, à ampla faixa de potencial de 

trabalho catódico, elevada reprodutibilidade e superfície renovável. Em função da 

limitação da faixa de potencial anódica e à toxicidade do mercúrio, novos materiais 

surgiram para a determinação de diversos compostos, inclusive os orgânicos. Dentre 

eles, destacam-se os eletrodos sólidos confeccionados a partir de diferentes materiais 

tais como platina [61,62], ouro [63,64], níquel [65,66], cobre [67,68], prata [69,70], 

paládio [71] e cobalto [72] e as diversas formas de carbono [73-75].  

Os materiais a base de carbono geralmente apresentam corrente de fundo 

mais baixa e uma faixa de potencial de trabalho mais ampla do que os demais 

eletrodos sólidos. Via de regra, eles são de menor custo, mecanicamente estáveis e 

estão disponíveis em uma variedade de formas tais como carbono vítreo, pasta de 

carbono, fibras de carbono, diamante, grafite pirolítico, carbono vítreo reticulado, 

fulerenos, nanotubos de carbono, resistores, entre outros. O eletrodo de carbono, na 

sua forma mais simples, é bom condutor de eletricidade devido aos elétrons do 

orbital π deslocalizado, formado pela sobreposição dos orbitais p de cada átomo de 

carbono que compõem o plano lamelar de carbonos [76]. A Figura 1 apresenta 

algumas das diferentes formas de carbono utilizadas em diversos estudos 

eletroquímicos.  

Assim como os demais transdutores sólidos, principalmente os de platina e de ouro, 

os eletrodos de carbono também apresentam problemas de adsorção em suas 

superfícies oriundos dos processos eletródicos que resultam na passivação do 

eletrodo e, conseqüentemente, ao decréscimo do sinal analítico. Para contornar este 

problema, muitos pesquisadores sugerem a aplicação de pulsos de potenciais 

(positivos e/ou negativos), de maneira a eliminar o material indesejável da superfície 

do eletrodo. Além disso, o tratamento eletroquímico prévio pode atuar no 

desempenho do eletrodo de modo a favorecer, por exemplo, a transferência 

eletrônica das espécies envolvidas ou aumentar a faixa de potencial de trabalho.  
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Figura 1 – Diferentes formas do carbono: (a) grafite, (b) fulereno, (c) nanotubos, (d) fibras, 

(e) carbono vítreo reticulado e (f) diamante [77-81]. 

 

A seguir, serão discutidos estudos realizados com os diferentes sensores de 

carbono (carbono vítreo, fulereno, nanotubos, grafite, diamante, pasta de carbono e 

eletrodos impressos) na determinação de analitos envolvendo áreas de interesse 

farmacêutico e ambiental. Além disso, outros estudos envolvendo o novo sensor 

(resistor de filme de carbono) em diferentes matrizes serão apresentados. 

 

 

3.1.1. Eletrodos de Carbono Vítreo 

 

 O carbono vítreo é um material comumente empregado nos estudos 

eletroquímicos e eletroanalíticos devido a suas propriedades mecânicas e elétricas 

favoráveis. Suas características físicas favorecem a montagem experimental, pode 

ser polido facilmente, é compatível com a maioria das soluções e eletrólitos 

utilizados bem como sua superfície pode ser modificada adequadamente seguindo 

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 
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diversos caminhos, como por exemplo através da adsorção química do agente 

modificador ou pela eletropolimerização [76]. 

 Há muitos estudos descritos na literatura envolvendo sensores de carbono 

vítreo na quantificação de compostos orgânicos em amostras farmacêuticas e 

ambientais. Eles podem ser não modificados [73,82-87] ou modificados com 

diferentes agentes modificadores tais como polímeros condutores, rutênio, porfirinas, 

bismuto, entre outros [88-93].  

 Um eletrodo de carbono vítreo foi empregado na determinação de ganciclovir, 

um potente agente antiviral utilizado contra herpes, pelas técnicas voltamétricas de 

pulso diferencial e onda quadrada em amostras farmacêuticas e fluido biológico [82]. 

Este foi um dos primeiros trabalhos realizados com técnicas eletroquímicas no qual 

apresentou limites de detecção na ordem de 10-8 mol L-1 e sem a necessidade de 

tratamento prévio das amostras. 

 Eletrodo de carbono vítreo recoberto com filme de bismuto foi utilizado na 

quantificação de paration, pesticida organofosforado extremamente tóxico, em 

amostras ambientais [91]. Durante os estudos voltamétricos, um pico de redução 

irreversível foi constatado em -620 mV (vs. SCE), sendo que nenhum pico foi 

evidenciado com o eletrodo não modificado. Após otimização das condições de 

trabalho (potencial e tempo de deposição do bismuto, valor de pH da solução 

eletrólito, freqüência, incremento de potencial, entre outros) a resposta voltamétrica 

foi proporcional à concentração de paration na faixa compreendida entre 3,0 –      

100 ng mL-1. Além disso, os eletrodos de bismuto têm sido empregados como uma 

alternativa atraente aos eletrodos convencionais de mercúrio bem como são poucos 

os estudos relatados com este sensor para análises de compostos orgânicos.  

 Um eletrodo de carbono vítreo modificado com porfirina tetrarrutenada de 

cobalto, através de adsorção química, foi empregado na determinação de 

metabissulfito em produtos farmacêuticos [90]. Este sensor amperométrico associado 

à técnica de “Batch Injection Analysis” (BIA) levou a resultados que combinaram boa 

repetibilidade dos sinais de corrente anódica (D.P.R. = 0,94 %, para 30 medições), 

ampla faixa de concentração linear (2,5 x 10-7 – 5,0 x 10-4 mol L-1), elevada 

sensibilidade (924 mA mol-1 L cm-2) e baixo limite de detecção (8,1 x 10-8 mol L-1). 

 O carbono vítreo reticulado é quimicamente similar ao carbono vítreo 

convencional. Este material poroso possui baixa expansão térmica, alta resistência à 

corrosão, alta condutividade elétrica, baixa resistência à passagem de solução, área 
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superficial grande (acima de 66 cm2 cm-3 para 100 poros por polegada) e inércia 

química em uma ampla faixa de temperatura [76,94].  

Em 1981, Wang [95] publicou o primeiro trabalho de revisão do carbono vítreo 

reticulado como um novo material para a construção de sensores em diferentes 

aplicações eletroanalíticas, incluindo estudos com ácido ascórbico, epinefrina,         

L-dopa e espécies inorgânicas. 

Wieck e colaboradores [96] construíram biossensores de glicose para análises 

em fluxo utilizando dois procedimentos de imobilização da glicose oxidase na 

superfície do carbono vítreo reticulado, a adsorção física e a ligação química 

covalente com carbodiimida. Eles concluíram que a imobilização da enzima com 

ligação covalente apresentou uma atividade maior (5,75 e 1,75 unidades g-1 para as 

imobilizações com ligação covalente e por adsorção, respectivamente) para a 

detecção do analito. Em um outro estudo mais recente [97], os autores monitoram 

amperometricamente peróxido de hidrogênio, produzido pela oxidação enzimática da 

glicose, em +0,9 V (vs. SCE). Neste estudo, eles verificaram que as correntes de 

oxidação foram lineares em uma faixa de concentração restrita (2,5 – 10 mmol L-1).    

 

  

3.1.2. Eletrodos de Fulereno e Nanotubos 

 

 Os fulerenos foram descobertos em 1985, sintetizados pela primeira vez em 

1990 e constituem uma das formas alotrópicas do carbono.  Pode ser esférico, 

elipsoidal ou cilíndrico. O fulereno C60 foi denominado “Buckminsterfullerene” em 

homenagem ao arquiteto Richard Buckminster Fuller [76]. Recentemente muitos 

pesquisadores têm estudado o comportamento eletroquímico dos filmes de fulerenos 

parcialmente reduzidos que tornam-se excelentes condutores elétricos, dependendo 

do cátion presente na etapa de redução [98-103]. Dessa maneira, os filmes podem 

ser utilizados como agentes modificadores promovendo a eletrocatálise, melhorando 

a sensibilidade e a seletividade dos sensores durante as análises [99].  Conforme 

Csiszar e colaboradores [102], os fulerenos parcialmente reduzidos correspondem a 

uma etapa transiente do processo no qual a redução ocorre somente na superfície 

do material. Já os filmes de fulereno no estado neutro ou totalmente reduzidos não 

são muito utilizados nas análises eletroquímicas, pois impedem a difusão ou 

adsorção das espécies de interesse [103]. 
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 Um eletrodo de ouro foi modificado com filme de fulereno C60 para a 

quantificação de dopamina na presença de ácido ascórbico. Dois picos anódicos 

bem distintos de ambos os analitos foram observados em solução tampão fosfato 

0,1 mol L-1, pH 7,2 [99]. Durante os experimentos de voltametria de onda quadrada, 

o sensor permaneceu estável durante 15 dias e apresentou um valor de limite de 

detecção melhor (2,6 x 10-10 mol L-1) comparado a outros detectores. 

 Eletrodo de carbono vítreo modificado com filme de fulereno C60 foi utilizado 

para a determinação de paracetamol em formulações farmacêuticas e amostras de 

urina [100]. Este sensor apresentou um pico de oxidação do analito em uma região 

menos positiva assim como uma corrente anódica correspondente a quase o dobro 

da obtida com um eletrodo de carbono vítreo convencional. A mudança no valor da 

resposta voltamétrica é um indicativo forte do comportamento catalítico do filme de 

fulereno sobre a eletrooxidação do fármaco. 

 Os nanotubos de carbono são fulerenos cilíndricos e foram descobertos por 

Iijima em 1991 [104]. Quanto ao número de camadas, eles podem ser classificados 

em simples (SWNT, single-wall carbon nanotubes) ou multicamadas (MWNT, multi-

wall carbon nanotubes). Um tipo especial de MWNT é o nanotubo de parede dupla 

(DWNT, double-wall carbon nanotubes) [105]. Os nanotubos de carbono, por 

apresentarem superfície com elevada estabilidade química, podem interagir 

diretamente com poucos átomos ou moléculas em suas paredes. Em geral, algum 

pré-tratamento em meio ácido ou dispersão do material em filme polimérico é 

necessário para eliminar impurezas, melhorar a transferência eletrônica ou permitir a 

funcionalização dos nanotubos [106]. A funcionalização, alterações nas propriedades 

eletrônicas e estruturais do material, pode ocorrer através de suas paredes, pontas 

ou por encapsulamento. Estas alterações associadas a grande resistência e 

flexibilidade mecânica do material fazem com que os nanotubos sejam explorados 

para confecção de sensores, dispositivos eletrônicos e eletromecânicos [105]. 

Porém, um dos problemas enfrentados pelos pesquisadores para a preparação 

destes sensores é a baixa solubilidade deste material frente a solventes comuns. 

 Huang e colaboradores [107] desenvolveram um método voltamétrico para a 

quantificação de ofloxacina, um antibiótico utilizado principalmente contra bactérias 

do tipo Gram-negativo, em produtos farmacêuticos. Uma suspensão estável e 

uniforme de MWNT (previamente tratado em meio ácido por 5 horas) e Nafion foi 

obtida após a evaporação do etanol em temperatura ambiente, recobrindo a 
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superfície de um eletrodo de carbono vítreo. Nas condições de otimização dos 

experimentos (quantidade da suspensão MWNT-Nafion, valor de pH da solução 

eletrólito de tampão fosfato, potencial e tempo de acumulação, velocidade de varredura, 

entre outros) a corrente de oxidação foi linear com a concentração do fármaco em uma 

faixa compreendida de 0,5 até 100 x 10-6 mol L-1. Os autores concluíram que com este 

sensor foi possível obter um intervalo de concentração mais amplo em comparação 

àqueles alcançados através de métodos espectrofotométricos, cromatografia líquida 

e quimiluminescência, descritos na literatura.  

Além dos nanotubos de carbono serem utilizados na determinação de 

compostos orgânicos em formulações farmacêuticas [108-110], eles também tem 

sido propostos como materiais eficientes para remoção de poluentes, como por 

exemplo, a atrazina, um herbicida que pode atuar como desregulador hormonal 

[111]. Os autores verificaram que a capacidade de adsorção deste herbicida 

dependia da área superficial do sensor e de outros fatores, bem como o processo foi 

espontâneo e exotérmico. Ainda neste estudo, MWNT mostrou ser melhor agente 

adsorvente do que SWNT para a remoção de atrazina em águas residuárias, embora 

o custo do material fosse ainda relativamente alto. 

 

 

3.1.3. Eletrodos de Diamante 

 

 Os materiais de diamante representam uma nova classe de carbono que 

exibem um futuro promissor, particularmente, para aplicações eletroanalíticas [76]. 

Estudos eletroquímicos com este material tiveram um início relativamente tardio, 

aproximadamente 20 anos atrás. O diamante apresenta uma alta dureza e 

conseqüentemente, sua etapa de preparação requer altas temperatura e pressão. 

Um outro inconveniente é o fato de ser um isolante elétrico, ou seja, não é um bom 

condutor de eletricidade o que o torna inaplicável como material de eletrodo [112].  

Quando o diamante é dopado com boro ou outro agente dopante, torna-se um 

material semicondutor. Melhora das características de condutividade elétrica e em 

conseqüência outras propriedades eletroquímicas podem ser verificadas a partir de 

um nível de dopagem da ordem de 1020 cm-3 (um átomo de boro correspondendo a 

1000 átomos de carbono) [113]. Outras características importantes devem ser 

também ressaltadas tais como boa transparência óptica, inércia química, baixo 
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coeficiente de fricção, estabilidade morfológica e microestrutural a altas 

temperaturas (em torno de 180 0C), alta resistência química, ampla janela de 

potencial de trabalho e baixa corrente de fundo [114,81]. Mesmo para o diamante 

dopado, a sua reatividade pode variar consideravelmente. Dessa maneira, a 

superfície do sensor ainda pode ser renovada ou condicionada através de polimento, 

tratamentos por plasma ou aplicações de potenciais anódico ou catódico, entre 

outros [113]. 

A eletrooxidação de naproxen, um antiinflamatório indicado para o tratamento de 

reumatismo e artrite juvenil, foi estudada em meio não aquoso (CH3CN + LiClO4) 

utilizando um eletrodo de diamante dopado com boro [115]. Verificou-se que a oxidação 

do fármaco segue o mecanismo ECEC (eletroquímico/químico/eletroquímico/químico) 

com 1 elétron envolvido na primeira etapa do processo, seguido da formação de um 

cátion radicalar intermediário. Após uma rápida desprotonação, o analito é oxidado 

irreversivelmente com a perda do segundo elétron. Um ataque nucleofílico ocorre para 

a produção do derivado acetamido de naproxen. Foi possível a quantificação do 

antiinflamatório em formulações farmacêuticas de maneira seletiva, rápida e precisa 

utilizando a voltametria de pulso. 

Codognoto e colaboradores [116] descreveram um método eletroanalítico 

para a determinação de carbaril, inseticida que pode causar efeitos neurológicos ao 

homem, empregando um eletrodo de diamante dopado com boro. Os resultados 

voltamétricos mostraram uma melhora na sensibilidade após um pré-tratamento 

anódico do sensor em -3,0 V (vs. Ag/AgCl) durante 30 min. Este método mostrou ser 

apropriado para o monitoramento do analito em águas naturais sem a necessidade 

de etapas prévias de tratamento da amostra, indispensáveis para várias 

metodologias propostas na quantificação de pesticidas da família dos 

metilcarbamatos (incluindo carbaril). 

 

 

3.1.4. Eletrodos de Grafite 

 

O grafite é uma das formas alotrópicas do carbono e pode ser encontrado na 

forma natural ou sintética (produzido industrialmente com o uso de altas 

temperaturas e pressões) com propriedades físicas e químicas diferentes devido às 

impurezas presentes. É um excelente condutor de calor e eletricidade, compressível, 
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maleável, refratário em atmosfera inerte e exibe resistência ao ataque químico e ao 

choque térmico [117]. Os sensores de grafite pirolítico altamente ordenados com 

planos normais e terminais possuem características eletroquímicas diferentes devido 

à natureza das ligações químicas de carbono que ocorrem na superfície dos planos. 

Nos planos normais, as camadas de grafite estão dispostas paralelamente à 

superfície com um espaçamento de 3,35 Å. Os defeitos de superfície ocorrem na 

forma de degraus expondo os terminais das camadas de grafite pirolítico conferindo, 

normalmente, uma transferência eletrônica mais rápida [118]. 

A superfície do eletrodo de grafite pirolítico foi modificada com nanotubos de 

carbono e funcionalizada com o complexo de tetra-aminoftalatocianina de cobalto 

para a determinação de asulam, herbicida pertencente ao grupo dos carbamatos 

[119]. Este sensor mostrou valores de corrente anódica seis vezes maior assim 

como o potencial de oxidação apareceu em uma região menos positiva, em 

comparação ao sensor de grafite não modificado. Estudos de recuperação foram 

realizados em amostras de água natural e o valor encontrado foi de 105 ± 0,10 %. 

Os eletrodos de pasta de carbono são preparados a partir de uma mistura de 

pó de grafite com líquidos orgânicos imiscíveis e de caráter não eletrolítico tais como 

óleo mineral, parafina, silicone, entre outros. Estes sensores foram idealizados para 

serem utilizados em intervalos de potenciais mais positivos onde os eletrodos de 

mercúrio não são aplicáveis, tendo em vista à fácil oxidação deste metal. Além disso, 

eles foram empregados, inicialmente, em estudos mecanísticos de compostos 

orgânicos [120]. 

Recentemente, um método voltamétrico foi proposto para a quantificação de 

tamoxifeno, fármaco utilizado no tratamento de câncer de mama, em formulações 

farmacêuticas empregando um eletrodo de pasta de carbono [121]. Com este 

sensor, verificou-se um único pico anódico em +1,1 V (vs. SCE) utilizando uma 

solução eletrolítica de tampão ácido acético/acetato de sódio em metanol. O método 

mostrou ser rápido e sensível em uma faixa de concentração linear de 7,0 x 10-10 –  

3,0 x 10-8 mol L-1. 

Os sensores de pasta de carbono podem ser facilmente modificados. A 

principal razão da modificação de sua superfície é obter um eletrodo novo com 

propriedades eletroquímicas pré-definidas, como por exemplo a melhora da 

seletividade. Esta característica os torna um dos materiais mais convenientemente 
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modificados com um ou mais componentes, especialmente com enzimas para a 

construção de biossensores [76]. 

Um interessante exemplo é o eletrodo de pasta de carbono modificado com 

ftalocianina de cobalto para a determinação de aziprotrina, herbicida do grupo das 

triazinas, utilizando detecção amperométrica associada a sistema em fluxo [122]. 

Nos experimentos com voltametria cíclica, verificou-se que o sensor proposto 

apresentou propriedades catalíticas. Além da corrente catódica ser maior, o 

potencial de redução surgiu em uma região mais favorável -125 mV (vs. Ag/AgCl) 

em comparação a outros sensores com valores de -350 e -900 mV (vs. Ag/AgCl) 

para pasta de carbono não modificada e carbono vítreo, respectivamente. Com este 

sistema, utilizando uma vazão de 4,0 mL min-1, alça de amostragem de 100 µL e um 

potencial de -130 mV, foi possível obter um limite de detecção de 2,0 x 10-10 g mL-1 e 

uma freqüência de amostragem de 60 determinações h-1.  

As pastas modificadas com a ftalocianina de cobalto têm sido utilizadas na 

detecção amperométrica de compostos que são oxidados ou reduzidos em potenciais 

extremos. A habilidade deste agente modificador em catalisar reações catódicas ou 

anódicas sugere que os quelantes metálicos são capazes de doar e receber elétrons. 

Isto significa que as propriedades do metal ligadas a fitalocianina têm um papel 

importante na determinação da atividade catalítica do sensor [123, 124]. 

Tecidos animais e vegetais têm sido incorporados em vários transdutores 

eletroquímicos para a construção de biossensores na quantificação de diferentes 

analitos, incluindo fármacos, hormônios, neurotransmissores, aminoácidos, entre 

outros compostos orgânicos. As vantagens do emprego de tecidos, principalmente 

os vegetais, em relação às enzimas isoladas incluem a maior disponibilidade, 

simplicidade na construção de eletrodos e bioreatores, custo menor, maior 

aplicabilidade quando acoplados com enzimas isoladas para formar os chamados 

sensores híbridos, maiores estabilidade e vida útil por manter a enzima em seu meio 

natural. Porém, estes biossensores tissulares possuem baixa seletividade a um dado 

substrato visto que o material biocatalítico contém numerosas enzimas que podem 

manter múltiplas vias metabólicas [125, 126]. 

Em 1988, Wang e Lin [127] construíram um dos primeiros eletrodos de pasta 

de carbono biologicamente modificados com tecido de banana sensível a dopamina, 

L-dopa e adrenalina. Muitos sensores foram confeccionados utilizando diferentes 
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partes de plantas tais como sementes, flores, polpa, casca, mesocarpo, epicarpo, 

entre outros [128, 129]. 

Um biossensor composto de grafite, resina epóxi e tecido de batata doce 

(fonte de polifenol oxidase) foi desenvolvido por Lupetti e colaboradores [130] para 

análise de vários compostos fenólicos. O mesmo biossensor foi também utilizado 

para quantificar hidroquinona (com potencial de trabalho de -0,25 V vs. Ag/AgCl) em 

águas residuárias de um processo fotográfico. A sensibilidade e a seletividade 

também foram avaliadas e o biossensor apresentou um tempo de vida superior a 6 

meses (mais de 500 determinações). 

As fibras de carbono foram inicialmente utilizadas nas indústrias aeronáutica e 

aeroespacial. O sucesso desta aplicação fez crescer as pesquisas e as novas 

aplicações envolvendo este material assim como o aprimoramento do processo de 

fabricação [76]. Inúmeras características têm sido apontadas como responsáveis 

pelo uso destes materiais em estudos eletroquímicos. As fibras são constituídas 

basicamente de carbono e, sob este aspecto, o comportamento deste material em 

medidas eletroquímicas é bem conhecido. Além disso, as fibras podem ser aplicadas 

em uma ampla faixa de potencial negativo e positivo, possuem pequenas dimensões 

(entre 5 e 50 µm) e grupos funcionais na superfície, como por exemplo o oxigênio, 

possibilitando a construção de eletrodos quimicamente modificados ou    

biossensores [131]. 

As pequenas dimensões das fibras de carbono possibilitam a construção de 

eletrodos em escalas micrométricas, os quais apresentam características 

eletroquímicas muito diferentes daquela dos eletrodos convencionais tais como 

baixa queda ôhmica, elevada relação corrente faradaica/corrente capacitiva, 

possibilidade de uso na ausência de eletrólito suporte, utilização de altas 

velocidades de varredura, realização de medidas em vivo, entre outros [132, 133].  

He e Chen [134] desenvolveram um dos primeiros métodos voltamétricos para 

a determinação de ácido pipemídico, fármaco utilizado no tratamento de infecções 

urinárias, em produtos farmacêuticos sem a necessidade de tratamento prévio das 

amostras, etapa esta descrita nos trabalhos envolvendo cromatografia líquida, ou 

empregando eletrodos de mercúrio. Para tanto, os autores utilizaram fibras de 

carbono para a oxidação do fármaco em tampão fosfato com um potencial de pico 

em +1,06 V (vs. Ag/AgCl). Neste estudo, foi possível alcançar um limite de detecção 

de 1,2 x 10-7 mol L-1 com um tempo de acumulação de apenas 30 s. 
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Fibras de carbono foram utilizadas para a eletrooxidação de linuron, pesticida 

substituto da uréia, em amostras de solo [135]. Um tratamento eletroquímico foi 

necessário (20 ciclos de 0,0 – 1,5 V em solução fosfato, pH 2,0) para ativar e 

renovar a superfície do sensor. Dentre as vantagens destacadas pelos autores, este 

método promoveu uma redução do tempo de análise em 10 vezes comparado a 

outros métodos voltamétricos descritos na literatura. 

Eletrodos impressos ou “screen-printed electrodes” são constituídos por filmes 

depositados sobre um suporte inerte, geralmente de PVC (cloreto de polivinila) ou 

cerâmica, parcialmente coberto por uma segunda camada de material isolante para 

definir as áreas de contato elétrico e superfície do eletrodo. Estes filmes são 

produzidos através de diferentes procedimentos, com destaque para os processos 

de “screen-printing” ou “silk-screen”. Tais estratégias possibilitam a produção de 

eletrodos em massa a um custo extremamente baixo, simples, rápido e versátil, 

sendo apropriadas para a confecção de eletrodos descartáveis. Atualmente é 

comum a fabricação de sistemas completos, já contendo os eletrodos de trabalho, 

auxiliar e referência, todos impressos no mesmo suporte. Estes sensores podem 

ainda ser miniaturizados para análises in vivo [136, 137].  

Tintas condutoras a base de metais (Au, Pt, Ag e Pd) ou de grafite, 

originalmente desenvolvidos na elaboração de circuitos impressos eletrônicos, têm 

se mostrado eficiente para serem utilizadas na confecção dos eletrodos impressos 

[138]. Praticamente, todos os artifícios e agentes utilizados na modificação da 

superfície dos eletrodos de pasta de carbono se adequam com sucesso aos 

eletrodos impressos. Os processos de modificação de eletrodos mais comuns 

envolvem a incorporação de enzimas, metais, ácidos nucléicos, tecidos, bactérias, 

mediadores de elétrons, polímeros, entre outros [137].  

Análise por injeção em fluxo associada à detecção amperométrica foi utilizada 

para a determinação do anestésico injetável procaína em amostras farmacêuticas 

[139]. Um eletrodo impresso, confeccionado em uma superfície de cerâmica coberta 

por um filme de tinta condutora a base de grafite, foi desenvolvido para a oxidação 

do fármaco em +0,80 V (vs.  pseudo referência de Ag). O método mostrou ser 

simples e rápido sem a necessidade de modificação prévia ou tratamento 

eletroquímico da superfície do eletrodo. 

Um biossensor amperométrico foi desenvolvido para a quantificação de 

organofosforados e carbamatos, pesticidas que atuam no sistema nervoso central de 
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vertebrados e insetos, em amostras ambientais [140]. A enzima tirosinase foi 

imobilizada mediante ligações cruzadas com glutaraldeído e albumina de soro 

bovino sobre a superfície de um eletrodo impresso, modificado previamente com 

ftalocianina de cobalto. A ação catalítica do quelante metálico promoveu uma 

melhora na sensibilidade e estabilidade do biossensor quando o-quinona foi reduzida 

eletroquimicamente em -0,20 V (vs. Ag/AgCl). O tempo de vida útil deste sensor foi 

de 10 dias e a constante aparente de Michaelis-Menten, a partir da equação de 

Eadie-Hofstee, foi de 1,60 x 10-3 mol L-1. 

 

 

3.1.5. Eletrodos de Resistores de Filme de Carbono 

 

 Os filmes de carbono são preparados a partir da pirólise de precursores 

orgânicos e, mediante tratamento eletroquímico em meio ácido, a faixa de potencial 

de trabalho é estendida para valores correspondentes àqueles encontrados com o 

eletrodo de diamante, sem comprometer a integridade do filme [17]. Estes eletrodos 

são mais inertes do que muitas outras formas de carbono, fabricados com elevada 

reprodutibilidade, são facilmente utilizados em diferentes células eletroquímicas e, 

por serem produzidos em larga escala, são de baixo custo. Suas características o 

tornam uma boa opção para serem utilizados como sensores descartáveis em 

eletroanálises [141-143]. 

 Os filmes de carbono foram modificados com azul da Prússia e cobertos 

covalentemente com diferentes enzimas para a confecção de biossensores [144]. 

Estes sensores modificados biologicamente foram empregados na determinação de 

glicose, etanol, lactato e gluatamato através da redução de peróxido de hidrogênio 

em +50 mV (vs. Ag/AgCl). Amostras de alimento foram utilizadas durante as análises 

amperométricas. 

 Eletrodos de filme de carbono foram modificados quimicamente com um filme 

de hexacianoferrato durante sua imersão por 50 min na solução contendo os sais 

precursores [145]. O ácido ascórbico foi oxidado em +0,05 V (vs. SCE) com um 

limite de detecção de 2,1 x 10-6 mol L-1. O sensor permaneceu estável durante         

4 meses. Estes sensores modificados com complexos de cianetos de metais de 

transição mostraram um bom desempenho quando utilizados como mediadores 

redox na confecção de biossensores [146]. 
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 Eletrodos de filme de bismuto foram confeccionados, a partir de sua 

deposição na superfície dos resistores de carbono, para a determinação de cádmio, 

chumbo e zinco empregando a voltametria de onda quadrada [141]. Os melhores 

valores de limite de detecção e sensibilidade foram obtidos quando o filme foi 

formado utilizando a eletrodeposição com potencial constante. Porém, o filme de 

bismuto depositado in situ exibiu melhores resultados quanto à reprodutibilidade, 

com exceção na determinação de zinco em que ambos os métodos apresentaram 

resultados similares. 

 A influência do surfactante Triton X-100 na eletrooxidação dos íons cádmio e 

chumbo sobre a superfície dos eletrodos de filme de carbono cobertos com Nafion 

foi investigada por Gouveia-Caridade e Brett [147]. Estudos de impedância e 

voltametria de onda quadrada foram realizados para monitorar as mudanças 

ocorridas na interface entre o filme de carbono e o surfactante não iônico. Os 

autores concluíram que concentrações altas do surfactante (acima de 100 mg L-1) 

poderiam bloquear os poros do polímero de maneira irreversível, interferindo nos 

processos eletródicos. As mudanças na estrutura e morfologia dos filmes de Nafion 

também foram verificadas quando o eletrodo de mercúrio foi utilizado. 

 Três diferentes polímeros eletroativos provenientes de monômeros de 

fenazinas foram estudados para a modificação da superfície dos resistores de 

carbono [148]. Após a otimização do processo de eletropolimerização (escolha de 

eletrólito e o seu valor de pH) e estudos das propriedades eletroquímicas dos 

polímeros, verificou-se que o vermelho neutro apresentou a melhor adesão sobre a 

superfície do sensor. Além disso, a oxidação e a redução dos filmes são controladas 

pela difusão, os ânions nitrato e sulfato têm efeito catalítico e o processo não é 

influenciado pelo oxigênio dissolvido. Esse derivado de fenazina tem sido 

extensivamente utilizado como mediador redox na construção de vários 

biossensores para a detecção de glicose, piruvato, álcool, acetaldeído e glicerol, 

tendo os resistores como materiais de substrato [149-153]. 

 O comportamento eletroquímico de três líquidos iônicos a temperatura 

ambiente sobre a superfície do eletrodo de filme de carbono foi estudado utilizando a 

voltametria cíclica e espectroscopia de impedância eletroquímica [154]. Depois da 

remoção de oxigênio, a janela de potencial de trabalho mais ampla (-2,5 até +2,0 V 

vs. Ag/AgCl) foi verificada na presença de um derivado de sulfonamida. Este líquido 

iônico foi empregado na eletrooxidação de dois derivados de ferroceno, benzoil e 
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acetil ferroceno, ambos insolúveis em água. Verificou-se um comportamento quase-

reversível para os compostos estudados. 

 

 

3.2. Análises de Paraquat, Paracetamol e Ambroxol 

 

3.2.1. Paraquat 

 

Paraquat (dicloreto de 1,1’-dimetil-4,4’-bipiridínio) é um herbicida não seletivo 

e comumente chamado dicloreto de metil–viologeno por formar, quando reduzido, 

um composto de cor azul ou violeta. Ele foi produzido pela primeira vez na década 

de 30 e tem sido utilizado desde a década de 60 do século passado, principalmente, 

no controle de ervas daninhas [155]. Paraquat é extremamente tóxico podendo ser 

letal para humanos e animais. Este herbicida pode ser reduzido pela enzima NADPH 

(fosfato de nicotinamida adenina dinucleotídeo)-citocromo redutase e, sob condições 

aeróbicas, é oxidado com a formação de superóxido ou outras espécies de oxigênio 

reduzido. Desta maneira, o organismo humano pode sofrer um “stress” oxidativo ou 

peroxidação de gorduras [156]. 

 O paraquat é considerado um agente carcinogênico e mutagênico. Por ser 

uma molécula muito persistente no meio ambiente, há um grande risco de 

contaminação proveniente de utilizações abusivas. Várias técnicas analíticas têm 

sido apresentadas na literatura para a sua determinação. Dentre elas destacam-se a 

cromatografia líquida [157], cromatografia gasosa [158], espectrofotometria [159], 

eletroforese capilar [160], voltametria [161], potenciometria [162], colorimetria [163] e 

imunoensaios [164]. Muitos destes métodos incluem pré-tratamento das amostras, 

uso de reagentes especiais ou de oxidantes com a finalidade de melhorar o sinal 

analítico do metil–viologeno. 

O herbicida tem sido investigado eletroquimicamente em várias superfícies 

eletródicas, incluindo eletrodos sólidos convencionais [165, 166], eletrodos de 

mercúrio [161, 167, 168], eletrodos quimicamente modificados com compostos 

orgânicos ou inorgânicos [169-172], microeletrodos [173, 174], eletrodos de ouro 

obtidos a partir de discos compactos graváveis [175] e eletrodos impressos [176], 

para análises, principalmente, em matrizes ambientais e alimentícias.  
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3.2.2. Paracetamol 

 

Paracetamol (N-acetil-p-aminofenol, 4-acetamido-fenol, acetaminofen ou 

tilenol) é um analgésico popular e um agente antipirético. Sua ação é similar à 

aspirina além de ser uma alternativa apropriada para pacientes que são sensíveis ao 

ácido acetilsalicílico [177]. A ingestão de doses excessivas deste fármaco pode levar 

à acumulação de metabólitos tóxicos nos quais podem causar severas e algumas 

vezes hepatoxicidade letal e nefrotoxicidade [178-180]. 

Para a determinação de paracetamol em produtos farmacêuticos, a 

farmacopéia americana recomenda a cromatografia líquida como método oficial 

[181], enquanto a farmacopéia brasileira cita a técnica espectrofotométrica [182]. Há 

muitos estudos descritos na literatura para a quantificação deste fármaco em 

amostras farmacêuticas e fluidos biológicos. Estes incluem espectrofotometria [183-

185], fluorimetria [186], cromatografia líquida [187-189], voltametria com diferentes 

sensores [190-194], entre outros. Além disso, análise em fluxo (FIA) usando 

detecção espectrofotométrica na região do ultravioleta tem sido extensivamente 

empregada na determinação do paracetamol [195-197]. Geralmente estes métodos 

espectrofotométricos requerem reações de derivatização, reagentes especiais e/ou 

suas análises são demoradas. 

Paracetamol e p-aminofenol, um dos produtos de degradação do fármaco, 

foram determinados simultaneamente em formulações farmacêuticas através da 

eletroforese capilar com detecção amperométrica em micro-escala (µTAS, do inglês 

Micro Total Analysis System) [198]. O microdispositivo foi construído em um 

substrato planar de acrílico (25 mm x 10 mm x 2 mm) e um eletrodo de carbono foi 

utilizado durante as análises. Nas condições otimizadas, a separação foi promovida 

sob potencial de 2,0 kV em 150 s com um tempo de injeção de 3 s. Utilizando um 

potencial de trabalho de +0,6 V (vs. Ag/AgCl), foi possível obter faixas lineares de 

concentração 1,0 x 10-3 – 5,0 x 10-6 mol L-1 e 1,0 x 10-3 – 1,0 x 10-5 mol L-1 para 

paracetamol e p-aminofenol, respectivamente. Este método proporciona redução do 

volume de reagentes e amostras além de apresentar baixo custo de fabricação, 

tempo reduzido de análise e não requer pré-tratamento das amostras.  
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3.2.3. Ambroxol 

 

Ambroxol, trans-4-(2-amino-3,5-dibromobenzilamino) ciclohexanol, atua como 

um agente mucolítico que melhora a expectoração durante o tratamento agudo ou 

crônico de doenças respiratórias, estimulando o transporte da mucosa e reduzindo a 

secreção [199]. Este fármaco é administrado em doses diárias de 30-120 mg e 

geralmente é encontrado na forma de xaropes ou comprimidos [200]. 

Muitos métodos analíticos para a determinação de ambroxol em fluidos 

biológicos e formulações farmacêuticas são encontrados na literatura. Dentre eles, 

destaca-se cromatografia líquida [201-203], eletroforese capilar [204], espectroscopia 

Raman [205,206], espectrofotometria [207,208], cromatografia gasosa [209] e 

voltametria [210,211]. Há poucos procedimentos analíticos automatizados descritos 

para a quantificação deste fármaco. Atualmente, tem-se cromatografia líquida 

acoplada à técnica de injeção seqüencial (SIA) e espectrofotometria com análise por 

injeção em fluxo (FIA) [212-214] descrito na literatura. FIA associado à detecção 

amperométrica para a determinação de ambroxol é uma alternativa, até o momento, 

explorada apenas pelo nosso grupo de pesquisa e está descrita no presente trabalho. 
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4.1. Reagentes e Soluções 

 

 Nitrato de potássio, hidróxido de sódio, ácido acético, acetato de sódio, ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA), hidróxido de sódio, ácido sulfúrico, mono-

hidrogenofosfato de sódio, di-hidrogenofosfato de potássio, ácido fosfórico, ácido 

benzóico e ácido clorídrico foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). 

Paracetamol, cafeína, ácido ascórbico, ácido cítrico, lactose e glicose foram obtidos 

da Sigma (St. Louis, Estados Unidos). Paraquat (dicloreto de 1,1’-dimetil-4,4’-

bipiridínio) e ácido húmico foram adquiridos da Aldrich (Milwaukee, Estados Unidos). 

As soluções de referência dos íons metálicos Cd2+, Cu2+, Pb2+ e Zn2+ 1000 mg L-1 

foram obtidas da Carlo Erba (Milão, Itália). Cloridrato de ambroxol foi gentilmente 

doado pela Farmácia de Manipulação Arvensis, localizada na cidade de São Paulo. 

Todas as soluções foram preparadas a partir da dissolução do sal ou diluição 

das soluções de referência em eletrólito suporte conveniente, utilizando água 

ultrapura do sistema da Millipore Milli-Q (resistividade ≥ 18 MΩ cm). 

 

 

4.2. Eletrodos de Trabalho 

 

 Eletrodos de filme de carbono foram construídos a partir de resistores 

cerâmicos, com comprimento de 4 mm, diâmetro externo de 1,5 mm e resistência 

nominal de 2 Ω. Estes resistores, com 15 µm de espessura de filme, foram 

fabricados pela deposição pirolítica de carbono (a partir de metano puro) em 

atmosfera com 5% de nitrogênio [17] e caracterizados por impedância [2]. 

 Os resistores comerciais utilizados são dotados de dois terminais metálicos, 

encapsulados nas extremidades da peça cilíndrica. A forma mais simples encontrada 

para o emprego destes resistores como sensores foi através da remoção mecânica 

de um dos terminais e isolamento elétrico do terminal que permaneceu conectado 

(para o isolamento foram utilizados tubo plástico e Araldite). A área cilíndrica 

exposta do eletrodo foi de 0,17 cm2.  

A seguir é apresentado um esquema da construção dos eletrodos de filme de 

carbono utilizados durante os estudos eletroquímicos, a partir de resistores (Figura 2). 
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Figura 2 – Esquema simplificado das etapas de construção dos sensores de filme de carbono 

a partir de resistores. 

 
Antes de utilizar o resistor como eletrodo de trabalho, este foi submetido a um 

pré-tratamento eletroquímico com ácido perclórico 1,0 mol L-1 em velocidade de 

varredura de 100 mV s-1 e controle de corrente em ± 1 mA. Conforme já fora 

verificado anteriormente por Brett e colaboradores [17] é possível ampliar a janela de 

potencial de trabalho no sentido anódico e catódico com o uso deste tratamento 

eletroquímico. Este tratamento (realizado em meio aquoso) promove significativa 

melhora na sensibilidade e permite que se alcance limites de detecção menores. 

Desta forma, o pré-tratamento influencia diretamente no desempenho do sensor.  

 Para efeito comparativo com o eletrodo de filme de carbono, os eletrodos de 

carbono vítreo (marca Metrohm e área do cilindro 0,18 cm2) e platina (marca 

Metrohm e área de 0,07 cm2) foram utilizados como eletrodos de trabalho durante os 

estudos voltamétricos de paracetamol e ambroxol em formulações farmacêuticas. 

 

 

4.3. Instrumentação 

 

4.3.1. Medições Eletroquímicas 

 

 Para as medidas voltamétricas foi utilizado um potenciostato ECO Chemie 

Autolab PGSTAT 20 (EcoChemie, Holanda). Os estudos de voltametria cíclica e de 

onda quadrada foram realizados em uma célula eletroquímica convencional de       

10 mL tendo como transdutor o eletrodo de filme de carbono, como eletrodo auxiliar 

um fio de platina e como eletrodo de referência Ag/AgCl(KCl sat.), construído no 

Filme de carbono 

Capa metálica 

Contato elétrico 

Araldite 

Tubo  
 

plástico 
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laboratório [215]. Todos os potenciais relacionados ao presente trabalho são 

referentes a este eletrodo. 

 Os experimentos amperométricos foram realizados em uma célula 

eletroquímica construída em acrílico (Figura 3). Os eletrodos de trabalho e de 

referência foram os mesmos utilizados no sistema estacionário. Porém, um tubo de 

aço inoxidável, localizado na saída da célula, passou a desempenhar  o papel de 

eletrodo auxiliar. Uma bomba peristáltica (Ismatec, Zurique, Suíça) foi empregada 

para a propulsão das soluções durante as análises. A injeção das amostras e 

soluções de referência foi realizada com o auxílio de um injetor comutador manual 

(CENA, Piracicaba) [216,217]. As conexões utilizadas para este sistema foram de 

tubos de polietileno com diâmetro interno de 0,8 mm. 

 

 

Figura 3 – Representação esquemática da célula amperométrica utilizada nos experimentos: (a) 

filme de carbono como eletrodo de trabalho, (b) Ag/AgCl o eletrodo de referência e (c) eletrodo 

auxiliar um tubo de aço inoxidável. As setas indicam a entrada e saída de solução. 

 

 

4.3.2. Medições Espectrofotométricas 

 

 Para efeito de comparação com os resultados eletroquímicos, as amostras 

farmacêuticas de paracetamol e ambroxol foram submetidas às análises 

espectrofotométricas. Para tanto, os experimentos foram realizados em um 

espectrofotômetro UV-visível (Hitachi U-2001) empregando uma célula convencional 

de quartzo (caminho óptico de 1,00 cm e volume total   de 4 mL). 

 

 

 

a 

b 

c 
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4.3.3. Medições Titulométricas Ácido-Base 

 

 As amostras de produtos farmacêuticos de ambroxol foram submetidas às 

análises de titulação potenciométrica para efeito de comparação com os resultados 

eletroquímicos. As medições titulométricas foram realizadas em um pHmetro 

(Quimis, modelo 400 M1S) conectado a um eletrodo de vidro combinado. Todas as 

medidas de potencial hidrogeniônico foram obtidas a temperatura ambiente         

(25° C ± 2° C). 

 

 

4.4. Procedimento de Análise 

 

 As amostras de água de rio utilizadas para as análises de paraquat foram 

coletadas no canal do rio Jundiaí-Taiaçupeba, localizado na divisa das cidades de 

Mogi das Cruzes e Suzano, no estado de São Paulo. Logo após a coleta, estas 

amostras foram acidificadas com ácido sulfúrico (pH ~ 2), filtradas por membranas 

de acetato de celulose 0,45 mm e mantidas a 4 °C em frascos de polietileno. 

 As amostras de produtos farmacêuticos empregadas nas análises de 

paracetamol e ambroxol foram adquiridas comercialmente em drogarias locais. O 

paracetamol foi quantificado em amostras de comprimidos, ao passo que o ambroxol 

(na forma de cloridrato) foi determinado em xaropes. 

 

 

4.4.1. Voltametria de Onda Quadrada 

 

 Para a realização das análises do paraquat em amostras de água potável e 

de rio, a 6,0 mL de amostra foram acrescidos 2,0 mL de nitrato de potássio            

0,5 mol L-1. Em seguida, foi adicionada uma solução de hidróxido de sódio 0,2 mol L-1, 

suficiente para o ajuste da força hidrogeniônica (pH ~7). Finalmente, o volume foi 

então completado com água deionizada a 10 mL. Esta solução foi homogeneizada e 

a seguir uma alíquota de 7,0 mL foi transferida para a célula eletroquímica para 

posterior determinação do herbicida, utilizando o método de adição padrão. 
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4.4.2. FIA com Detecção Amperométrica 

 

(i) paracetamol: foram analisadas cinco diferentes amostras de comprimidos 

contendo o fármaco e outras substâncias. Cada um dos comprimidos foi inicialmente 

dissolvido em balão volumétrico de 100 mL, utilizando água deionizada. Alíquotas de 

100 e 150 µL (para comprimidos contendo 750 e 500 mg de paracetamol, 

respectivamente) foram transferidos para um balão volumétrico de 100 mL, que 

foram completados adequadamente com solução tampão fosfato 0,1 mol L-1. 

 

(ii) ambroxol: para a análise de cloridrato de ambroxol, foram empregadas 

quatro diferentes amostras de xarope contendo o analito e outros componentes. 

Alíquotas de 120 µL ou 240 µL de amostras (para xaropes contendo 30 e 15 mg do 

fármaco, respectivamente) foram transferidos para um balão volumétrico de 100 mL 

e o volume foi completado com solução de ácido sulfúrico 0,1 mol L-1. 

 

 

4.4.3. Espectrofotometria 

 

(i) paracetamol: para efeito de comparação, o paracetamol foi determinado 

nas amostras farmacêuticas utilizando o método proposto pela farmacopéia 

brasileira [182]. Para tanto, uma massa definida do fármaco foi dissolvida em 10 mL 

de metanol, completando-se um volume de 500 mL com água deionizada. Desta 

solução, diluições apropriadas foram feitas, sendo as soluções resultantes 

empregadas na análise por espectrofotometria de absorção na região do ultravioleta, 

com absorbâncias medidas em 254 nm. 

 

(ii) ambroxol: este fármaco foi quantificado nas amostras empregando o 

método descrito na literatura [218]. Neste método, uma certa quantidade do analito 

foi dissolvida em ácido clorídrico 0,1 mol L-1, completando-se um volume de 100 mL 

com o mesmo ácido. Diluições apropriadas desta solução foram realizadas bem 

como as soluções resultantes foram utilizadas na análise por espectrofotometria, 

com absorbâncias medidas em 244 nm. 
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4.4.4. Titulação Ácido-Base 

 

O ambroxol foi também quantificado nas amostras farmacêuticas empregando 

o método recomendado pela farmacopéia britânica [219], baseado na titulação 

potenciométrica. Uma certa quantidade do fármaco em metanol, na presença de 

ácido clorídrico, foi titulada com uma solução de hidróxido de sódio 0,1 mol L-1. O 

volume de hidróxido adicionado entre as duas inflexões da curva foi estimado e 

utilizado para calcular a massa equivalente do fármaco. A primeira inflexão refere-se 

à titulação do ácido clorídrico, enquanto a segunda, à desprotonação do ambroxol. 
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 Conforme já mencionado, a proposta inicial deste trabalho envolvia o 

desenvolvimento de resistores de filme de carbono como sensores voltamétricos 

associados à voltametria de onda quadrada e ao sistema de injeção em fluxo (FIA) 

com detecção amperométrica, para aplicações analíticas. Três diferentes sistemas 

foram estudados e direcionados à análise do herbicida paraquat e aos fármacos 

paracetamol e ambroxol, conforme descrito nas seções seguintes. 

 

 

5.1. Quantificação de Paraquat em Amostras Ambientais Utilizando Voltametria 

de Onda Quadrada 

 

 

5.1.1. Voltametria Cíclica 

 

 O comportamento voltamétrico do paraquat (PQ) tem sido investigado 

extensivamente utilizando vários tipos de sensores, incluindo eletrodos sólidos 

(modificados ou não) e de mercúrio [220]. A Figura 4 apresenta os voltamogramas 

cíclicos para uma solução de PQ 1,0 x 10-3 mol L-1 em diferentes soluções de 

eletrólito suporte 0,1 mol L-1 e utilizando o eletrodo de filme de carbono, construído a 

partir de um resistor. A linha cheia corresponde a um voltamograma cíclico realizado 

em meio de nitrato de potássio, a linha pontilhada à solução de tampão fosfato     

(pH 6,0) e a linha tracejada à solução de tampão acetato de sódio/ácido acético    

(pH 4,7). 
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Figura 4 – Voltamogramas cíclicos de PQ 1,0 x 10-3 mol L-1 em três diferentes soluções de 

eletrólito 0,1 mol L-1 sobre o eletrodo de filme de carbono: nitrato de potássio (linha cheia), 

tampão fosfato pH 6,0 (linha pontilhada) e tampão acetato pH 4,7 (linha tracejada). Área do 

eletrodo de 0,17 cm2. Velocidade de varredura: 100 mV s-1. 

 

Na Figura 4 observa-se que os picos de redução (c1,c2) e os de oxidação (a1,a2) 

do paraquat são bem definidos em eletrólito nitrato de potássio 0,1 mol L-1. 

Praticamente não se verifica o pico de redução (c2) do herbicida em tampão 

acetato 0,1 mol L-1. Em meio de fosfato, tem-se uma condição intermediária, 

mas com definição de picos muito inferior àquela obtida em meio de nitrato. As 

duas ondas de redução do PQ em nitrato de potássio 0,1 mol L-1 são verificadas em 

-0,68 V (c1) e -1,02 V (c2) vs. Ag/AgCl. Este comportamento, de acordo com a 

literatura, pode ser atribuído ao seguinte mecanismo [161,220]:  
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O cátion paraquat, PQ2+, é convertido a um radical azul PQ•+ em um processo 

rápido, reversível, que envolve um elétron em aproximadamente -0,68 V (equação 1). 

Este radical pode adsorver na superfície do eletrodo e, em varreduras para 

potenciais mais negativos, ser reduzido reversivelmente para formar espécies 

neutras, PQ0, em -1,02 V (equação 2). De acordo com a literatura, uma outra 

reação também pode ocorrer entre PQ2+ e PQ0 gerando PQ•+ (equação 3) [161,169]. 

Os resultados obtidos na Figura 4 e um estudo adicional de pH com solução 

tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH variando entre 6 e 10) mostraram que em meio de 

nitrato de potássio tem-se a melhor condição para o processo de redução do 

paraquat. Logo, nitrato de potássio 0,1 mol L-1 foi selecionado como solução 

eletrolítica para os experimentos voltamétricos seguintes. 

 A Figura 5 apresenta o estudo da variação da corrente com as velocidades de 

varredura, de 10 a 70 mV s-1 (Figura 5A) e de 100 até 900 mV s-1 (Figura 5B), 

utilizando uma solução de PQ 1,0 x 10-3 mol L-1 em meio de nitrato de potássio      

0,1 mol L-1. Verifica-se que há um aumento de corrente nas ondas catódicas (c1 e c2) 

e anódicas (a1 e a2) bem como os potenciais de picos deslocam-se para regiões 

mais negativas e positivas para os processos de redução e oxidação, 

respectivamente. Ainda comparando as Figuras 5A e 5B, observa-se dois perfis 

voltamétricos distintos. O processo de redução é praticamente independente da 

velocidade de varredura, verificando-se em todas as condições dois picos de 

redução bem definidos (c1 e c2) correspondendo às reações de PQ2+/PQ•+ e 

PQ•+/PQ0, respectivamente. De acordo com a literatura [161,220], em velocidades 

baixas o processo de redução para PQ2+ torna-se menos reversível. 

Conseqüentemente, o pico de oxidação a1 é substituído progressivamente pelos 

picos a3 e a4 como pode ser observado na Figura 5A. Este aspecto foi bem discutido 

por Walcarius e colaboradores [221] que constataram uma forte interação entre o 

PQ2+  +  1e-  ↔  PQ•+        (1) 
 
PQ•+  +  1e-  ↔  PQ0        (2) 
 
PQ2+  +  PQ0  ↔  2 PQ•+        (3) 
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cátion radicalar e a superfície do eletrodo, promovendo a oxidação do íon PQ•+ 

resultante das reações eletroquímicas e/ou de comproporcionamento (equação 3).  

 

 

Figura 5 – Voltamogramas cíclicos de uma solução PQ 1,0 x 10-3 mol L-1 em nitrato de 

potássio 0,1 mol L-1 em diferentes velocidades de varredura: (A) 10, 20, 30, 50 e 70 mV s-1; 

(B) 100, 200, 500, 700 e 900 mV s-1. a1-a5: correspondem aos picos anódicos. c1 e c2: 

representam os picos catódicos.  

 

 

Conforme Monk e colaboradores [222], o pico de oxidação a5 pode 

representar a oxidação do dímero radicalar (equação 4) proveniente da reação entre 

os íons PQ•+. Os autores também constataram o aparecimento do pico anódico a5, 

detectável somente em baixas velocidades de varredura.  
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(PQ)2
2+ → 2e- + 2PQ2+                  (4) 

 

5.1.2. Voltametria de Onda Quadrada 

 

5.1.2.1. Curva de Calibração e Estudo de Estabilidade 

 

 Visando a determinação de baixas concentrações de PQ, foi necessário 

inicialmente estudar as melhores condições operacionais (freqüência, f, amplitude da 

onda quadrada, a, e incremento de varredura, ∆Es) para sua determinação por 

voltametria de onda quadrada (VOQ). Para estes experimentos, utilizou-se uma 

solução de PQ 2,0 x 10-5 mo L-1 em eletrólito de nitrato de potássio 0,1 mol L-1. Além 

disso, para o monitoramento da corrente de redução considerou-se apenas a onda 

catódica c1 por não apresentar problemas de adsorção consideráveis, fato este 

também constatado por Souza e colaboradores  [175].  

 Durante a investigação da variação da freqüência (20 – 500 s-1) com o sinal 

analítico, verificou-se um aumento proporcional na corrente catódica até f igual a  

100 s-1, com deslocamento de potenciais para regiões mais negativas. Para 

freqüências acima de 100 s-1, houve uma influência menos significativa na resposta 

voltamétrica. Por este motivo, optou-se por f igual a 100 s-1. 

 Quando a amplitude da onda quadrada aumentou de 10 até 25 mV, observou-

se um aumento linear na corrente de redução do herbicida. Para valores 

compreendidos entre 25 e 50 mV, não houve uma alteração considerável no sinal 

voltamétrico. Logo, escolheu-se uma amplitude de 25 mV.  

 O incremento de varredura foi investigado no intervalo de 1 até 5 mV. Neste 

estudo, constatou-se uma pequena mudança na corrente catódica e fixou-se        

∆Es em 2 mV.  

Na Tabela 1, encontram-se resumidos os parâmetros estudados e 

selecionados para as análises com a voltametria de onda quadrada. Estes valores 

serão, posteriormente, utilizados na elaboração da curva de calibração do paraquat.  
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Tabela 1 – Parâmetros avaliados e condições de trabalho selecionadas  

Parâmetros avaliados em VOQ 

Parâmetro Faixa estudada Valor selecionado 

Freqüência, f, (s-1) 20 – 500 100 

Amplitude, a, (mV) 10 – 50 25 

Incremento, ∆Es, (mV) 1 – 5 2 

 

 Outras condições investigadas foram a força iônica e o pH da solução 

eletrolítica. A força iônica, mantida com nitrato de potássio, foi estudada na faixa de 

0,05 até 1,0 mol L-1 enquanto que o pH do meio foi avaliado entre os valores de 7,0 

até 11, empregando a voltametria de onda quadrada sobre o eletrodo de filme de 

carbono. Nestes experimentos, verificou-se a máxima corrente com valor de força 

iônica igual a 0,1 mol L-1. Para forças iônicas maiores, ocorreu um significativo 

decréscimo de corrente com o incremento da concentração do eletrólito. Em 

presença de 0,05 mol L-1 de nitrato de potássio, também ocorreu diminuição do sinal 

voltamétrico c1. A Figura 6 apresenta os respectivos voltamogramas de onda 

quadrada para uma solução de PQ 2 x 10-5 mol L-1, em diferentes forças iônicas de 

uma solução de nitrato de potássio. O estudo do efeito do pH (7 – 11) na resposta 

voltamétrica indicou uma variação muito pequena nos sinais de corrente. Deste modo 

foi adotado o pH 7 para os experimentos voltamétricos subseqüentes, em meio de 

nitrato de potássio 0,1 mol L-1. 
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Figura 6 – Estudo da força iônica com nitrato de potássio empregando voltametria de onda 

quadrada sobre o eletrodo de filme de carbono: (a) 1,0, (b) 0,5, (c) 0,3, (d) 0,1 e                 

(e) 0,05 mol L-1. Parâmetros experimentais: f : 100 s-1, a : 25 mV, ∆Es : 2 mV. Solução de 

PQ 2,0 x 10-5 mol L-1.  

 

Após as etapas de otimização, diferentes alíquotas de uma solução 

estoque de paraquat 4,0 x 10-5 mol L-1 foram adicionadas à solução de nitrato de 

potássio 0,1 mol L-1 com o intuito de determinar a relação linear entre os sinais de 

corrente voltamétrica e a concentração do herbicida. A partir dos resultados 

obtidos, foi possível estabelecer uma curva analítica para o pico de redução (c1) 

na faixa de concentração situada entre 8,6 x 10-8 e 1,9 x 10-6 mol L-1 (Figura 7). A 

equação de regressão correspondente à faixa linear de concentração para o 

paraquat é i/µA = 0,61 + 8,43 c, com r = 0,999, no qual c corresponde à 

concentração de PQ em µmol L-1. O limite de detecção foi estimado em                  

2,5 x 10-8 mol L-1 (três vezes o desvio padrão do branco) [223]. 
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Figura 7 – Voltamogramas de onda quadrada para PQ em nitrato de potássio 0,1 mol L-1 utilizando 

eletrodo de filme de carbono, com f : 100 s-1, a : 25 mV, ∆Es : 2 mV. Concentrações de PQ:        

(a) branco, (b) 8,6 x 10-8, (c) 2,0, (d) 3,4, (e) 5,1, 7,0, (g) 9,2 x 10-7, (h) 1,2, (i) 1,4, (j) 1,7,             

(k) 1,9 x 10-6 mol L-1. As intensidades de corrente referem-se à resultante dos pulsos diretos e 

reversos. Área do eletrodo: 0,17 cm2. 

  

O eletrodo de filme de carbono apresentou estabilidade muito satisfatória. 

Nenhuma alteração significativa foi observada após o sensor ter sido submetido às 

condições da análise por VOQ, durante um dia inteiro de experimentos. 

Para avaliar o desempenho do sensor por períodos mais longos, medições com 

o mesmo transdutor foram realizadas ao longo de 5 dias. Para tal, foi escolhida uma 

solução de PQ 2,0 x 10-6 mol L-1 em nitrato de potássio 0,1 mol L-1 que foi analisada 

exaustivamente no período correspondente. A Figura 8 mostra que nos dois primeiros 

dias não houve variação ao passo que nos dias seguintes o sinal aumentou, 

chegando a um sinal 7,6% maior no quinto dia. Simultaneamente foi registrado um 

pequeno deslocamento dos sinais de pico. Na Figura 8 é apresentado (com 
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ampliação) o sinal do pico catódico (c1) registrado no primeiro e no quinto dia. Esta 

melhora no desempenho do sensor foi atribuída ao tratamento eletroquímico em meio 

de HClO4 realizado diariamente, antes das medições com PQ. 

 

  

Figura 8 – Voltamogramas de um eletrodo de filme de carbono após sua utilização em 

análises de PQ. (---) representa o 1° dia e (___) corresponde ao 5° dia de experimentos. 

Detalhe: representação gráfica das correntes catódicas obtidas com o mesmo sensor durante 

cinco dias consecutivos. PQ 2,0 x 10-6 mol L-1 em KNO3 0,1 mol L-1. 

 

Barroso-Fernandez e colaboradores [224] verificaram, ao imergir um eletrodo 

de grafite não modificado em uma solução de PQ 1,0 x 10-5 mol L-1, um aumento na 

corrente de redução do PQ já nos primeiros minutos de experimento voltamétrico. 

Além disso, eles também observaram que a estabilização do sinal foi possível após 

oito minutos. Estes autores obtiveram somente uma melhora na durabilidade e 

sensibilidade quando o eletrodo de grafite foi modificado com Nafion e mantido em 

uma solução NaCl 1,0 mol L-1 durante 16 h.  
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5.1.2.2.  Interferências 

 

 Um estudo de interferência foi realizado na presença de alguns íons metálicos 

bem como do ácido húmico, utilizando uma solução de paraquat    3,40 x 10-7 mol L-1 

em meio de nitrato de potássio 0,1 mol L-1. Os íons metálicos são facilmente 

encontrados em águas poluídas ao passo que o ácido húmico representa um dos 

principais componentes da matéria orgânica natural dos solos. Os íons metálicos 

Cd2+, Cu2+, Pb2+ e Zn2+ foram adicionados na concentração de 3,40 x 10-4 mol L-1 

assim como o ácido húmico foi adicionado à solução de paraquat nas concentrações 

de 3,06 x 10-6 e 3,06 x 10-5 mol L-1. As razões de concentrações entre o herbicida e 

os prováveis interferentes são apresentadas na Tabela 2. As condições 

experimentais foram as mesmas utilizadas para a confecção da curva de calibração. 

O critério empregado para este estudo baseou-se na análise das alturas das 

correntes de pico do PQ obtidas a partir dos voltamogramas de onda quadrada, na 

medida em que o possível íon interferente foi acrescentado à solução. 

 

Tabela 2 – Influência de alguns íons metálicos e do ácido húmico sobre o sinal de 

redução do PQ 3,40 x 10-7 mol L-1 em nitrato de potássio 0,1 mol L-1. 

 

Interferente Razão Cinterf/CPQ ∆∆∆∆ip (%) 

Cd2+ 1000 -41 

Cu2+ 1000 +0,6 

Pb2+ 1000 -29 

Zn2+ 1000 -8,3 

9 -9,1 Ácido húmico 

90 -27 
onde Cinterf = concentração do íon interferente, CPQ = concentração do paraquat,                 
∆ip = variação na corrente de pico do paraquat. 
 

  

De modo geral, as espécies escolhidas para o teste de interferência 

apresentaram variações significativas na altura de corrente de pico do paraquat, com 

exceção ao íon Cu2+. Logo, as análises do PQ por voltametria de onda quadrada 
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empregando o filme de carbono como eletrodo de trabalho sofrem interferência dos 

íons Cd2+, Pb2+, Zn2+ e do ácido húmico nas proporções indicadas na Tabela 2. 

Estudos realizados por Oliveira e colaboradores [169] e Zen e colaboradores [42] 

mostraram que as espécies escolhidas para este estudo também causaram 

alterações na magnitude da corrente de pico de redução do analito.  

 Recentemente, outros pesquisadores [225] também constataram um 

decréscimo na corrente catódica durante as análises de PQ, utilizando eletrodo de 

carbono modificado. Eles relatam que a presença de espécies inorgânicas e matéria 

orgânica, presentes em águas naturais, inibem a acumulação do herbicida na 

superfície do eletrodo causando a variação de sinal. 

 Conforme Oliveira e colaboradores [169] o paraquat pode sofrer interações 

eletrostáticas com alguns interferentes, dentre as quais, substâncias orgânicas 

presentes em águas de rio. Desta maneira, ocorre um decréscimo na concentração 

efetiva do herbicida presente na interface eletrodo/solução e conseqüentemente, 

uma diminuição da resposta voltamétrica. Esta explicação, possivelmente, pode 

justificar o decréscimo no sinal do PQ quando a solução do analito foi acrescida de 

ácido húmico.   

Através da adição de EDTA 2,0 x 10-3 mol L-1 ainda verifica-se uma 

interferência dos metais em até -8,0% no sinal do herbicida. Lu e Sun [170] 

empregaram eletrodos modificados com filmes de Nafion e também verificaram a 

diminuição do pico do paraquat na presença de EDTA, se bem que de forma mais 

discreta do que aquela observada em eletrodos não modificados. Estes autores 

usaram uma solução de EDTA 0,05 mol L-1, condição mais favorável, considerando 

o compromisso entre a diminuição do sinal analítico e a presença do íon metálico.  

 

 

5.1.2.3.  Determinação de Paraquat em Amostras Ambientais 

 

 O desempenho do eletrodo de filme de carbono empregando a voltametria de 

onda quadrada na quantificação do PQ foi realizado através das análises de 

amostras de água potável e de rio. Foi verificado que estas amostras não 
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apresentaram quantidades detectáveis do analito e desta forma optou-se por sua 

utilização para testes de recuperação empregando uma solução de                        

PQ 3,40 x 10-7 mol L-1. As determinações foram realizadas pelo método de adição 

padrão nas mesmas condições experimentais da curva analítica. As amostras de 

água potável e de rio apresentaram valores de recuperação de                     

93% (PQ recuperado = 3,17 ± 0,10 x 10-7 mol L-1) e 90% (PQ recuperado =              

3,06 ± 0,15 x 10-7 mol L-1), respectivamente. Estes valores (satisfatórios 

considerando-se a baixa concentração e a presença de uma matriz 

relativamente complexa) indicam que o herbicida não sofre grandes 

interferências de outras espécies presentes nas amostras de água utilizadas 

nos experimentos aqui descritos.  

 

 

5.1.3. Conclusões Parciais 

 

Este estudo descreve a quantificação voltamétrica do paraquat em amostras 

ambientais utilizando um novo sensor de filme de carbono. Experimentos 

preliminares, em diferentes eletrólitos, mostraram que em meio de nitrato de 

potássio tem-se a melhor condição para o processo de redução do herbicida. A 

associção do novo sensor à voltametria de onda quadrada possibilitou obter um 

baixo limite de detecção (2,5 x 10-8 mol L-1) bem como análises simples e rápidas. 

Porém, verificou-se uma pequena interferência de outros compostos, presentes em 

amostras ambientais, no sinal analítico do paraquat. Possivelmente, este problema 

pode ser contornado pelo uso de filmes poliméricos como o Nafion ou acetato de 

celulose. Estes resultados foram divulgados mediante publicação de artigo 

científico no periódico Tecno-Lógica da Universidade de Santa Cruz do Sul [35]. 
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5.2. Quantificação de Paracetamol em Formulações Farmacêuticas Utilizando 

Análises em Fluxo com Detecção Amperométrica 

 
 

5.2.1. Voltametria Cíclica 

 

A Figura 9 apresenta os voltamogramas cíclicos para o estudo do 

comportamento eletroquímico do paracetamol sobre a superfície do filme de carbono 

em um intervalo de pH 2,0 até 12. Para estes experimentos, foi utilizada uma 

solução do analito 1,0 x 10-4 mol L-1 em tampão fosfato 0,1 mol L-1.  

 

 
Figura 9 – Voltamogramas cíclicos de uma solução de paracetamol 1,0 x 10-4 mol L-1 em tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 em diferentes valores de pH (2,0 - 12). Área do eletrodo de filme de 

carbono: 0,17 cm2. Velocidade de varredura: 100 mV s-1. 

 
 
 

Observa-se que o potencial de oxidação diminui com o aumento do valor de 

pH da solução, fato este melhor visualizado no detalhe da Figura 5. Este 

comportamento pode ser atribuído à hidrólise do fármaco formando compostos 
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reduzidos, tais como a p-hidroxianilina [226]. A mudança no sentido negativo do 

potencial de pico anódico (Epa) com o aumento do valor de pH pode ser descrita 

conforme a equação abaixo: 

 

   Epa (V/ vs. Ag/AgCl) = + 0.76 – 0.042 {pH}                              (5) 

 

 O valor teórico da inclinação da curva de Epa vs. pH é de 59 mV pH-1 para um 

processo envolvendo dois prótons e dois elétrons (equação de Nernst). Porém, o 

valor de 42 mV pH-1 descrito na equação 5, mostra que o mecanismo de oxidação 

do paracetamol é mais complexo. Este valor está bem próximo daquele encontrado 

por Gilmartin e Hart [227] de 46,5 mV pH-1, em uma faixa de pH similar àquela 

utilizada neste experimento. 

 Para valores de pH acima de 10, o processo de oxidação torna-se 

cineticamente menos favorável e a adsorção do analito sobre a superfície do 

eletrodo ocorre mais intensamente. Este fato pode ser justificado devido à presença 

do grupo fenólico. Em um meio mais ácido (pH 2,0), o potencial de pico anódico 

aumenta significativamente assim como se verifica uma onda catódica pouco 

definida para o processo de redução da N-acetil-p-quinonaimina (NAPQI). Conforme 

Vanbenschoten e colaboradores [228] e Miner e colabradores [229], para estudos 

com voltametria cíclica e utilizando baixos valores de pH da solução eletrolítica, a 

espécie NAPQI protonada pode ser convertida para uma forma hidratada e 

eletroinativa, alterando o perfil catódico.   

 Os resultados obtidos anteriormente foram decisivos na escolha do valor de 

pH da solução de tampão fosfato 0,1 mol L-1. O valor de pH 8,0 foi eleito para este 

estudo por apresentar uma melhor relação sinal/ruído bem como promover a 

oxidação do analito em um potencial relativamente baixo. 

 A Figura 10 apresenta os voltamogramas cíclicos de uma solução de 

paracetamol 1,0 x 10-4 mol L-1 em tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 8,0) sobre os 

eletrodos de filme de carbono (linha sólida) e carbono vítreo (linha pontilhada). 

Observando os resultados, a resposta do eletrodo de filme de carbono é mais 

favorável à oxidação do analito em comparação àquela apresentada pelo eletrodo de 

carbono vítreo convencional. O filme de carbono exibe uma corrente de pico maior 

além de um potencial de pico anódico menos positivo (Epa ~ +0,4 V vs. Ag/AgCl).  
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Figura 10 – Voltamogramas cíclicos utilizando os eletrodos de filme de carbono (linha 

cheia) e carbono vítreo (linha tracejada) numa solução de tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 

8,0) contendo paracetamol 1,0 x 10-4 mol L-1. Áreas dos eletrodos: filme de carbono:    

0,17 cm2 e carbono vítreo: 0,18 cm2. Velocidade de varredura: 100 mV s-1. 

 

 

 

Investigou-se a variação da corrente com as velocidades de varredura (0,01 

até 0,9 V s-1) usando uma solução de paracetamol 1,0 x 10-4 mol L-1 em tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 (pH 8,0). A Figura 11 mostra que houve um aumento nas 

correntes de oxidação e redução bem como os potenciais de pico deslocaram-se 

para regiões mais positivas e negativas conforme os processos de oxidação e 

redução, respectivamente. As correntes de pico de oxidação e redução variaram 

linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura, com um coeficiente de 

correlação (r) > 0,999, sugerindo um processo controlado pela difusão. 
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Figura 11 – Voltamogramas cíclicos de uma solução de paracetamol 1,0 x 10-4 mol L-1 em 

tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 8,0) em diferentes velocidades de varredura. O detalhe mostra a 

relação entre as correntes anódicas e catódicas com a velocidade de varredura, ν1/2. 

 
 

A Figura 12 apresenta os voltamogramas cíclicos resultantes de adições 

crescentes de paracetamol em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 8,0) sobre o 

eletrodo de filme de carbono. O sinal obtido para cada concentração do fármaco foi 

muito estável e reprodutível. Além disso, verifica-se no detalhe da Figura 12 uma 

relação linear entre as correntes de oxidação e as concentrações de paracetamol em 

um intervalo compreendido entre 1,0 x 10-5 e 2,3 x 10-3 mol L-1. 
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Figura 12 – Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de filme de carbono                

(A: 0,17 cm2) em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 8,0) contendo 1,0, 2,0, 4,0, 6,0 e    

8,0 x 10-5; 1,0, 4,0 e 7,0 x 10-4; 1,0, 1,5 e 2,3 x 10-3 mol L-1 de paracetamol. Velocidade de 

varredura: 100 mV s-1. Parâmetros da regressão linear: inclinação de 38,54 ± 0,30 µA/mM e 

intercepto de 0,25 ± 0,27 µA. 

 

 

 

5.2.2. Análises em Fluxo com Detecção Amperométrica 

 

5.2.2.1. Curva Analítica, Estudos de Repetibilidade e Interferências 

 

Para estabelecer as condições mais favoráveis para a determinação do 
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alterando uma variável de cada vez, mantendo constante todas as outras. Além 

disso, para a obtenção dos voltamogramas hidrodinâmicos, utilizou-se uma solução 

de paracetamol 1,0 x 10-5 mol L-1 em tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 8,0).  

O efeito do potencial de trabalho na resposta amperométrica do paracetamol 

foi investigado na faixa compreendida entre +0,4 e +0,8 V (vs. Ag/AgCl). Verifica-se 

que a corrente anódica aumenta significativamente com o aumento do valor de 

potencial até +0,6 V. Para valores de potenciais superiores, a corrente torna-se 

independente do potencial aplicado. O potencial de +0,6 V foi utilizado em todos os 

experimentos seguintes por corresponder ao valor máximo de sinal amperométrico 

observado, garantindo a completa oxidação do fármaco.  

 A influência da vazão (de 1,0 até 5,0 mL min-1) e da alça de amostragem (de 

50 até 300 µL) foi avaliada sobre o sinal analítico do paracetamol. A corrente de 

oxidação aumenta com a vazão até 3,0 mL min-1 e permanece virtualmente 

constante para vazões mais altas. A vazão de 2,0 mL min-1 foi eleita por combinar 

menor consumo de reagentes, melhor repetibilidade (para cinco injeções 

consecutivas de paracetamol 1,0 x 10-5 mol L-1, obteve-se um desvio padrão relativo 

de 1,9% e 8,7% para as vazões de 2,0 e 3,0 mL min-1 respectivamente) e freqüência 

analítica elevada (50 determinações por hora). O sinal amperométrico aumenta 

quase linearmente com a variação da alça de amostragem de 50 até 150 µL. Porém, 

o aumento de corrente não é tão significativo para volumes maiores. A alça de     

150 µL foi escolhida devido a melhor relação entre reprodutibilidade e         

freqüência analítica. 

Na Tabela 3, encontram-se resumidos os parâmetros estudados e 

selecinados para a análise por injeção em fluxo. Com estes valores, voltou-se a 

atenção para a elaboração da curva analítica, procurando trabalhar em faixas de 

concentração que apresentassem comportamento linear. 

 

 

 

 

 

 

 



 61

Tabela 3 – Parâmetros avaliados e condições de trabalho selecionadas. 

 

Parâmetros avaliados no modo FIA 

Parâmetro Faixa estudada Valor selecionado 

Potencial (V) vs. Ag/AgCl 0,4 – 0,8 0,6 

Vazão (mL min-1) 1,0 – 5,0 2,0 

Alça de amostragem (µL) 50 – 300 150 

 

 

 Uma série de experimentos, em triplicata e sob as condições otimizadas, foi 

conduzida para obter a curva de calibração. Todas as soluções padrão foram 

convenientemente diluídas a partir de uma solução estoque de 5,0 x 10-3 mol L-1. 

A Figura 13 exibe uma seqüência de picos de corrente anódica para soluções 

padrão de paracetamol, cujos valores de concentração situaram-se entre 8,0 x 10-7 e 

5,0 x 10-4 mol L-1. Com este intervalo de concentração, verifica-se um excelente 

ajuste da regressão linear com coeficiente de correlação de 0,999 (detalhe             

da Figura 13).  
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Figura 13 – Respostas amperométricas do filme de carbono para concentrações crescentes de 

paracetamol em tampão fosfato 0,1 mol L-1 : (a) 8,0 x 10-7, (b) 1,0, (c) 3,0, (d) 7,0,             

(e) 9,0 x 10-6, (f) 2,0, (g) 5,0, (h) 7,0, (i) 9,0 x 10-5, (j) 2,0, (k) 5,0 x 10-4 mol L-1. Potencial 

de trabalho: +0,6 V (vs. Ag/AgCl), vazão: 2,0 mL min-1, alça: 150 µL. O detalhe mostra a 

curva de calibração correspondente. 

 

A faixa linear de concentração para o fármaco apresentou uma inclinação de 

24,34 ± 0,07 µA/mM e um intercepto de 0,004 ± 0,011µA. O limite de detecção foi 

estimado em 1,36 x 10-7 mol L-1 (três vezes o desvio padrão do branco/inclinação) e 

o limite de quantificação foi calculado como 4,53 x 10-7 mol L-1. 

 A Figura 14 apresenta injeções alternadas de 150 µL de soluções de 

paracetamol 5,0 x 10-6 (a) e 5,0 x 10-5 mol L-1 (b) em tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 8,0). 

A repetibilidade do sinal amperométrico, para ambas as concentrações, mostra que 

não há efeito de memória durante as injeções. Além disso, foram obtidos desvios 

padrões relativos de 3,1 e 1,3% para soluções de paracetamol 5,0 x 10-6 e             

5,0 x 10-5 mol L-1, respectivamente. 
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Figura 14 – Injeções alternadas de paracetamol (a) 5,0 x 10-6 e (b) 5,0 x 10-5 mol L-1 em 

tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 8,0). Potencial de trabalho: +0,6 V (vs. Ag/AgCl),                 

vazão: 2,0 mL min-1 e alça de amostragem: 150 µL. 

 

O efeito de possíveis interferentes foi investigado pela adição de outros 

componentes em duas concentrações diferentes: 1,0 x 10-5 e 1,0 x 10-4 mol L-1. Para 

este estudo, utilizou-se uma solução contendo paracetamol 1,0 x 10-5 mol L-1 em 

tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 8,0). Cafeína, lactose, ácido cítrico, glicose e ácido 

ascórbico, componentes geralmente encontrados em formulações farmacêuticas, 

foram testados. Os quatro primeiros compostos causaram um aumento inferior a 5% 

na corrente de pico de oxidação do paracetamol, mesmo empregando uma 

concentração dez vezes superior a do analito. Porém, a presença de ácido 

ascórbico, na mesma concentração do paracetamol, foi suficiente para causar um 

aumento de 10% no sinal amperométrico do fármaco. Embora este composto não 

esteja presente nas amostras utilizadas neste estudo, o ácido ascórbico pode ser 

decomposto enzimaticamente através da ascorbato oxidase, e uma quantificação 

diferencial dos dois componentes pode ser realizada [230,231].  
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5.2.2.2.  Determinação de Paracetamol em Amostras Farmacêuticas 

 

O método desenvolvido para a análise rápida de paracetamol foi testado em 

comprimidos de cinco diferentes formulações farmacêuticas comerciais. A Figura 15 

apresenta os sinais amperométricos referentes às soluções padrão do fármaco, com 

concentrações variando entre 1,0 e 8,0 x 10-5 mol L-1 (a-e), seguido das amostras 

reais (A1-A5) convenientemente diluídas em tampão fosfato 0,1 mol L-1. A 

proporcionalidade entre as correntes de oxidação e as concentrações dos padrões 

do analito é confirmada através da curva de calibração ilustrada no detalhe da   

Figura 15. Os resultados eletroquímicos obtidos com o novo sensor foram 

comparados com aqueles provenientes do método espectrofotométrico 

recomendado pela farmacopéia brasileira [182]. 

 

 

Figura 15 – Análises das amostras de paracetamol A1 – A5 em tampão fosfato 0,1 mol L-1 

(pH 8,0) usando eletrodo de filme de carbono. Detalhe: curva analítica após injeções 

consecutivas de soluções padrão de paracetamol (a) 1,0, (b) 2,0, (c) 4,0, (d) 6,0,                 

(e) 8,0 x 10-5 mol L-1. Potencial de trabalho: +0,6 V (vs. Ag/AgCl), vazão: 2,0 mL min-1, 

alça de amostragem: 150 µL. 
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Os resultados das análises de todas as amostras farmacêuticas estão 

reunidos na Tabela 4. A composição de cada medicamento é especificada na 

segunda coluna. Os valores alcançados, através dos métodos amperométrico e 

espectrofotométrico [182], bem como aqueles encontrados nos rótulos dos produtos 

farmacêuticos estão bem próximos entre si. Além disso, os desvios padrões 

encontrados apresentam diferenças relativas satisfatórias.  
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Tabela 4 – Resultados obtidos para as análises de paracetamol em cinco formulações farmacêuticas através dos métodos 

amperométrico e espectrofotométrico na região do ultravioleta (254 nm) [182]. 

 

Amostra Composição Valor 

nominal (g) 

Amperometria  

±±±± D.P.a (g) 

Espectrofotometria      

±±±± D.P.a (g) 

∆∆∆∆
b        

(%) 

∆∆∆∆
c     

(%) 

∆∆∆∆
d 

(%) 

1 

Paracetamol, celulose microcristalina, 

polivinilpirrolidona,estearato de magnésio, 

dioctilsulfossucinato de sódio, carboximetilcelulose, 

macrogol, hidroxipropilmetilcelulose. 

0,75 0,76 ± 0,01 0,78 ± 0,03 +1,3 +4,0 -2,6 

2 
Paracetamol, celulose microcristalina, estearato de 

magnésio, glicolato amido sódico, polividona. 
0,75 0,74 ± 0,02 0,75 ± 0,03 -1,3 --- -1,3 

3 
Paracetamol, glicolato amido sódico, polividona, 

sorbato de potássio, ácido esteárico. 
0,75 0,68 ± 0,02 0,70 ± 0,02 -9,3 -6,7 -2,8 

4 

Paracetamol, celulose microcristalina, 

polivinilpirrolidona,estearato de magnésio, 

dioctilsulfossucinato de sódio. 

0,50 0,47 ± 0,03 0,45 ± 0,01 -6,0 -10 +4,4 

5 
Paracetamol, cafeína, glicolato amido sódico, 

celulose, macrogol. 
0,50 0,48 ± 0,03 0,46 ± 0,01 -4,0 -8,0 +4,3 

(a) Média ± desvio padrão para 3 determinações; Diferença relativa entre: (b) valor nominal e o método amperométrico; (c) valor nominal e o método 

espectrofotométrico; (d) métodos amperométrico e espectrofotométrico. 
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5.2.3. Conclusões Parciais 

 

O método amperométrico em fluxo proposto para a determinação de 

paracetamol em produtos farmacêuticos é simples, sensível, rápido e de baixo custo. 

Os resultados obtidos foram satisfatórios e suficientemente confiáveis para que a 

associação do novo sensor amperométrico ao sistema em fluxo possa ser 

empregada como uma metodologia alternativa aos métodos oficiais recomendados 

pelas farmacopéias americana e brasileira [181,182].  

Comparando os parâmetros analíticos alcançados com o método proposto 

com outros descritos na literatura, para diferentes técnicas eletroquímicas e/ou 

sensores, verifica-se que a faixa linear de concentração e o limite de detecção 

estimado apresentam valores comparáveis [190, 191,193] ou até mesmo melhores 

[192]. Um artigo científico descrevendo em detalhes o estudo por nós realizado, foi 

publicado no Journal of Pharmaceutical & Biomedical Analysis [28]. 
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5.3. Quantificação de Ambroxol em Formulações Farmacêuticas Utilizando 

Análises em Fluxo com Detecção Amperométrica 

 

 

5.3.1. Voltametria Cíclica 

 

O comportamento eletroquímico do ambroxol foi investigado utilizando o 

eletrodo de filme de carbono em solução de tampão fosfato no intervalo de pH 2,0 

até 12. A Figura 16 apresenta os voltamogramas cíclicos de uma solução de ambroxol    

2,0 x 10-4 mol L-1 em tampão fosfato 0,1 mol L-1.  

 

 

Figura 16 – Voltamogramas cíclicos de uma solução de ambroxol 2,0 x 10-4 mol L-1 em tampão 

fosfato 0,1 mol L-1 (pH 2,0 – 12). Área do eletrodo de filme de carbono: 0,17 cm2. 

Velocidade de varredura: 100 mV s-1. 

 

 

Em todas as condições de pH, a oxidação do fármaco mostra-se bastante 

irreversível, com uma onda de oxidação pronunciada, mas a de redução 

correspondente é particularmente desprezível no intervalo de potencial empregado 
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(0,0 – 1,3 V vs. Ag/AgCl). No detalhe da Figura 16, observa-se que o potencial 

anódico do ambroxol apresenta uma variação linear com o aumento de pH bem 

como se desloca para regiões menos positivas com um valor de inclinação negativo 

de 49 mV pH-1 (r = 0,998), indicando que o potencial de oxidação do fármaco é 

fortemente dependente do pH. Além disso, o coeficiente de transferência de elétrons 

αn (0,72 ± 0,09), calculado para diferentes valores de pH (2,0 – 12), está próximo 

daquele encontrado por Habib e Zayed [210], αn de 0,76 ± 0,04, para um processo 

catódico irreversível envolvendo a transferência de um elétron e um próton em 

solução tampão Britton-Robinson (BR). 

O processo anódico irreversível do ambroxol também foi constatado por 

Demircigil e colaboradores [211] em um estudo utilizando solução tampão BR para 

diferentes valores de pH. Os autores ainda verificaram a presença de um segundo 

processo anódico, em potenciais mais positivos, que tornou-se menos nítido 

conforme o decréscimo do valor de pH. Eles propuseram um mecanismo para o 

processo de oxi-redução do analito baseado na formação de um dímero proveniente 

de cátions radicalares. Estes por sua vez, são oriundos da oxidação do grupo amino 

pertencente à molécula de ambroxol. 

Um outro estudo voltamétrico foi realizado em solução de tampão fosfato    

0,1 mol L–1 (pH 3,6 e 12) com adições crescentes do analito. Em meio alcalino, a 

oxidação do fármaco ocorre em regiões de potenciais menos positivos e com valores 

maiores de corrente. Porém, a repetibilidade do sinal voltamétrico é menor e a 

resposta para sucessivos voltamogramas cíclicos decresce rapidamente. Além 

disso, observa-se uma faixa linear de concentração mais estreita. Este 

comportamento foi verificado em diferentes soluções eletrolíticas (tampão ácido 

acético/acetato de sódio e ácidos sulfúrico e clorídrico). Dentre as soluções 

utilizadas, o ácido sulfúrico apresentou os melhores resultados voltamétricos. Para a 

escolha da melhor condição de pH, outros voltamogramas cíclicos foram obtidos 

com uma solução de ácido sulfúrico/sulfato de sódio. 

A Figura 17 exibe os resultados obtidos com uma solução de ambroxol         

5,0 x 10-3 mol L-1 em eletrólito ácido sulfúrico/sulfato de sódio (0,1 mol L-1, pH 1 – 4). 
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Figura 17 – Voltamogramas cíclicos em solução de ácido sulfúrico/sulfato de sódio          

(0,1 mol L-1, pH 1-4) contendo ambroxol 5,0 x 10-3 mol L-1. Os símbolos representam:      

(•) 1° ciclo e (�) 11° ciclo. 

 

 Um pequeno decréscimo na corrente de pico anódica, após 11 ciclos, é 

constatado somente em baixos valores de pH (pH 1,0). Conforme se pode observar 

ainda na Figura 17, com o aumento do pH da solução de ácido sulfúrico/sulfato de 

sódio ocorre uma diminuição considerável do sinal voltamétrico no 11° ciclo. Em 

valor de pH 4,0, por exemplo, verifica-se um decréscimo de 67% do valor inicial da 

corrente de oxidação do fármaco. A razão para esta diminuição de sinal não é óbvia. 

Provavelmente, neste meio menos ácido, o produto gerado durante a oxidação do 

ambroxol permaneça sobre o sensor, ocasionando um bloqueio de sua superfície. 

Em virtude dos resultados obtidos anteriormente, o ácido sulfúrico 0,1 mol L-1 foi eleito 

como eletrólito para os experimentos seguintes. 

A Figura 18 mostra os voltamogramas cíclicos resultantes de adições 

crescentes de ambroxol em solução de ácido sulfúrico 0,1 mol L-1 sobre o eletrodo 

de filme de carbono. O sinal obtido para cada concentração do analito foi muito 
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estável e reprodutível. No detalhe da Figura 18 verifica-se uma resposta linear para 

o intervalo de concentração compreendido entre  1,0 x 10-4 e 2,0 x 10-3 mol L-1.  

 

 

Figura 18 – Voltamogramas cíclicos obtidos com eletrodo de filme de carbono (A: 0,17 cm2) 

em solução de ácido sulfúrico 0,1 mol L-1 em diferentes concentrações de ambroxol         

(1,0 x 10-4 – 2,0 x 10-3 mol L-1). Velocidade de varredura: 100 mV s-1. Parâmetros da 

regressão linear: inclinação de 23,87 ± 0,23 µA/mM e intercepto de 0,25 ± 0,23 µA.  

 

 A variação da corrente anódica com a velocidade de varredura (ν, de 0,01 até 

0,9 V s-1) foi investigada na mesma solução eletrolítica de ácido sulfúrico. Conforme 

o aumento da velocidade de varredura o potencial de pico desloca-se para valores 

mais positivos, confirmando a irreversibilidade do processo. As correntes anódicas (ipa) 

variam linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura (ν1/2), com um 

valor de inclinação de 0,38 µA ν-1/2  (r = 0,999), sugerindo um processo controlado 

pela difusão. Além disso, a variação logarítmica entre a corrente de oxidação e a 

velocidade de varredura apresenta um valor de inclinação de 0,47 µA ν-1 (r = 0,999), 

devido ao componente de difusão, próximo do valor teórico de 0,50, correspondendo a 

um processo difusional [232]. Os valores de inclinação aqui obtidos estão 

concordando com aqueles encontrados por Demircigil e colaboradores [211] de 0,37 
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(variação de ipa com ν1/2) e de 0,46 (variação logarítmica de ipa com ν), em solução 

tampão BR.  

 A oxidação eletroquímica do ambroxol também foi estudada utilizando outros 

dois diferentes materiais eletródicos em ácido sulfúrico 0,1 mol L-1. Os resultados 

obtidos para os sensores de carbono vítreo, platina e o filme de carbono são 

ilustrados na Figura 19. Para efeito de comparação, são mostrados os 

voltamogramas cíclicos obtidos sob condições experimentais idênticas, na ausência 

(linhas tracejadas) e presença do analito (linhas sólidas).  

Para o eletrodo de platina, não é possível verificar um pico anódico bem 

definido (curva C). Para os eletrodos de filme de carbono (curva A) e carbono 

vítreo (curva B), observa-se uma onda anódica durante a oxidação do ambroxol, 

com início em potenciais acima de +0,95 V (vs. Ag/AgCl). Além disso, para 

estes dois sistemas, verifica-se uma onda catódica menor correspondente à 

varredura reversa, no potencial em torno de +0,30 V (vs. Ag/AgCl). Porém, a 

magnitude da densidade de corrente anódica para o filme de carbono é maior do 

que para o eletrodo de carbono vítreo. Isto indica que o resistor de filme de 

carbono apresenta um desempenho eletroquímico mais favorável para a 

oxidação do fármaco. 
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Figura 19 – Voltamogramas cíclicos 

para os eletrodos de filme de carbono 

(A), carbono vítreo (B) e platina (C) 

em solução de ácido sulfúrico           

0,1 mol L-1 na ausência (linha 

tracejada) e presença (linha sólida) 

ambroxol 2,0 x 10-4 mol L-1. Áreas dos 

eletrodos: (A) 0,17, (B) 0,18 e          

(C) 0,07 cm2. Velocidade de varredura: 

100 mV s-1. 

 

 

5.3.2. Análises em Fluxo com Detecção Amperométrica 

 

5.3.2.1. Curva Analítica, Estudos de Repetibilidade e Interferências 

 

Para estabelecer as melhores condições de análise em fluxo na 

determinação amperométrica do ambroxol, a influência de parâmetros tais como 

vazão e alça de amostragem foram estudados, utilizando uma solução do 

fármaco 5,0 x 10-6 mol L-1 em eletrólito ácido sulfúrico 0,1 mol L-1. Considerando 

os estudos anteriores de voltametria cíclica (Figura 18) e os experimentos 

hidrodinâmicos (variando o potencial entre 1,0 e 1,30 V), um potencial de trabalho 
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+1,15 V (vs. Ag/AgCl) foi selecionado para todos os experimentos em FIA 

envolvendo ambroxol.  

O efeito da vazão (de 1,0 até 5,0 mL min-1) na resposta amperométrica foi 

investigado, utilizando uma alça de amostragem de 100 µL. Houve um aumento na 

corrente anódica até uma vazão de 4,0 mL min-1. Para valores maiores de vazão, a 

corrente de oxidação não apresentou variações consideráveis. Quando este 

parâmetro atingiu valores acima de 2,0 mL min-1, a repetibilidade do sinal 

amperométrico diminuiu. Desvio padrão relativo de 1,0% foi obtido para 2,0 mL min-1 

comparado a 2,5%, correspondendo a vazão de 3,0 mL min-1. Considerando a melhor 

repetibilidade e uma freqüência analítica de 50 determinações por hora, a vazão de 

2,0 mL min-1 foi eleita a mais favorável.   

O volume da alça de amostragem foi avaliado em uma faixa de 50 até        

300 µL. O sinal amperométrico aumentou quase linearmente com alças de 50 até 

150 µL. Uma alça de 100 µL foi adotada por representar um compromisso entre a 

frequência e a sensibilidade analítica, utilizando menor volume de amostra. 

Na Tabela 5, encontram-se resumidos os parâmetros estudados e 

selecinados para a análise por injeção em fluxo.  

 

Tabela 5 – Parâmetros avaliados e condições de trabalho selecionadas. 

 

Parâmetros avaliados e otimizados para analisar ambroxol no modo FIA 

Parâmetro Faixa estudada Valor selecionado 

Potencial (V) vs. Ag/AgCl 1,0 – 1,3 1,15 

Vazão (mL min-1) 1,0 – 5,0 2,0 

Alça de amostragem (µL) 50 – 300 100 

  

 

Utilizando as melhores condições FIA para a oxidação do ambroxol, uma 

série de experimentos em triplicata foi realizada empregando uma solução 

eletrolítica de ácido sulfúrico 0,1 mol L-1. A linearidade entre a corrente de oxidação 

e a concentração de ambroxol foi constatada em um amplo intervalo (5,0 x 10-7 –        

3,5 x 10-4 mol L-1), conforme é mostrado na Figura 20. A faixa linear de concentração 
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apresentou uma inclinação de 18,76 ± 0,11 µA/mM e intercepto  0,025 ± 0,011 µA, 

com coeficiente de correlação de 0,999. O limite de detecção estimado foi            

7,61 x 10-8 mol L-1 (três vezes o desvio do branco/inclinação) e o limite de 

quantificação calculado de 2,53 x 10-7 mol L-1.  

 

 

 

Figura 20 – Curvas de calibração construídas a partir das respostas amperométricas obtidas 

após injeções de soluções de ambroxol em solução de ácido sulfúrico 0,1 mol L-1 para 

diferentes intervalos de concentração: (ο) 5,0; 6,0 e 8,0 x 10-7, (∇) 1,0; 2,0; 3,5; 5,0; 6,0 e 

8,0 x 10-6, (� ) 1,0; 2,0; 3,5; 5,0; 6,0 e 8,0 x 10-5, (∆) 1,0; 2,0 e 3,5 x 10-4 mol L-1. 

Potencial de trabalho: +1,15 V (vs. Ag/AgCl), vazão: 2,0 mL min-1 e alça de amostragem:      

100 µL. 

 

A Figura 21 ratifica o fato de que mesmo em baixas concentrações, 5,0 x 10-7 

até 5,0 x 10-6 mol L-1, os valores de corrente de oxidação do ambroxol mostram-se 

muito favoráveis (mesmo nestas baixas concentrações, a relação sinal/ruído 

continua elevada). Outro aspecto que chama atenção é a elevada estabilidade da 

linha base, condição não verificada quando sensores convencionais são utilizados.  
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Figura 21 – Resultados FIA após injeções de soluções de ambroxol (a) 5,0, (b) 6,0,     

(c) 8,0 x 10-7, (d) 1,0, (e) 2,0, (f) 3,5, (g) 5,0 x 10-6 mol L-1 em ácido sulfúrico          

0,1 mol L-1, utilizando eletrodo de filme de carbono. Alça de amostragem: 100 µL, 

vazão: 2,0 mL min-1 e potencial de trabalho: +1,15 V. 

 

 

Os estudos de repetibilidade foram conduzidos empregando soluções de 

ambroxol 6,0 x 10-6 (a) e 6,0 x 10-5 mol L-1 (b) em ácido sulfúrico 0,1 mol L-1. A Figura 

22 apresenta o resultado de uma série de 40 injeções alternadas destas soluções. 

Para a série de concentrações utilizadas, os desvios padrões relativos foram de 3,0 

e 1,5% respectivamente. Estes resultados mostram que não há efeito de memória 

entre as sucessivas injeções bem como ressalta mais uma vez o bom desempenho 

do eletrodo de filme de carbono durante os experimentos em fluxo. 
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Figura 22 – Sinais registrados para injeções alternadas de ambroxol (a) 6,0 x 10-6 e            

(b) 6,0 x 10-5 mol L-1 em ácido sulfúrico 0,1 mol L-1 sobre a superfície do filme de carbono. 

Potencial de trabalho: +1,15 V, alça de amostragem: 100 µL e vazão: 2,0 mL min-1. 

 

Para estimar o efeito de potenciais interferentes presentes em amostras 

farmacêuticas, a composição de cada amostra de xarope foi avaliada (Tabela 5). Dentre 

eles, os ácidos benzóico e cítrico foram, inicialmente, selecinados para este estudo. 

Para avaliar seus efeitos, utilizou-se uma solução de ambroxol 1,0 x 10-5 mol L-1 em 

eletrólito suporte de ácido sulfúrico 0,1 mol L-1.  Não se verifica mudança no sinal 

amperométrico quando ácido benzóico 1,0 x 10-5 mol L-1 é adicionado à solução de 

ambroxol (razão 1:1). Em um outro experimento, com uma solução do excipiente 

correspondente a 1,0 x 10-4 mol L-1 (dez vezes mais concentrada em relação a do 

fármaco), observa-se um aumento de apenas 2% na resposta amperométrica. A 

mesma estratégia foi empregada para o ácido cítrico. A primeira adição deste 

excipiente à solução de ambroxol (razão 1:1) não provoca alteração considerável no 

sinal de corrente. Porém, quando uma solução de ácido cítrico 1,0 x 10-4 mol L-1 é 

adicionada, observa-se um aumento de ~7% no sinal anódico. Testes adicionais 

foram realizados com outros constituintes das amostras de xarope e nenhuma 

mudança considerável na resposta foi constatada. 
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5.3.2.2.  Determinação de Ambroxol em Amostras Farmacêuticas 

 

Para avaliar a aplicabilidade do sensor de filme de carbono, quatro diferentes 

produtos farmacêuticos comerciais contendo ambroxol e outras substâncias, foram 

analisados. A Figura 23 apresenta os resultados de FIA obtidos para as amostras de 

xaropes (A1-A4) e para injeções de soluções padrão em diferentes concentrações, 

variando de 6,0 x 10-6 até 3,0 x 10-5 mol L-1 (a-e). A proporcionalidade entre a corrente 

anódica e a concentração dos padrões pode ser confirmada observando a curva de 

calibração ilustrada no detalhe da Figura 23. Esta curva foi utilizada para a 

quantificação do fármaco nas amostras comerciais de xarope. Para efeito de 

comparação, as concentrações de ambroxol também foram determinadas mediante 

análises espectrofotométrica [210,211] e titulométrica [219]. A titulação 

potenciométrica é a metodologia recomendada pela farmacopéia britânica para a 

quantificação de ambroxol assim como a espectrofotometria foi adotada também 

devido à sua simplicidade e rapidez. 
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Figura 23 – Resultados de FIA para a análise de ambroxol em quatro diferentes amostras de 

xarope em ácido sulfúrico 0,1 mol L-1, utilizando eletrodo de filme de carbono. Detalhe: 

curva analítica construída para soluções padrão de ambroxol (a) 6,0 x 10-6, (b) 1,2, (c) 1,8, 

(d) 2,4, (e) 3,0 x 10-5 mol L-1. Potencial de trabalho: +1,15 V, alça de amostragem: 100 µL e 

vazão: 2,0 mL min-1. 

 

Os resultados das análises de todos os produtos farmacêuticos estão 

sumarizados na Tabela 6, sendo possível comparar os valores obtidos utilizando os 

métodos amperométrico, titulométrico [219] e o espectrofotométrico [210,211]. Nesta 

tabela constam os desvios padrões relativos para cada amostra, calculados a partir 

de três medidas independentes, bem como a composição de cada produto (segunda 

coluna). 

 As diferenças relativas entre as médias dos valores obtidos variaram entre      

-0,7 e +4,7, calculadas através da comparação das três metodologias empregadas 

neste estudo. A concordância dos resultados alcançados entre o método proposto e os 

demais foi satisfatória. Estes resultados também são coerentes com as concentrações 

do analito especificadas pelos fabricantes dos medicamentos (Tabela 6).  
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Tabela 6 – Resultados experimentais obtidos por FIA, titulação potenciométrica [219] 

e espectrofotometria (307,5 nm) [210,211], após análises de ambroxol em diferentes 

produtos farmacêuticos comerciais. 

 

Amostra Composição Valor 

nominal  

(mg/5 mL) 

Amperometria  

±±±± D.P.a  

Titulação    

±±±± D.P.a  

Espectrofotometria  

±±±± D.P.a  

1 

Ambroxol, sorbitol, ácido 

cítrico, metilparabeno, 

propilparabeno, glicerol. 

30 30,1 ± 0,3 29,7 ± 0,4 29,8 ± 0,3 

2 

Ambroxol, sorbitol, 

glicerol, ácido benzóico, 

mentol, sacarina, 

propileno glicol. 

30 30,6 ± 0,2 31,4 ± 0,8 30,4 ± 0,4 

3 

Ambroxol, glicerol, 

sorbitol, mentol, ácido 

benzóico, aroma, 

propileno glicol, ácido 

tartárico. 

15 15,3 ± 0, 2 15,5 ± 0,4 14,8 ± 0,3 

4 

Ambroxol, ácido cítrico, 

aroma, metilparabeno, 

sorbitol, propilparabeno, 

glicerol. 

15 15,5 ± 0,3 15,2 ± 0,2 15,1 ± 0,2 

aMédia ± desvio padrão para 3 determinações. 

 

 

 

5.3.3. Conclusões Parciais 

 

Os resultados obtidos neste estudo mostraram pela primeira vez a 

potencialidade das análises em fluxo em associação com a detecção amperométrica 

para a quantificação rápida e sensível de ambroxol em formulações farmacêuticas. A 

célula eletroquímica confeccionada no próprio laboratório proporcionou sinais 

amperométricos estáveis e reprodutíveis assim como foi possível obter uma faixa de 
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concentração linear de 5,0 x 10-7 até 3,5 x 10-4 mol L-1 em meio ácido. Utilizando o 

novo sensor de filme de carbono, uma alta sensibilidade (0,11 A mol-1 L cm-2) foi 

obtida durante os experimentos voltamétricos. Este estudo foi publicado no periódico 

Talanta na forma de artigo científico [29]. 
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Durante o desenvolvimento do presente trabalho de pesquisa foram 

realizados estudos envolvendo a utilização do eletrodo de filme de carbono, 

construído a partir de resistores, visando aplicações analíticas. A potencialidade 

deste sensor foi apresentada através do desenvolvimento de métodos voltamétricos 

para a quantificação de substâncias orgânicas (paraquat, paracetamol e ambroxol) 

em amostras ambientais e farmacêuticas.  

O eletrodo de filme de carbono associado à voltametria de onda quadrada 

mostrou desempenho favorável para a determinação de paraquat em baixas 

concentrações. O limite de detecção de 2,5 x 10-8 mol L-1 e limite de 

quantificação de 8,3 x 10-8 mol L-1 são adequados quando comparados ao valor 

estipulado pela agência de proteção ambiental americana (US-EPA) de                 

5,35 x 10-7 mol L-1 ou 100 µg L-1. Além disso, este sensor apresentou perfis 

voltamétricos, em eletrólito nitrato de potássio, perfeitamente comparáveis com 

aqueles descritos na literatura para diferentes materiais de eletrodos (duas ondas de 

redução e duas ondas anódicas correspondentes). Um estudo da variação da 

corrente com as velocidades de varredura (10 – 900 mV s-1) mostrou que o processo 

de redução é praticamente independente da velocidade de varredura, sendo que 

para baixas velocidades este processo torna-se menos reversível. 

A associação do sensor de filme de carbono à detecção amperométrica em 

fluxo possibilitou a realização de análises de forma simples e rápida para a 

quantificação de paracetamol em formulações farmacêuticas. Uma ampla faixa linear 

de concentração (8,0 x 10-7 – 5,0 x 10-4 mol L-1) e sensibilidade elevada            

(0,143 A mol-1 L cm-2) foram alcançadas utilizando este transdutor sem a 

necessidade de modificação química de sua superfície. Um estudo de repetibilidade     

(D.P.R.  de 3,1 e 1,3% para 20 injeções consecutivas de soluções do analito          

5,0 x 10-6 e 5,0 x 10-5 mol L-1, respectivamente) mostrou não haver efeito de 

memória entre as injeções realizadas.  

Durante as determinações de paracetamol nas cinco amostras de 

medicamento, verificou-se que os resultados foram concordantes com aqueles 

obtidos pelo método espectrofotométrico, com diferenças relativas variando entre      

-1,3 e +4,4%. Nenhuma etapa de pré-tratamento das amostras foi necessária e sua 

aplicação pode ser diretamente estendida a formulações farmacêuticas mais 

complexas. Durante um estudo preliminar de pH (2 – 12) em solução tampão fosfato, 
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obteve-se um valor de inclinação de -42 mV pH-1, valor este próximo daquele 

mencionado na literatura, indicando um processo de oxidação mais complexo.  

A determinação eletroquímica de ambroxol em produtos farmacêuticos 

mostrou ser mais apropriada utilizando eletrodo de filme de carbono em comparação 

a outros materiais covencionais (carbono vítreo e platina). A oxidação do fármaco 

apresentou resultados melhores em meio ácido assim como foi possível observar um 

único pico anódico, correspondendo a um processo irreversível, em potencial ~ 1,1 V 

(vs. Ag/AgCl). Verificou-se um valor de inclinação de 0,47 µA ν-1 (r = 0,999) para o 

estudo da variação logarítmica da corrente anódica com a velocidade de varredura, 

sugerindo um processo controlado pela difusão.  

A potencialidade do sensor proposto foi melhor evidenciada durante os 

experimentos em FIA. Um limite de detecção de 7,6 x 10-8 mol L-1 e uma frequêcia 

analítica de 50 determinações por hora foram obtidos durante as análises 

amperométricas de ambroxol. Os resultados obtidos para as amostras comerciais de 

xarope empregando este sistema, quando comparados aos procedimentos 

titulométricos, apresentaram diferenças relativas variando de -2,5 a +2,0%. Estes 

valores mostraram-se satisfatórios e suficientemente confiáveis para que a 

metodologia proposta possa ser empregada como alternativa ao método da 

farmacopéia britânica existente. 

Adicionalmente, o tempo gasto na determinação de ambroxol pelo método 

proposto, mesmo levando em conta a elaboração da curva analítica e a realização 

de medidas em triplicata, é menor que o tempo necessário para efetuar apenas uma 

única titulação potenciométrica, com a vantagem de evitar o risco de maiores 

contaminações. O método além de ser simples, sensível e rápido dispensa pré-

tratamento das amostras tais como filtração, extração ou derivatização. 

De modo geral, os eletrodos de filme de carbono são caracterizados por uma 

grande versatilidade, boa repetibilidade e baixo custo. A facilidade de preparação 

destes sensores possibilita o seu emprego até como eletrodos descartáveis, 

podendo ser interessante em aplicações na área de controle de qualidade. Estes 

sensores apresentam uma maior faixa de potencial (para ambos os limites anódico e 

catódico) em comparação a outras formas de eletrodo de carbono, quando tratados 

eletroquimicamente em meio ácido. A Tabela 7 exibe um resumo de algumas 

características de cada sistema estudado. Vantagens como ampla faixa linear de 

concentração e baixo limite de detecção podem ser confirmados pela associação do 
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novo sensor com as técnicas de voltametria de onda quadrada e FIA com detecção 

amperométrica. 

 

Tabela 7 – Características gerais para os sistemas eletroquímicos estudados. 

 

Sistema Intervalo linear de 

concentração         

(mol L-1) 

Limite de 

detecção        

(mol L-1) 

Potencial de 

trabalho            

(vs. Ag/AgCl)  

Paraquat/KNO3           

0,1 mol L-1/voltametria 

de onda quadrada 

8,6 x 10-8 – 1,9 x 10-6 2,5 x 10-8 -0,68 

Paracetamol/tampão 

fosfato (pH 8,0)           

0,1 mol L-1/FIA-

amperometria 

8,0 x 10-7 – 5,0 x 10-4 1,4 x 10-7 +0,60 

Ambroxol/H2SO4         

0,1 mol L-1/FIA-

amperometria 

5,0 x 10-7 – 3,5 x 10-4 7,6 x 10-8 +1,15 
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 Os estudos desenvolvidos com o eletrodo de filme de carbono, construídos a 

partir de resistores, apresentaram uma forma de carbono relativamente nova para 

aplicações analíticas. Além disso, a presente tese mostrou algumas possibilidades 

da utilização deste material como eletrodo de trabalho na determinação de 

compostos orgânicos nas áreas ambiental e farmacêutica. Desta forma, novas 

pesquisas com o sensor proposto deverão ainda ser realizadas. A seguir, são 

registradas algumas potenciais vertentes: 

 

� Modificação da superfície do eletrodo, por exemplo, com filmes poliméricos, 

catalíticos ou metais eletrodepositados, para aumentar a seletividade ou ampliar a 

gama de analitos. Desta forma, pode-se obter condições que favoreçam a pré-

concentração de paraquat e minimizem possíveis interferentes. 

 

� Determinação de paraquat em amostras ambientais ou alimentícias utilizando 

análise por injeção (FIA ou BIA). Desta maneira, a sensibilidade e a freqüência 

analítica do método ainda podem ser melhoradas. Este sensor pode ser empregado 

na quantificação de outros pesticidas de interesse ambiental.  

 

� Construção de biossensores amperométricos a partir de tecidos vegetais, tendo os 

resistores como materiais de substrato, para a quantificação de fármacos em 

formulações farmacêuticas. Na literatura, os sensores de filme de carbono foram 

apenas modificados biologicamente com enzimas isoladas para a determinação de 

diferentes analitos em amostras alimentícias. 

 

� Associação das técnicas de voltametria de onda quadrada ou detecção 

amperométrica com o modo BIA para a quantificação de diferentes analitos. Desta 

forma, pode-se obter valores melhores quanto ao limite de detecção, faixa linear de 

concentração e repetibilidade de sinal. 

 

� Aperfeiçoamento da construção e aplicação de microeletrodos de filme de 

carbono. Ao longo desta tese foram efetuados estudos preliminares (não descritos) 

os quais não foram conclusivos. O tema poderá ser retomado no futuro. 
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APÊNDICE A – Quantificação de adrenalina em formulações farmacêuticas 

utilizando biossensores tissulares 

 

1. Introdução 

 

Paralelamente às investigações realizadas nesta tese com os novos 

sensores, um estudo foi desenvolvido visando a quantificação de adrenalina ou 

epinefrina [1-(3,4-dihidroxifenil)-2-metilaminoetanol] em formulações farmacêuticas 

utilizando biossensores amperométricos. Este fármaco é um importante 

neurotransmissor e é extensivamente empregado no tratamento de asma brônquica, 

hipertensão e glaucoma [1]. Várias técnicas têm sido exploradas para a 

determinação de epinefrina em fluidos biológicos e amostras farmacêuticas, 

incluindo espectrofotometria [2,3], fluorimetria [4], cromatografia líquida [5,6], 

eletroforese capilar [7,8], quimiluminescência [9] e biamperometria [10]. Uma vez 

que a maioria destas técnicas apresenta um custo elevado ou requer etapas de 

derivatização que consomem muito tempo, os métodos eletroquímicos surgem como 

um caminho alternativo vantajoso pela simplicidade proporcionada com o uso dos 

sensores voltamétricos. Dentre eles, os biossensores amperométricos desenvolvidos 

a partir de tecidos vegetais apresentam características interessantes tais como 

disponibilidade de plantas facilitada, simplicidade de construção, atividade catalítica 

estável durante semanas e presença de cofatores, visto que as enzimas encontram-

se imobilizadas em seu ambiente natural. 

Neste estudo, fibras de coco de uma palmeira (Livistona chinensis) são 

exploradas como fonte natural de polifenol oxidase (PFO) para a construção dos 

sensores tissulares. Os biossensores constituídos de fibras de coco, grafite e óleo 

mineral nas proporções de 15, 50 e 35% em massa, respectivamente, foram 

adaptados ao sistema em fluxo. O material enzimático contido no mesocarpo fibroso 

do coco catalisa a oxidação da adrenalina para adrenoquinona, como produto 

primário. Este produto é reduzido eletroquimicamente (Ered = -0,10 V vs. Ag/AgCl) 

sobre a superfície da pasta de carbono e a corrente resultante é usada para a 

quantificação do fármaco. Além do sistema proposto, um reator tissular (~0,08 g de 

fibras de coco) associado ao sistema de injeção em fluxo (FIA) foi explorado também 

para a determinação espectrofotométrica do analito, com a formação de um segundo 

produto (adrenocromo) [1], monitorado em 486 nm (Figura 1). A preparação dos 



 111

biossensores e dos bioreatores utilizados neste estudo foi de modo muito similar àquela 

descrita anteriormente por Lima [11].    

 

 

 

 

Figura 1 – Representação esquemática para os sistemas FIA propostos na determinação de 

adrenalina: (a) solução transportadora, (b) amostras farmacêuticas, (c) alça de amostragem, 

(d) seringa, (e) bomba peristáltica, (f) injetor comutador, (g) célula eletroquímica,              

(h) potenciostato, (i) sinal amperométrico, (j) reator tissular, (k) célula de quartzo,              

(l) espectrofotômetro, (m) sinal espectrofotométrico. 

 

 

2. Resultados e Discussão 

 

 Para estabelecer as condições mais favoráveis para a determinação 

amperométrica de adrenalina em amostras farmacêuticas, algumas variáveis (alça 

de amostragem e vazão) envolvidas na operação FIA foram estudadas em solução 

tampão acetato de sódio/ácido acético 0,10 mol L-1 (pH 4,4). Embora estudos 

preliminares mostraram resultados melhores em solução tampão 0,1 mol L-1  

(pH 6,0), o eletrólito tampão acetato foi empregado em todos os experimentos 

descritos aqui com o intuito de contornar problemas relacionados com a interferência 

de outras espécies, presentes nos produtos farmacêuticos, sobre o sinal 

amperométrico. Um estudo de interferentes será descrito a seguir. O potencial de 

trabalho de -0,10 V (vs. Ag/AgCl) foi mantido por corresponder ao valor máximo de 

corrente obtida durante os experimentos voltamétricos. 
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Variando a alça de amostragem de 50 até 200 µL, a melhor relação entre 

sensibilidade e freqüência analítica (60 determinações por hora) foi alcançada 

quando uma alça de 100 µL foi utilizada. A melhor repetibilidade foi obtida para uma 

vazão de 2,0 mL min-1, quando este parâmetro foi avaliado dentro da faixa de 0,5 e 

5,0 mL min-1. 

 Nas condições otimizadas, uma série de experimentos em quadruplicata foi 

conduzida para a elaboração da curva de calibração do fármaco utilizando o 

biossensor tissular. A faixa linear de concentração foi observada dentro do intervalo 

de 5,0 x 10-5 a 3,5 x 10-4 mol L-1, conforme é mostrado na Figura 2. A linearidade 

entre os sinais de corrente obtidos por FIA e a concentração do analito é 

representada pela equação i = -0,0011 + 0,0010 c,  r = 0,998, no qual i corresponde 

à corrente catódica (em µA) e c é a concentração de adrenalina (em µmol L-1), 

conforme detalhe da Figura 2. Limite de detecção de 1,5 x 10-5 mol L-1 (três vezes o 

desvio padrão do branco) foi estimado assim como o limite de quantificação foi 

calculado em 5,0 x 10-5 mol L-1. Estudos de repetibilidade forneceram um desvio 

padrão relativo de 3,1% para uma média de dez injeções consecutivas de uma 

solução padrão de adrenalina 3,5 x 10-4 mol L-1. 
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Figura 2 – Resultados FIA para o biossensor após injeções de soluções de adrenalina (a) 3,5, 

(b) 3,0, (c) 2,6, (d) 2,3, (e) 2,0, (f) 1,6, (g) 1,3, (h) 1,0, (i) 0,7, (j) 0,5 x 10-4 mol L-1 em tampão 

acetato 0,1 mol L-1 (pH 4,4). O detalhe mostra a curva de calibração. Ered: -0,10 V (vs. 

Ag/AgCl), vazão: 2,0 mL min-1 e alça: 100 µL.  

 

 

 O efeito de possíveis interferentes foi investigado pela adição de sulfito, 

metabissulfito e ácido benzóico, principais componentes de amostras de inalação de 

adrenalina, em uma solução do analito 1,3 x 10-4 mol L-1. Estes excipientes foram 

adicionados na concentração de 5,0 x 10-5 mol L-1 assim como todas as soluções 

foram preparadas em tampão acetato de sódio/ácido acético 0,1 mol L-1 (pH 4,4). A 

presença de ácido benzóico não provocou uma mudança considerável na corrente 

de redução do fármaco. Porém, a adição de sulfito e metabissulfito promoveram um 

decréscimo no sinal amperométrico de 29 e 90%, respectivamente. Para contornar 

estas interferências, as amostras farmacêuticas foram borbulhadas com nitrogênio 

durante dez minutos na presença de solução tampão (0,1 mol L-1, pH 4,4). Com este 

procedimento, o sulfito e o metabissulfito foram eliminados na forma de H2SO3. 
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 Para avaliar a aplicabilidade do biossensor tissular, três produtos de inalação 

comerciais foram analisados. A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos com o 

método proposto bem como aquele recomendado pela farmacopéia brasileira [12]. 

Os desvios padrões relativos alcançados com a amperometria estão situados entre   

-4,2 e +3,0%, comparados aos valores encontrados nos rótulos dos medicamentos 

de 136,5 mmol L-1.  

 
Tabela 1 – Resultados obtidos para as análises de adrenalina em formulações 

farmacêuticas através dos métodos amperométrico associado ao biossensor, 

espectrofotométrico, conforme farmacopéia brasileira [12], e espectrofotométrico 

associado ao bioreator.  

 

Adrenalina (mmol L-1) ∆ (%) 
Amostra 

Farmacopéia 

(λ = 280 nm)a 

Biossensor 

(Ered = -0,10 V)b 

Bioreator       

(λ = 486 nm)a 
c d e 

1 168,2 ± 0,4 136,7 ± 0,6 138,9 ± 2,5 +23,2 +0,1 +1,8 

2 163,1 ± 0,5 140,6 ± 2,5 133,9 ± 4,1 +19,5 +3,0 -1,9 

3 167,0 ± 0,2 130,7 ± 0,8 131,8 ± 2,9 +22,3 -4,2 -3,4 

(a) Média ± desvio padrão para 3 determinações e (b) Média ± desvio padrão para 4 determinações. 
∆: diferença relativa entre o valor nominal e: (c) o método espectrofotométrico-UV (farmacopéia 
brasileira), (d) o método amperométrico com biossensor e (e) o método espectrofotométrico com 
bioreator. 
 

 

O método espectrofotométrico na região do ultravioleta (λ = 280 nm) e na 

presença de ácido clorídrico 0,01 mol L-1, recomendado pela farmacopéia brasileira 

[12], apresentou valores muito superiores àqueles mencionados pelo fabricante 

(Tabela 1). Este fato ocorreu, principalmente, devido à interferência causada pelo 

ácido benzóico presente nas amostras de inalação, exibindo uma banda de 

absorbância em 280 nm. Um estudo espectrofotométrico mostrou uma perfeita soma 

das bandas de absorção individual de adrenalina e ácido benzóico quando 

comparado à mistura destas espécies. Uma alternativa utilizada foi a introdução de 
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um bioreator, construído a partir dos tecidos de coco de uma palmeira (L. chinenis), 

antes da célula espectrofotométrica.  

A Figura 3 mostra que a adrenalina pode ser monitorada 

espectrofotometricamente com o reator tissular explorando três comprimentos de 

onda diferentes: 280, 300 e 486 nm. Nestes experimentos, uma solução do analito 

1,5 x 10-4 mol L-1 preparada em tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 6,0) circulou pelo 

sistema em fluxo durante vinte minutos. O arranjo experimental foi aquele 

empregado por Lima [11] que favorece a rápida reposição do oxigênio bem como a 

concentração do fármaco pode ser considerada constante ao longo de todo 

processo reativo. 

 

 

Figura 3 – Espectros de absorção dos produtos de oxidação da adrenalina 1,5 x 10-4 mol L-1 

em solução tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 6,0) na presença PFO, em função do tempo.  

 

 

Na Figura 3, em torno de 300 nm, observa-se um aumento gradual na 

absorbância ao longo do tempo. Esta banda de absorção refere-se à oxidação 

enzimática da adrenalina para a formação da leuco-adrenocromo. Este produto, na 

presença da PFO proveniente dos tecidos de uma palmeira, é ainda oxidado 

formando a adrenocromo, de coloração azul-esverdeada, em 486 nm [1,13-15]. 

Análises espectrofotométricas em 280 ou 300 nm podem ser facilmente afetadas 

pela presença de outras espécies aromáticas que absorvem neste comprimento de 
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onda como por exemplo o ácido benzóico, encontrado nas amostras farmacêuticas 

utilizadas neste estudo. Portanto, optou-se por trabalhar em comprimento de onda 

correspondente a 486 nm. 

Verifica-se ainda na Figura 3 um aumento da intensidade de absorção em  

280 nm. Esta variação pode ser justificada pela presença de uma nova espécie 

(leuco-adrenocromo) em 300 nm que surge gradativamente e altera o perfil do 

espectro de absorção em 280 nm. Além disso, reações subseqüentes com a 

formação de dímeros ou polímeros são constatadas na literatura para sistemas 

similares. 

De modo simplificado, o processo envolvendo a oxidação do analito pode ser 

representado pelas reações abaixo: 

 

 

 

A quantificação de adrenalina em amostras comerciais de inalação foi 

monitorada em 486 nm (adrenocromo) para uma faixa de concentração 

compreendida entre 2,0 x 10-5 e 2,0 x10-4 mol L-1, empregando uma alça de 100 µL 

(Figura 4). O detalhe da Figura 4 mostra um excelente ajuste da regressão linear     

(A = 4,86 x 10-4 + 0,157 c, r = 0,999, no qual A corresponde à absorbância e c é a 

concentração de epinefrina em mmol L-1) com um limite de detecção estimado em      

3,1 x 10-6 mol L-1 (três vezes o desvio padrão do branco).    
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A Tabela 1 traz também os resultados obtidos com o bioreator para as três 

amostras farmacêuticas de adrenalina. A comparação com o valor nominal        

(136,5 mmol L-1) exibiu boa concordância, com erros relativos variando de -3,4 até 

+1,8%. 

 

 

Figura 4 – Experimentos em FIA utilizando reator de tecido de planta (L. chinensis) após 

injeções de soluções de adrenalina: (a) 2,0, (b) 1,5, (c) 1,0, (d) 0,5, (e) 0,2 x 10-4 mol L-1 em 

solução tampão fosfato 0,1 mol L-1. 

 

 

3. Conclusões 

 

 O material enzimático (polifenol oxidase) naturalmente imobilizado nas fibras 

de uma palmeira (L. chinensis) apresentou um comportamento muito favorável para 

a determinação de adrenalina em formulações farmacêuticas, tanto na forma de 

sensores amperométricos quanto no emprego de reatores tubulares associados a 

FIA com detecção espectrofotométrica. Os biossensores e bioreatores são de 

construção fácil e rápida, baixo custo e são perfeitamente adequados aos sistemas 

em fluxo. Os reatores tissulares empregados nas análises espectrofotométricas 

apresentaram aspectos interessantes, principalmente nos casos em que a 

adrenalina não pôde ser determinada diretamente em 280 nm, conforme indicado na 

0,08 0,16 0,24
0,00

0,02

0,04

 

 

A
b

so
rb

ân
ci

a

Epinefrina / mmol L-1

e

d

c

b

a

0,005

3 min

 

 

A
b

so
rb

ân
ci

a

Tempo



 118

farmacopéia brasileira. A biotransformação do analito em outros compostos com 

bandas de absorção em diferentes comprimentos de onda (300 e 486 nm) permitiu 

obter uma maior seletividade durante as análises.  

Quando os tecidos de coco são utilizados, há quatro possibilidades para a 

quantificação de adrenalina em amostras farmacêuticas: biossensor amperométrico 

com detecção da adrenoquinona em -0,10 V (vs. Ag/AgCl), bioreator associado à 

amperometria e posicionado próximo ao transdutor, bioreator associado à 

espectrofotometria com monitoramento da leuco-adrenocromo em 300 nm ou em 

486 nm (adrenocromo). Um artigo científico descrevendo em detalhes este estudo foi 

publicado no periódico Biosensors and Bioelectronics [16]. 
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APÊNDICE B – Determinação de salbutamol em xaropes utilizando 

eletroforese capilar com detecção condutométrica sem contato (CE-C4D) 

 

1. Introdução 

 

 Um outro estudo foi realizado para a determinação de fármaco (salbutamol) em 

produtos farmacêuticos empregando eletroforese capilar com detecção 

condutométrica sem contato. Salbutamol (ou albuterol, α1-[(terc-butilamino)metil]-4-

hidroxi-m-xileno-α-α’-diol) é um agonista β2-adrenérgico seletivo e muito indicado 

como broncodilatador no tratamento de asma [1]. Muitas metodologias analíticas têm 

sido descritas na literatura para a quantificação de salbutamol. Entre as técnicas 

utilizadas, a espectrofotometria [2], a cromatografia [3], a quimiluminescência [4], a 

potenciometria [5], a condutometria [6], a amperometria [7] são citadas. Algumas 

destas técnicas são de alto custo ou necessitam de reações prévias. 

 Eletroforese capilar (EC) tem provado ser uma poderosa opção para a análise 

de uma extensa variedade de compostos geralmente iônicos ou ionizáveis. Em EC, 

separações mais rápidas podem ser executadas com melhor seletividade, alta 

eficiência, sensibilidade suficiente para a maioria das aplicações e baixo consumo de 

amostra e reagentes. Diferentes β-agonistas têm sido analisados pela EC direta 

[8,9], utilizando microextração na fase líquida [10], ou empregando ciclodextrinas 

[11,12] ou um outro seletor quiral [13]. 

Neste estudo, as análises de salbutamol foram realizadas em um 

equipamento de EC com detecção condutométrica sem contato (C4D, do inglês 

Capacitively Coupled Contactless Conductivity Detection), desenvolvido pelo grupo 

do professor Claudimir L. do Lago, operando em  600 kHz e 2,0 V pico a pico  

(Figura 1). A temperatura no interior do equipamento foi mantida em 

aproximadamente 25 °C. Os detalhes de construção e do instrumento podem ser 

encontrados na literatura [14].  
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Figura 1 – Equipamento de EC-C4D construído pelo grupo do professor Claudimir L. do 

Lago e utilizado nas análises de salbutamol em formulações farmacêuticas. 

 

 

Um capilar de sílica fundida (Agilent Technologies, São Paulo) com 50 µm de 

diâmetro interno, 375 µm de diâmetro externo, 63 cm de comprimento e 53 cm do 

início do capilar ao detector foi empregado durante os experimentos. O capilar foi 

condicionado antes de cada ciclo de análises com fluxo constante de solução de 

hidróxido de sódio 0,1 mol L-1  por 20 min e, pelo mesmo período, com água deionizada 

e eletrólito de corrida. Para a estabilização da linha base e do sinal de condutância 

aplicou-se um potencial de corrida de +28 kV. A introdução das amostras e soluções 

padrão de salbutamol no capilar foi realizada de forma hidrodinâmica com um 

desnível de 10 cm durante 25 s (modo CZE, Capillary Zone Electrophoresis). 

 

 

2. Resultados e Discussão 

 

Salbutamol possui dois valores de pKa, 9,3 e 10,3 [15]. Abaixo de pH 9,3, ele 

está predominantemente com carga positiva, enquanto que acima de pH 10,3, está 

predominantemente aniônico. Desta maneira, este fármaco pode assumir carga 

positiva, negativa ou a forma zwiteriônica durante as análises eletroforéticas. Baseado 

nesta informação, Carvalho [16] explorou em sua dissertação de mestrado diferentes 

sistemas envolvendo EC-C4D na detecção de salbutamol. Inicialmente, os 

experimentos foram realizados no modo CZE e utilizando eletrólito tampão borato      
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5,0 x 10-3 mol L-1 (pH 9,0). Verificou-se que a mobilidade aparente do fluxo 

eletroosmótico (FEO) e do analito foram similares, indicando que em tais condições a 

carga líquida do fármaco foi praticamente nula (está na forma zwiteriônica, próxima ao 

ponto isoelétrico). A co-eluição observada com o FEO inviabilizou a quantificação do 

salbutamol. 

Outros experimentos com o tampão borato (3,0 x 10-2 mol L-1 e pH 9,4) foram 

realizados no modo MEKC (micellar electrokinetic capillary electrophoresis). Devido 

à maior condutividade do eletrólito, observou-se uma melhor relação sinal/ruído 

acompanhado da redução do potencial de separação do analito. Uma conseqüência 

desta mudança foi um aumento no tempo de corrida (4 min-CZE para 9 min-MEKC). 

Empregando o eletrólito tampão fosfato 4,5 x 10-3 mol L-1 (pH 12,1) e um 

surfactante catiônico (brometo de cetiltrimetilamônio), como inversor de fluxo 

eletroosmótico no modo CZE, foi possível realizar a detecção simultânea do 

salbutamol e do sulfato. Nestas condições, constatou-se também a possibilidade da 

quantificação de possíveis açúcares, como a galactose, presentes em amostras de 

xarope infantil. Porém, o tempo de análise foi ainda maior em comparação às 

metodologias propostas anteriormente.    

Os melhores resultados na detecção de salbutamol (menor tempo de análise e 

melhor sensibilidade) no modo CZE foram obtidos em tampão acetato 1,0 x 10-2 mol L-1 

(pH 4,9) e na presença do padrão interno TEA (tetraetilamônio, 3,0 x 10-4 mol L-1).  

Para estabelecer as condições mais favoráveis com o eletrólito de corrida 

tampão acetato de sódio/ácido acético em EC-C4D durante os nossos estudos, 

avaliou-se o efeito da concentração (1,0 – 3,0 x 10-2 mol L-1) e do pH (4,4 – 5,4) 

desta solução utilizando um potencial de separação de +28 kV. Os melhores 

resultados (altura de pico maior e perfil de pico bem definido) foram alcançados para 

um valor de pH correspondente a 4,9. Quando houve um aumento da concentração, 

verificou-se um decréscimo na altura de pico do analito bem como um perfil de sinal 

pouco simétrico e uma linha base mais ruidosa. Certamente o efeito Joule, que 

ocorre quando a capacidade de dissipação de calor do capilar é ultrapassada, 

contribuiu para este comportamento. Considerando a melhor sensibilidade e o menor 

tempo de análise, tampão acetato de sódio/ácido acético 1,0 x 10-2 mol L-1 (pH 4,9) 

foi utilizado como eletrólito de corrida e TEA 3,0 x 10-4 mol L-1 como padrão interno 

nos experimentos seguintes. 
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A Figura 2 ilustra eletroferogramas obtidos para soluções padrão de 

salbutamol no intervalo linear de concentração de 7,0 x 10-5 a 3,0 x 10-4 mol L-1 (a-f) 

bem como de uma amostra de xarope comercial convenientemente diluída (g). 

 

 

 

Figura 2 – Eletroferogramas de soluções padrão de salbutamol (pico 2): (a) 0,7, (b) 1,0, (c) 

1,5, (d) 2,0, (e) 2,5 , (f) 3,0 x 10-4 mol L-1 e (g) amostra de xarope, utilizando eletrólito tampão 

acetato 1,0 x 10-2 mol L-1 e TEA 3,0 x 10-4 mol L-1 como padrão interno (pico 1). Pico 3: pico 

desconhecido. Eaplicado = +28 kV, injeção hidrodinâmica (10 cm e 25 s). O detalhe mostra a 

curva de calibração. 

 

 

A linearidade entre a concentração do analito e a área de pico correspondente 

pode ser observada no detalhe da Figura 2. A equação de regressão referente a este 

intervalo linear é y = (0,21 ± 0,05) + (1,51 ± 0,03) c, com r = 0,999, no qual c 

representa a concentração de salbutamol em 10-4 mol L-1. O limite de detecção foi 

estimado em 1,0 x 10-5 mol L-1 (três vezes o desvio padrão do branco) e o limite de 

quantificação calculado como 3,3 x 10-5 mol L-1. 
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Para 10 injeções consecutivas de uma solução padrão de salbutamol             

7,0 x 10-5 mol L-1, o desvio padrão calculado foi de 4,7 %. Para análises de amostras de 

xarope e considerando três dias diferentes, a reprodutibilidade apresentou desvios 

padrões relativos situados entre 1,5 e 2,5 %. 

A Tabela 1 mostra os resultados obtidos para as três formulações 

farmacêuticas analisadas por EC-C4D bem como o valor nominal indicado nas 

embalagens dos produtos comerciais. Em vista da falta de método padrão descrito na 

literatura ou nas farmacopéias para a análise de salbutamol em xaropes, a comparação 

dos resultados com um segundo método analítico não foi possível. 

 

Tabela 1 – Resultados obtidos para a análise de três diferentes amotras de xarope 

contendo sulfato de salbutamol como princípio ativo. 

 

Amostra Composição Valor nominal 

(mg/5 mL) 

EC-C4D ± D.P.a 

(mg/5 mL) 

1 
Salbutamol,sacarina sódica, 

propilparabeno, metilparabeno,aroma, 

ácido cítrico, ciclamato de sódio e água 

2,4 2,20 ± 0,19 

2 
Salbutamol, ácido cítrico, açúcar, glicerina, 

propilparabeno, citrato de sódio e água 2,4 2,35 ± 0,02 

3 
Salbutamol, sacarina sódica, 

propilparabeno, metilparabeno, aroma, 

ácido cítrico, ciclamato de sódio e água 

2,4 2,30 ± 0,04 

a Média ± desvio padrão de três determinações. 

   

O teste de significância (hipótese nula) foi aplicado para os resultados 

apresentados na Tabela 2, com um valor crítico de t igual a 4,3 para um nível de 

confiança de 95 % e 2 graus de liberdade. Os valores de t experimentais situaram-se 

entre 1,8 e 4,3, sugerindo não haver evidências de diferenças significativas entre os 

valores comparados. 
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3. Conclusões 

 

 O método proposto baseado em EC-C4D mostrou-se adequado para a 

quantificação de salbutamol em formulações farmacêuticas. Este método apresentou 

interessantes vantagens que são características da própria técnica tais como 

pequeno volume de resíduo gerado, baixo custo e tempo de análise muito favorável 

(aproximadamente 3 min), possibilitando a aplicação rotineira da metodologia. Além 

disso, não foi necessário o emprego de solventes orgânicos ou etapas prévias de 

separação, extração ou filtração.  

 Devido à ausência de uma metodologia oficial descrita para a análise de 

sulfato de salbutamol em xaropes, os resultados obtidos neste estudo foram 

comparados somente com os valores nominais fornecidos pelos fabricantes, 

exibindo boa concordância. 

 Em condições apropridas (eletrólito de corrida, pH e o emprego de um 

inversor de fluxo eletroosmótico) e no modo CZE é possível a determinação 

simultânea do salbutamol e do seu contra-íon, o sulfato, além de determinados 

açúcares encontrados em amostras farmacêuticas infantis.  Estes resultados foram 

divulgados mediante publicação de artigo científico no periódico Journal of 

Pharmaceutical and Biomedical Analysis [17]. 
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APÊNDICE C – Estudo do comportamento térmico e cinético do salbutamol 

em produtos farmacêuticos 

 

1. Introdução 

 

 A análise térmica é o grupo de técnicas nas quais uma propriedade física de 

uma substância e/ou de uma reação é medida como função do tempo ou da 

temperatura enquanto a substância é submetida a um programa controlado de 

temperatura [1]. A termogravimetria (TG), a termogravimetria derivada (DTG) e a 

calorimetria exploratória diferencial (DSC, Differential Scanning Calorimetry) são as 

técnicas termoanalíticas mais comumente aplicadas no desenvolvimento de 

diferentes compostos [2,3].   

 A aplicação de métodos cinéticos baseados em TG vem sendo amplamente 

relatada na literatura com a finalidade de elucidar mecanismos de reação no estado 

sólido [4-7]. Uma das maneiras utilizadas para avaliar a cinética de decomposição 

por TG é o método isotérmico. Neste método, são traçados gráficos da fração 

decomposta (α) em função do tempo (t), mantendo as temperaturas constantes (T) 

na região de interesse. Desta forma, a energia de ativação (Ea, barreira de energia 

requerida para converter reagentes em produtos) pode ser determinada baseada na 

equação de Arrhenius (equação 1). Além deste parâmetro cinético, é possível avaliar 

a estabilidade do produto, ou seja, a extensão em que ele retém, dentro dos limites 

especificados e dentro do período de armazenagem e de uso, as mesmas 

propriedades e características que possuía na ocasião em que foi fabricado [8]. 

 
K(T) = A e-E/RT                             (equação 1) 

 

em que A representa o fator de freqüência (s-1), E a energia de ativação (J mol-1), R 

a constante geral dos gases (8,314 J mol-1 K-1) e T a temperatura absoluta (K).  

 

Neste estudo, as técnicas termoanalíticas (TG/DTG/DSC) foram utilizadas 

para avaliar o comportamento térmico e cinético (método isotérmico) do salbutamol 

em padrão e produto farmacêutico comercial. Estudos de interação do salbutamol 

com outros compostos tais como ciclodextrina [9], leucina [10], lactose [11], 
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polietilenoglicol [12] e utilizando técnicas termogravimétricas têm sido relatados na 

literatura. 

Os experimentos termogravimétricos foram realizados em uma termobalança 

modelo TGA-50 e em uma célula calorimétrica modelo DSC-50, ambos da marca 

Shimadzu. Os cálculos isotérmicos foram efetuados para a primeira etapa de 

decomposição térmica do fármaco, utiizando um intervalo de 5% de variação de massa. 

 

 

2. Resultados e Discussão 

 

 Para avaliar a decomposição térmica do salbutamol, as curvas TG/DTG foram 

obtidas na faixa de temperatura de 25 a 600 °C assim como as curvas DSC foram 

obtidas na faixa de temperatura compreendida entre 25 e 500 °C. Estes 

experimentos foram realizados em uma atmosfera dinâmica de nitrogênio              

(50 mL min-1) e razão de aquecimento de 10 °C min-1. A Figura 1 mostra as curvas 

de TG (a), DTG (b) e DSC (c) para o padrão de salbutamol. 
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Figura 1 – Curvas termogravimétricas: TG (a), DTG (b) e DSC (c) do padrão de salbutamol 

em atmosfera dinâmica de nitrogênio (50 mL min-1) e razão de aquecimento de 10 °C min-1. 

 

 

A curva DSC da Figura 1 apresenta um evento endotérmico bem definido em 

201 °C com uma variação de entalpia de 212 J g-1, característico do processo de 

fusão do salbutamol, seguida da decomposição térmica do fármaco. Este processo 

também foi obervado por Larhrib e colaboradores [13] com temperatura de fusão 

igual a 200 °C. Nas curvas de TG/DTG observa-se um patamar em ~180 °C, 

indicando que até esta temperatura o padrão de salbutamol é termicamente estável. 

Entre 180 e 600 °C, verifica-se três sucessivas perdas de massa: a primeira ocorre 

em 204 °C e ∆m1 = 18% (correspondendo ao início da decomposição térmica do 

padrão), a segunda perda em 299 °C e ∆m2 = 3,7% (decomposição e carbonização 

do padrão) e a última em 580 °C e ∆m3 = 10,7% (referente à eliminação de material 

carbonáceo). 

A Figura 2 ilustra as curvas de TG (a), DTG (b) e DSC (c) para a amostra 

farmacêutica comercial, contendo salbutamol e outras substâncias tais como lactose, 
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amido de milho e estearato de magnésio, nas mesmas condições experimentais do 

padrão (Figura 1).  

 

 

Figura 2 – Curvas termogravimétricas: TG (a), DTG (b) e DSC (c) da amostra farmacêutica 

de salbutamol em atmosfera dinâmica de nitrogênio (50 mL min-1) e razão de aquecimento 

de 10 °C min-1. 

 

 

A curva DSC mostra dois eventos endotérmicos, com temperaturas de pico de 

53 e 133 °C, caracterizados pela desidratação do estearato de magnésio. Além 

disso, um terceiro evento endotérmico é observado em 165 °C, correspondendo à 

desidratação da lactose. O evento exotérmico observado em 174 °C refere-se à 

transição cristalina da lactose, passando da forma α para a forma β. Após este 

evento, verifica-se um pico endotérmico em 211 °C caracterizado pela fusão da 

lactose que estabiliza a decomposição do salbutamol e dos demais excipientes. 

Após este evento, a decomposição térmica da amostra comercial ocorre lentamente 

devido à carbonização e eliminação gradativa de material carbonáceo (a partir de    
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350 °C). Os comportamentos da lactose e do estearato aqui descritos foram também 

constatados por Araújo [14] em estudos termoanalíticos realizados nas mesmas 

condições experimentais. 

A partir das curvas de TG/DTG (Figura 2), verifica-se cinco etapas de perda 

de massa em diferentes temperaturas para o produto de formulação farmacêutico 

comercial. As primeiras perdas, em 46 °C com ∆m1 = 3,3% e 139 °C com ∆m2 = 

4,0%, referem-se à desidratação do produto. As demais etapas, em 234 °C (∆m3 = 

8,9%), 276 °C (∆m4 = 31,3%) e 355 °C (∆m5 = 27,4%), correspondem à 

decomposição térmica, carbonização e eliminação do material carbonáceo da 

amostra. 

Comparando-se as curvas TG/DTG do padrão e amostra comercial de 

salbutamol, verifica-se que o evento relacionado com a decomposição térmica 

apresentou um deslocamento para temperaturas mais altas (de 204 para 276 °C).  

Este comportamento mostra uma forte interação do fármaco com os excipientes em 

virtude do programa de aquecimento utilizado neste estudo.  

Para obter um dos parâmetros cinéticos do salbutamol (Ea) no modo 

isotérmico, as curvas termogravimétricas foram obtidas nas faixas de temperatura de 

150 a 180 °C e 180 a 200 °C para o padrão (Figura 3a) e amostra comercial (Figura 

3b), respectivamente, com razão de aquecimento de 5 °C min-1 e atmosfera dinâmica 

de ar (50 mL min-1).  
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        (a) 

 

 

        (b) 

 

Figura 3 – Curvas isotérmicas de salbutamol em diferentes temperaturas: (a) padrão: 150, 

160, 170, 175 e 180 °C e (b) amostra: 180, 185, 190, 195 e 200 °C. Atmosfera de ar          

(50 mL min-1). 

 

 

 

A partir das curvas isotérmicas foi possível obter os gráficos de ln t (min) vs   

1/T (K-1) para padrão (Figura 4a) e produto farmacêutico comercial (Figura 4b), 

considerando uma perda de massa de 5%. A energia de ativação Ea foi definida 

multiplicando-se a constante geral dos gases R (8,314 J mol-1 K-1) pelos coeficientes 

angulares oriundos das equações das retas (Figura 4). Através dos gráficos ln t vs 1/T 

tem-se a determinação da estabilidade do salbutamol, ou seja, a velocidade em que a 

degradação do fármaco ocorre em uma formulação. 
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Figura 4 – Gráficos ln t vs 1/T utilizando os dados das isotermas para 5% de perda de massa: 

(a) padrão e (b) amostra de salbutamol.  

 

 

Para o padrão de salbutamol a equação correspondente é ln t = 15601,6(1/T) 

– 31,6, com r = 0,999, e para a amostra farmacêutica tem-se a equação                   

ln t = 30265,8(1/T) – 61,0, com r = 0,999. Os valores de Ea calculados foram de 130 

e 252 kJ mol-1 para padrão e amostra de salbutamol, respectivamente. 

Considerando a temperatura ambiente (T = 25 °C) e os gráficos da Figura 4, o 

salbutamol permanece estável termicamente durante 2000 anos (somente o 

princípio ativo) e por mais de 10000 anos em formulações farmacêuticas. Estes 

resultados evidenciam mais uma vez que os excipientes, presentes nas amostras 

utilizadas neste estudo, dificultam a degradação e aumentam a estabilidade do 

fármaco.   

 

 

3. Conclusões 

 

 O estudo do comportamento térmico do salbutamol mostrou que a presença 

de outros compostos nos produtos farmacêuticos comerciais altera o perfil de 

decomposição térmica do fármaco. Conseqüentemente, há um aumento na 
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maiores para o processo de decomposição realizado no modo isotérmico (Figuras 3 e 

4). Alem disso, os valores diferentes de energia de ativação obtidos para o padrão e 

amostra comercial de salbutamol (130 e 252 kJ mol-1, respectivamente) mostraram 

que a presença de excipientes na formulação do medicamento pode alterar 

parâmetros cinéticos de um fármaco.  

 A aplicação das técnicas termoanalíticas tem se mostrado como uma 

importante ferramenta na área farmacêutica, principamente no estudo de 

estabilidade e prazo de validade dos produtos. Uma vez que os experimentos 

termogravimétricos são realizados em tempos relativamente curtos (em torno de seis 

horas), eles se sobressaem das metodologias padrões propostas pela Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária [15], desenvolvidas durante seis meses (estudo de 

estabilidade acelerada) ou em até doze meses (estudo de estabilidade a longo 

prazo). Um artigo científico descrevendo em detalhes este estudo foi publicado no 

periódico Journal of Thermal Analysis and Calorimetry [16]. 
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