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RESUMO 

ALEIXO, Herbert, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, abril de 2018. 
Desenvolvimento de Métodos Voltamétricos para Análise de 
Antimicrobianos em Água e Leite. Orientador: Leonardo Luiz Okumura. 

 

Este trabalho teve como objetivo propor métodos voltamétricos e a aplicação 

inédita destes para análise de dois antimicrobianos de uso veterinário em água 

e leite. Até o momento nenhum método voltamétrico havia sido proposto para 

análise direta do Ácido Oxolínico (AOx) e da Sulfaclorpiridazina (SCP). Assim 

toda caracterização dos processos de oxirredução destes compostos desde a 

escolha do eletrólito de suporte até as otimizações das técnicas voltamétricas 

para cada um dos antimicrobianos foi necessária antes da aplicação do método 

em amostras. Para análise de AOx foi utilizado um eletrodo de pasta de 

carbono (CPE) e KOH 0,100 mol L-1 foi usado como eletrólito de suporte. 

Nestas condições a caracterização por voltametria cíclica indicou um pico 

anódico irreversível em aproximadamente + 1,15 V (vs. Ag|AgCl, KCl3M). A 

quantificação foi realizada por voltametria de varredura adsortiva (AdSV), 

fixando-se um potencial elétrico por tempo determinado para adsorção do 

analito à superfície do eletrodo de trabalho seguido de uma varredura por 

voltametria de pulso diferencial (DPV). O método foi aplicado e validado para 

análise de AOx em água não potável coletada na lagoa do campus da 

Universidade Federal de Viçosa, sendo obtidos resultados variando de 98, 4 a 

109 % de exatidão nas medidas para AOx. O processo de oxirredução para 

SCP também foi descrito utilizando-se um eletrodo de pasta de carbono 

modificado com nanotubos de carbono de paredes múltiplas (MWCNTs) e 

líquido iônico tetrafluorborato de 1-butil-3-metilimidazolio (BMIMBF4). Diferentes 

composições de pó de grafite e dos modificadores do eletrodo foram avaliadas, 

assim como diferentes eletrólitos de suporte e pH para a detecção de SCP. As 

melhores condições de trabalho foram então obtidas em meio de H2SO4 0,300 

mol L-1 como eletrólito de suporte e 5 % (% m/m) de cada um dos 

modificadores, observando-se com maior evidência um processo catódico 

irreversível, que foi validado para aplicação em análise de SCP em leite 

hidrolizado obtendo-se exatidão de 94,5 a 105,7 %. 
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ABSTRACT 

ALEIXO, Herbert, D.Sc., Federal University of Viçosa, April, 2018. 
Development of Voltammetric Methods for Analysis of Antimicrobials in 
Water and Milk. Adviser: Leonardo Luiz Okumura. 

 

This work aimed to propose voltammetric methods and the unprecedented 

application of these methods for the analysis of two antimicrobials for veterinary 

use in water and milk. To date, no voltammetric method has been proposed for 

direct analysis of Oxolinic Acid (AOx) and Sulphlorpyridazine (SCP). Therefore 

characterization of the redox processes of these compounds from the choice of 

the support electrolyte to the optimizations of the voltammetric techniques for 

each one of the antimicrobials was necessary before the application of the 

method in samples. For AOx analysis, a carbon paste electrode (CPE) was 

used as working electrode and KOH 0,100 mol L-1 as support electrolyte. Under 

these conditions the cyclic voltammetry characterization indicated an 

irreversible anode peak at approximately + 1.15 V (vs. Ag | AgCl, KCl3M). The 

quantification was performed by adsorptive sweep voltammetry (AdSV), fixing a 

time-determined electrical potential for adsorption of the analyte to the surface 

of the working electrode followed by a differential pulse voltammetry (DPV) 

scan. The method was applied and validated for AOx analysis in non-potable 

water collected in the Campus Lagoon of the Federal University of Viçosa, 

obtaining results varying from 98,4 to 109% accuracy in AOx measurements. 

The redox process for SCP has also been described using a carbon paste 

electrode modified with multiple-walled carbon nanotubes (MWCNTs) and ionic 

liquid 1-butyl-3-methylimidazolium tetrafluorborate (BMIMBF4). Different 

graphite powder and modifiers compositions were evaluated as well as different 

support electrolytes and pH for the detection of SCP. The best working 

conditions were obtained in H2SO4 0.300 mol L-1 medium as carrier electrolyte 

and 5% (% w/w) of each of the modifiers, with an irreversible cathodic process 

that was validated for application in SCP analysis in hydrolyzed milk, obtaining 

an accuracy of 94.5 to 105.7%. 
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CAPÍTULO I – INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1. Medicamentos Veterinários 

Entende-se por medicamento veterinário toda substância química, 

biológica, ou preparação manufaturada cuja administração seja aplicada de 

forma individual ou coletiva, direta ou misturada aos alimentos, destinada à 

prevenção, ao diagnóstico, à cura ou ao tratamento das doenças dos animais, 

incluindo os aditivos, suprimentos promotores, melhoradores da produção 

animal, medicamentos, vacinas, antissépticos, desinfetantes de uso ambiental 

ou equipamentos, pesticidas e todos os produtos que, utilizados nos animais ou 

no seu habitat, protejam, restaurem ou modifiquem suas funções orgânicas e 

fisiológicas, bem como os produtos destinados ao embelezamento dos animais 

[1]. 

Os medicamentos veterinários estão sendo usados em grande escala 

devido às práticas agrícolas modernas e às necessidades econômicas de 

crescimento da produção, que muitas vezes por falta de planejamento podem 

ocasionar sérios danos ao meio ambiente, aos pequenos produtores que vivem 

da agricultura familiar e ao consumidor dos produtos animais. Assim, torna-se 

evidente a necessidade de uma política de desenvolvimento sustentável que 

possibilitem a diminuição de impactos da agroindústria em escala ambiental, 

social e econômica. O Brasil sendo um dos maiores exportadores de carne 

bovina, suína, frango e peixes, obtendo-se um faturamento de US$ 2,8 bilhões 

e exportando cerca de 736.000 toneladas de carne bovina no período de 

janeiro a junho de 2016 [2]. 

Os resíduos de medicamentos veterinários são mais comuns em 

alimentos de origem animal, sobretudo quando estes animais recebem a droga 

por via injetável ou via oral [3]. A maioria dos medicamentos veterinários é 

administrada como aditivos em rações ou na água dos animais para prevenir 

patologias ou melhorar o crescimento destes e, também como agentes 

terapêuticos [4].  
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Os medicamentos veterinários são subdivididos em classes de acordo 

com suas funções terapêuticas: biológicos, antiparasitários, antimicrobianos, 

terapêuticos, suplementos alimentares e outros [5].  

Assim como todo medicamento, os resíduos destes medicamentos 

utilizados em medicina veterinária podem acarretar danos ao meio ambiente, 

seja contaminando solos, corpos d’água e consequentemente, chegando a 

outros animais e seres humanos e se tornando um problema de saúde pública.  

 

1.2. Monitoramento de Medicamentos Veterinários 

No Brasil, a fiscalização sobre o comércio, a fiscalização e o 

monitoramento da utilização de produtos veterinários compete ao Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento, determinando normas que orientem 

produtores, veterinários e consumidores sobre o uso consciente destes 

produtos [6]. Dentre todos os produtos comercializados e com o aumento da 

produtividade agropecuária, o MAPA instituiu em 1986 o Plano Nacional de 

Controle de Resíduos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal 

(PNCRC) que foi aprimorado em 1995. O PNCRC tem como funções principais 

o controle e a vigilância sobre os produtos comercializados, visando impedir a 

extrapolação dos limites máximos de resíduos (LMR’s) de substâncias 

permitidas, assim como a ocorrência de outras não autorizadas pela legislação 

do país. O programa baseia-se na coleta de diversas amostras de animais 

abatidos e vivos ou produtos derivados da produção animal, destinados a 

alimentação humana [7]. 

É cada vez maior a preocupação pública em relação a estes 

medicamentos veterinários e os seus possíveis efeitos na saúde humana e em 

espécies animais importantes para o equilíbrio do ecossistema. Tais 

substâncias que incluem os hormônios naturais e sintéticos, fitoestrógenos, 

pesticidas, compostos utilizados na indústria são suspeitas de causar alteração 

no sistema endócrino, além de apresentar uma variedade de rotas de 

exposição no ambiente e estão potencialmente associadas a doenças, como o 

câncer de testículo, de mama e de próstata, alterações dos órgãos 
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reprodutivos, disfunções da tireoide e problemas relacionados ao sistema 

nervoso [8]. 

 Assim como as substâncias capazes de interferir no sistema endócrino, 

outra grande preocupação dos cientistas é com o grupo dos antimicrobianos 

[9]. 

 

1.3. Antimicrobianos 

 Antimicrobianos são compostos naturais ou sintéticos capazes de 

inibir o crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias. 

A classe dos antimicrobianos pertence a uma das categorias de 

medicamentos mais utilizados em medicina veterinária, utilizadas com a 

finalidade de reduzir a mortandade de animais em função de agentes 

patogênicos, além de auxiliar o crescimento animal e a produtividade em 

diversas áreas da agropecuária. Entretanto, seu uso indiscriminado acarreta 

sérios danos ao meio ambiente e à saúde humana, podendo causar reações 

alérgicas por contato direto de pessoas com sensibilidade aos princípios ativos.  

O uso de antimicrobianos não autorizados ou o não cumprimento das 

orientações de administração dos antimicrobianos autorizados pode resultar na 

presença de níveis elevados de resíduos de antimicrobianos nos produtos 

alimentares. Por este motivo, o controle de resíduos de antimicrobianos em 

alimentos deve constituir um programa de vigilância e o conhecimento da 

dimensão da exposição da população a esses compostos é de fundamental 

importância para nortear as ações de controle, visando à proteção do 

consumidor [10]. 

A utilização dos antimicrobianos não está restrita aos tempos recentes 

de desenvolvimento da medicina. Os primeiros relatos de seu uso datam de, 

aproximadamente, três mil anos quando os chineses utilizaram casca de soja 

mofada para o tratamento furúnculos, abscessos e infecções similares [11]. 

Resquícios de tetraciclina foram encontrados em esqueletos humanos da 

antiga Núbia Sudanesa, datados de 350 a 550 dC [12,13]. Também durante a 

Idade Média, substâncias de diferentes origens eram utilizadas como 
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antimicrobianos, mas, sem o conhecimento de suas propriedades químicas. 

Apenas a partir do século XVI, com o desenvolvimento das práticas 

laboratoriais, é que se tornou possível o estudo dos medicamentos usados pela 

medicina popular. 

As bactérias foram identificadas pela primeira vez por van Leeuwenhoek 

por volta dos anos 1670, após a invenção do microscópio. Porém, somente no 

século XIX a possibilidade destes micro-organismos serem causadores de 

processos infecciosos começou a ser levantada. Esta hipótese surgiu após os 

elegantes experimentos de Louis Pasteur, que demonstrou que algumas 

linhagens de bactérias eram importantes para processos de fermentação e, 

também, que as bactérias eram de ampla distribuição pelo meio ambiente [14]. 

O pesquisador Paul Ehrlich foi responsável pelos conceitos primários de 

que uma substância química poderia interferir com a proliferação de micro-

organismos, em concentrações toleráveis pelo hospedeiro. Em 1910, Ehrlich 

desenvolveu o primeiro antibiótico de origem sintética, o Salvarsan, usado 

contra sífilis [15]. Em setembro de 1928, Alexander Fleming avaliando 

propriedades antibacterianas conhecidas do mofo e buscando resolver 

problemas como a purificação e a estabilidade de substancias ativas do mofo, 

isolou o Penicillium [16] e alguns anos depois um equipe de Oxford sendo 

liderados por Howard Florey e Ernest Chain publicaram um artigo descrevendo 

a purificação de quantidade suficiente de penilina suficiente para testes clínicos 

[17]. 

Em 1935 Gerhard Domagk descobriu que o corante vermelho prontosil 

apresentava atividade in vivo contra infecções causadas por espécies de 

Streptococcus. No mesmo período, a descoberta da penicilina por Alexander 

Fleming ocorreu enquanto ele estudava culturas de Staphylococcus aureus ,  

revolucionando o tratamento das infecções bacterianas. A atividade da 

penicilina era superior à das sulfas estudadas  por Domagk  e a demonstração 

de que fungos produziam substâncias capazes de controlar a proliferação 

bacteriana motivou uma nova frente de pesquisas na busca de antimicrobianos 

[18]. Sua metodologia, então levou à produção e distribuição em larga escala 

em 1945. 
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A descoberta dos três primeiros antimicrobianos, Salvarsan, Prontosil e 

penicilina, foi de grande importância, pois esses estudos estabeleceram os 

paradigmas para futuras pesquisas sobre descoberta de drogas. Após o 

processo de industrialização da penicilina, durante a Segunda Guerra Mundial, 

foi observado um rápido crescimento no desenvolvimento de novos 

antimicrobianos. Os caminhos, seguidos por outros pesquisadores, resultaram 

em uma série de novos antibióticos, alguns dos quais chegaram até o leito do 

paciente. O período entre as décadas de 1950 e 1970 foi de fato a era de ouro 

da descoberta de novas classes de antibióticos, sem novas classes 

descobertas desde então. Após esse período o declínio da taxa de descoberta 

de novos antibióticos se deu de forma natural, e o foco principal para o 

desenvolvimento de novos medicamentos voltou-se para o combate à 

resistência emergente de patógenos aos antimicrobianos já existentes [19].  

Mesmo antes do uso extensivo da penicilina, algumas observações 

sugeriram que as bactérias poderiam destruí-la por degradação enzimática 

[20]. Este fato ocorre devido à exposição repetida a um antibiótico pode levar 

ao surgimento de subpopulações seletivas da mesma bactéria ou de bactérias 

relacionadas, agora resistentes ao agente terapêutico. Os Centros de Controle 

e Prevenção de Doenças (CDC) observam que aproximadamente 2 milhões de 

pessoas são infectadas com bactérias que são resistentes a antibióticos, e 

aproximadamente 23.000 pessoas morrem anualmente por causa dessas 

infecções [21]. Mecanismos de resistência microbiana incluem permeabilidade 

celular alterada (levando a uma concentração intracelular muito diminuída da 

droga), aumento do efluxo do antibiótico da célula, e elaboração de enzimas 

desativadoras que alteram a interação do antibiótico nos locais de ligação 

dentro da parede celular ou citoplasma [22].  

Os mecanismos de resistência bacteriana geralmente podem variar 

desde A redução da permeabilidade da membrana celular nos compostos beta-

lactâmicos, quinolonas e vancomicina. A resistência microbiana às tetraciclinas 

e quinolonas é frequentemente mediada pelo aumento do efluxo do antibiótico 

da célula. A desativação enzimática pelas beta-lactamases é o mecanismo 

comum de resistência a penicilinas e cefalosporinas. A resistência aos 

aminoglicosídeos pode resultar do transporte alterado da membrana 
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citoplasmática (influxo) ou de enzimas intracelulares (por exemplo, 

fosfotransferases e acetiltransferases) que desativam a droga. Estes 

mecanismos de resistência podem ser adquiridos através de mutações nos 

genes que codificam para o alvo ou proteínas de transporte afetadas. Como as 

células bacterianas sem as mutações adaptativas sucumbem à ação do 

antibiótico, a subpopulação que possui a mutação adaptativa continua a se 

replicar, substituindo a população original por uma resistente [23]. Além de 

conduzir à resistência antimicrobiana tanto em bactérias do intestino humano e 

animal, como em bactérias comuns do meio ambiente, que em meio aquático 

possibilitam a disseminação de diversas classes de bactérias resistentes [24]. 

Os antimicrobianos podem ser classificados segundo inúmeros critérios, 

dentre eles: estrutura química, ação biológica, espectro e mecanismo de ação 

e origem. Segundo o critério de estrutura química eles podem ser: derivados de 

aminoácidos, derivados de açúcares ou derivados de acetatos e proprionatos. 

De acordo com a origem ou processo de obtenção podem ser: naturais (obtidos 

por fermentação), biossintéticos (obtidos de um precursor de fermentação), 

sintobióticos (obtidos exclusivamente por síntese) ou semissintéticos (obtidos 

por fermentação e síntese) [25]. 

Segundo sua ação biológica podem ser: bactericidas, quando causam a 

morte da bactéria, ou bacteriostáticos, quando promovem a inibição do 

crescimento microbiano. 

De modo geral os antimicrobianos podem ser classificados por diversas 

variáveis como observa-se na Tabela 1 [26]:  
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Tabela 1. Classificação de antimicrobianos 

VARIÁVEL CLASSIFICAÇÃO EXEMPLO 

Mecanismos 

suscetíveis 

Antibacterianos Beta-lactâmico 

Antifúngicos Griseofulvina 

Antivirais Aciclovir 

Antiparasitários Piremetamina 

Origem do 

Antimicrobiano 

Antibióticos produzidos por 

microorganismos 
Aminoglicosídeo 

Quimioterápicos: sintéticos Sulfonamidas 

Atividade 

antibacteriana 

Bactericida Quinolonas 

Bacteriostático Macrolídeo 

Mecanismo de ação 

Alteração da parede celular Beta-lactâmico 

Alteração da membrana 

citoplasmática 
Anfotericina B 

Interferência na replicação 

cromossômica 
Antifúngicos/antivirais 

Inibição síntese protéica Aminoglicosídeos 

Inibição metabólica Sulfonamida 

Espectro de ação 

Gram positivas (*) Penicilina 

Gram negativas (**) Aminoglicosídeos 

Amplo espectro Cloranfenicol 

Ativo sobre protozoários Tetraciclina 

Ativo sobre fungos Nistadina 

Ativo sobre espiroquetas Eritromicina 

Ativo sobre riquétsias, 

micoplasma e clamídias 
Macrolídeo 

Ativo sobre micobactérias Estreptomicina 

Ativo sobre algas Anfotericina B 

(*)possuem parede celular com uma única e espessa camada de peptideoglicanos. Quando 
este tipo bacteriano entra em contato com a coloração de Gram adquirem a cor púrpura ou azul 
quando fixada com cristal violeta. 
(**)possuem parede celular mais delgada e apresentam uma segunda membrana lipídica, 
diferente da membrana plasmática. Quando em contato com a coloração Gram o lipídio da 
membrana mais externa é dissolvido no álcool e libera o primeiro corante, o cristal violeta. 
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1.4. Ácido oxolínico (AOx) e Sulfaclorpiridazina (SCP) 

O ácido oxolínico (AOx) é um composto antimicrobiano do grupo das 

quinolonas, derivado do ácido nalidíxico. Atua principalmente contra bactérias 

gram-negativas, em especial contra a bactéria Enterobacteriaciae [27]. Sua 

atuação se dá por inibição da DNA girasse ou DNA topoisomerase [28]. O 

composto é autorizado em medicina veterinária em peixes, porcos, bovinos e 

aves. 

Sua toxicidade é baixa em animais adultos, sendo seus valores de LD50 

em ratos adultos acima de 1890 mg kg-1, entretanto esse valor de LD50 diminui 

aproximadamente 10 vezes quando avaliado em ratos recém nascidos [29]. 

O período de 1980-2000 marcou o mercado de antimicrobianos pela 

introdução da classe das fluoroquinolonas sintéticas desenvolvidas a partir do 

ácido nalidíxico (Figura 1).  

 

Figura 1. Estrutura do ácido nalidíxico (Ácido-1-etil-1,4-diidro-7-metil-4-oxo-1,8-
naftiridino-3-carboxílico. 

 

Na década de 70, foram introduzidos na medicina terapêutica dois outros 

compostos relacionados com o ácido nalidíxico, o ácido oxolínico e a 

cinoxacina. 

Pequenas diferenças estruturais no núcleo das quinolonas permitem 

dividí-Ias em quatro grupos: naftiridinas, cinolinas, piridopirimidinas e 

quinolinas. Modificações estruturais dos grupos químicos ligados ao núcleo 

básico 4-quinolona produziram importantes alterações na atividade 
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antimicrobiana, nas propriedades farmacocinéticas e na toxicidade das 

quinolonas [29]. 

O principal método de análise aplicado para o AOx é a cromatografia 

líquida de alta eficiência (HPLC) [29, 30]. 

A sulfacloropiridazina (SCP) é uma sulfonamida sintética derivada da 

sulfanilamida. O composto é utilizado tanto para o tratamento de infecções do 

trato urinário quanto na medicina veterinária e em piscicultura. A SCP é um 

antimicrobiano de largo espectro, efetivo contra bactérias gram-positivas e 

gram-negativas, atuando como interferente na síntese do DNA bacteriano. A 

SCP é particularmente resistente a métodos comuns de biorremediação, sendo 

assim de grande importância o desenvolvimento de métodos para detecção e 

remediação deste contaminante [31]. 

No Brasil, tanto AOx quanto a SCP são monitorados pelo Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) em diferentes matrizes de 

origem animal e divulgados no Plano Nacional de Controle de Resíduos e 

Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC). A amostragem 

realizada pelo MAPA e os valores de limite máximo de resíduo (LMR) para os 

dois antimicrobianos na avaliação mais recente publicada no PNCRC de 2018 

está descrita na Tabela 2 [32]. 
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Tabela 2. Plano de amostragem para AOx e SCP em diferentes produtos de origem 
animal publicado no PNCRC 2018. 

PLANO DE AMOSTRAGEM DE CARNES – PNCRC 2018 

Substância 
Matriz 

analisada 
Limites de referência (µg kg-1) 

N° de 
amostras 

Bovinos Equinos Suínos Aves Bovinos – 
600 

Equinos – 8 
Suínos – 600 
Aves – 600 

Ác. Oxolínico Músculo 100 100 100 100 

Sulfaclorpiridazina Músculo 100* 100* 100* 100* 

PLANO DE AMOSTRAGEM DE LEITE – PNCRC 2018 

Substância 
Matriz 

analisada 
Limites de referência (µg L-1) 

N° de 
amostras 

Ác. Oxolínico Leite 20 
600 

Sulfaclorpiridazina Leite 100* 

PLANO DE AMOSTRAGEM DE PESCADOS – PNCRC 2018 

Substância 
Matriz 

analisada 

Limites de referência (µg kg-1) 
N° de 

amostras 

Peixe de Cultivo 
Camarão de 

Cultivo 
Peixe de 

Cultivo – 60 
Camarão – 

60 
Ác. Oxolínico Músculo 100 --- 

Sulfaclorpiridazina Músculo 100* 100* 

PLANO DE AMOSTRAGEM DE OVOS – PNCRC 2018 

Substância 
Matriz 

analisada 
Limites de referência (µg kg-1) 

N° de 
amostras 

Ác. Oxolínico Ovos 10 
300 

Sulfaclorpiridazina Ovos 10* 

* LMRs para o somatório de todas as sulfonamidas presentes na amostra. Valores de 
LMR específicos para SCP não são definidos. 

. 

 

1.5. Contaminação por antimicrobianos 

O uso de fármacos na aquicultura e no trato de criações intensivas 

(bovinos, suínos e aves) representa a principal via de entrada de 

antimicrobianos no ambiente, podendo ocasionar a contaminação de 

ambientes tanto aquáticos quanto terrestres [33]. Os resíduos de 

antimicrobianos podem contaminar o meio ambiente de forma direta por meio 

de excreções ou pela utilização de estercos contaminados na fertilização do 

solo. O consumo de água contaminada com material fecal é uma importante via 

de exposição. Tanto o tipo de substância quanto a dosagem utilizada ou a 
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espécie do animal podem alterar a quantidade de medicamento que atinge o 

solo ou a água [34]. Outro fator agravante é o fato de que em alguns casos até 

95% dos medicamentos passa pelo trato intestinal dos animais sem sofrer 

qualquer processo metabólico [35], ou mesmo que degradados, alguns 

produtos do metabolismo não perdem sua atividade. Sem mencionar a 

possibilidade de que medicamentos não utilizados ou fora do prazo de validade 

sejam descartados diretamente no ambiente por descaso ou falta de 

informação. As principais vias de contaminação do ambiente podem ser, além 

do esterco animal, as lagoas de tratamento de resíduos construídas de maneira 

inadequada. Estas podem sofrer escoamento ou lixiviação dos resíduos 

chegando às águas superficiais e lençóis freáticos. Além disso, muitas vezes o 

próprio efluente ou o lodo das lagoas de tratamento é utilizado como fertilizante 

orgânico [36]. Além destas formas de contaminação há ainda os 

antimicrobianos aplicados diretamente em águas superficiais para a prática da 

aquicultura, podendo acumular grandes quantidades de resíduos destes 

compostos, alterando o ecossistema aquático da região [37]. 

Estudos específicos revelam diversos aspectos toxicológicos do 

descarte de medicamentos principalmente para fármacos em meio aquático e o 

impacto da mistura de diferentes fármacos no ambiente, que pode resultar em 

efeitos de toxicidade mais pronunciados do que aqueles causados por um 

único composto [38]. Outro estudo conduzido em 2005 mostra que misturas de 

diferentes compostos se comportam de forma imprevisível em meio aquático, e 

causam sérios efeitos em Daphnia magna, organismo aquático que funciona 

como biorregulador e muito utilizado em teste de laboratório para avaliar o risco 

de toxicidade como deformidades e aumento na mortalidade [39]. 

No que se refere ao tratamento de resíduos existem diferentes tipos de 

procedimentos, porém de forma geral, o gerenciamento de resíduos ainda é 

deficiente, tanto no tratamento quanto na disposição final destes medicamentos 

que podem se tornar tóxicos ao meio ambiente e ao homem, o que demonstra 

a necessidade de mais pesquisas sobre monitoramento e tratamento de 

efluentes [40]. 

 

1.6. Métodos eletroanalíticos 
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 Os métodos eletroquímicos de análise (eletroanalíticos) englobam uma 

série de técnicas nas quais são relacionadas grandezas elétricas como carga, 

potencial e corrente, assim como as reações químicas associadas aos 

fenômenos elétricos [41]. Esses métodos possuem numerosas aplicações, tais 

como estudos de processos de oxidação e redução em vários meios e 

mecanismos de transferências de elétrons [42]. Uma das particularidades dos 

métodos eletroanalíticos é a possibilidade, em diversos casos, de análise direta 

da amostra, sem necessidade de etapas de separação ou pré-tratamento da 

mesma, sendo possível ainda analisar amostras coloridas ou com partículas 

sólidas dispersas no meio, o que torna o método muito útil para aplicação nas 

áreas de análise ambiental, industrial e biológica [43]. Embora em algumas 

análises seja necessário o uso de etapas de eliminação de interferentes, estas 

são mais simples quando comparadas a outras metodologias de preparação 

para aplicação em cromatografia, que também requer a utilização de uma 

instrumentação mais dispendiosa [44]. Atualmente, dependendo do analito e do 

tipo de matriz avaliado, a sensibilidade de alguns métodos eletroanalíticos pode 

se aproximar ou se igualar aos valores obtidos por técnicas cromatográficas e 

espectroscópicas. 

Outra aplicação atual das técnicas eletroanalíticas na área ambiental é 

possibilitar os estudos de processos de degradação de agrotóxicos e avaliação 

dos mecanismos de redução e/ou oxidação eletroquímica, que podem auxiliar o 

estudo de formação de produtos intermediários tóxicos, ao homem e ao meio 

ambiente [45]. 

 
Dentre as diversas técnicas eletroanalíticas existentes, a voltametria é 

umas das técnicas de maior aplicação em análises de resíduos. A voltametria é 

uma técnica de potencial controlado e dinâmica (corrente elétrica ≠ 0) em que 

estudam os processos de transferência de carga que ocorrem na interface 

eletrodo/solução. Nesta técnica o potencial elétrico é variado de forma 

controlada para obter-se uma reação de transferência de elétrons (redução ou 

oxidação) entre o analito e a superfície do eletrodo de trabalho e a corrente 

resultante desta reação é medida. A resposta gráfica obtida da corrente versus 

o potencial é denominada voltamograma e possibilita a obtenção de dados 

quantitativos e qualitativos das espécies envolvidas na reação [46]. 
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A técnica precursora da voltametria foi a polarografia, desenvolvida pelo 

químico Jaroslav Heyrovsky em 1922 e que ainda é um ramo importante da 

voltametria, em que utiliza-se a superfície de uma gota de mercúrio líquido 

como eletrodo de trabalho [47]. Atualmente a célula eletroquímica 

convencionalmente utilizada é composta por três eletrodos imersos em uma 

solução contendo o analito e também um eletrólito de suporte que deve ser 

preferencialmente inerte, em concentração aproximadamente 100 vezes maior 

que a concentração do analito, facilitando a condutividade do sistema e 

garantindo uma força iônica constante, além de ser utilizado em muitos casos 

um tampão para controlar o pH do meio [46]. 

O sistema usual de três eletrodos consiste em um eletrodo de trabalho, 

onde ocorrem as reações de oxirredução de acordo com o potencial elétrico 

aplicado sobre ele, um eletrodo de referência e um contra-eletrodo ou eletrodo 

auxiliar. Os eletrodos de trabalho comuns podem ser sólidos metálicos como 

ouro e platina ou de outros materiais como carbono vítreo, pasta de carbono ou 

diamante dopado com boro, dentre outros. Ou ainda pode ser utilizada a gota 

de mercúrio em técnicas polarográficas. Todo o controle de potencial é 

realizado por um potenciostato/galvanostato frente a um eletrodo de referência 

de potencial constante, podendo este ser um eletrodo de Hg|Hg2Cl2 

(calomelano) ou mais frequentemente um eletrodo de Ag|AgCl. O terceiro 

eletrodo é um eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo que atua quando é aplicada 

uma diferença de potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de 

referência, diminuindo sua resistência de modo que toda corrente elétrica 

gerada flua entre o eletrodo de trabalho e o contra-eletrodo, evitando 

alterações no eletrodo de referência [41]. 

As técnicas voltamétricas mais aplicadas são a voltametria cíclica (CV), 

voltametria de pulso diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV). 

Todas essas técnicas tem em comum a resposta de corrente dada em função 

de uma varredura de potencial e tendo como diferencial a forma como o 

potencial elétrico é aplicado em função do tempo, assim como a forma de 

obtenção da corrente medida durante o intervalo de potencial. 
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1.7. Voltametria Cíclica 

 
A voltametria cíclica (VC) é largamente utilizada como critério de 

diagnóstico dos processos redox que acontecem na interface entre o eletrodo 

de trabalho e a solução de análise. Utilizando-se como variáveis a intensidade 

de corrente de pico (Ip), a velocidade de varredura de potencial (ν) e os 

potenciais de pico (Ep), é possível identificar processos de oxidação, redução e 

de adsorção/dessorção, o número de etapas envolvidas no processo eletródico 

ou a reversibilidade do mesmo [41]. A voltametria cíclica, como a sua própria 

denominação sugere, envolve a aplicação de ciclos nos quais a variação 

(linear) de potencial elétrico é realizada no sentido catódico (redução) ou 

anódico (oxidação) em um intervalo definido e, então o sentido de varredura é 

invertido, geralmente, até o valor inicial da varredura de potencial. O processo 

é realizado a uma velocidade de varredura constante e apresenta o perfil de 

variação de potencial elétrico semelhante ao apresentado na Figura 2, podendo 

ser realizados um ou mais ciclos sucessivos.  

 

 

Figura 2. Potencial aplicado em função do tempo para varredura em voltametria cíclica 
[48]. 

 

A voltametria cíclica tem larga utilização em análises qualitativas, 

entretanto não é aplicada normalmente para fins de quantificação de baixas 

concentrações de analito, uma vez que o modo de variação linear de potencial 
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não permite a discriminação entre a corrente faradáica, gerada por processos 

de oxidação ou redução de espécies eletroativas e a corrente capacitiva, 

originada do processo de carregamento da dupla camada elétrica na superfície 

do eletrodo de trabalho [41].  

 

1.8. Voltametria de Pulso Diferencial  

 Com a finalidade de minimizar a contribuição da corrente capacitiva nas 

medidas voltamétricas utilizam-se as técnicas de pulso. A primeira delas é a 

voltametria de pulso diferencial (DPV). Na voltametria de pulso diferencial 

(DPV), do inglês “differential pulse voltammetry”, pulsos de amplitude fixos 

sobrepostos a uma rampa de potencial crescente são aplicados ao eletrodo de 

trabalho [49]. A corrente é medida duas vezes, uma antes da aplicação do 

pulso e outra ao final do pulso, nos pontos assinalados por “S1 e S2” na Figura 

3. A primeira corrente é instrumentalmente subtraída da segunda, e a diferença 

das correntes é plotada versus o potencial aplicado. O voltamograma resultante 

consiste de picos de corrente de forma gaussiana, cuja área deste pico ou a 

altura é diretamente proporcional à concentração do analito [49]. 

 

  

  

S1 

S2 
(A) 

(B) 
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Figura 3. (A) Perfil básico de variação de potencial em função do tempo em DPV. (B) 
Perfil de voltamograma obtido em DPV. 

 

O objetivo de se realizar duas leituras da corrente e de se trabalhar com 

a diferença entre elas, é diminuir a influência da corrente capacitiva. À medida 

que se aplica o pulso, ocorre um decréscimo da contribuição da corrente 

capacitiva e da corrente faradáica, mas a corrente capacitiva diminui 

exponencialmente, enquanto que a corrente faradáica diminui linearmente; 

assim, escolhendo-se um tempo apropriado para fazer a segunda leitura, faz-

se a leitura da corrente total a um valor de corrente onde a contribuição da 

corrente capacitiva pode ser desconsiderada. 

 

 

1.9. Voltametria de onda quadrada 

 A voltametria de onda quadrada (SWV), do inglês “square-wave 

voltammetry”, tem a aplicação de pulsos de potencial de forma semelhante a 

DPV entretanto, a técnica utiliza uma variação de potencial na forma de onda, 

aliada a uma rampa de potencial na forma de escada. De modo geral, são 

aplicados pulsos de forma simétrica, tanto no sentido direto quanto no sentido 

reverso da varredura. A corrente medida é a resultante da soma dessas duas 

correntes, o que permite aumentar a sensibilidade da técnica. A Figura 4A 

mostra o esquema básico de aplicação de pulsos em onda quadrada e o perfil 

de um voltamograma para um sistema reversível obtido por SWV (Figura 4B). 

Em sistemas totalmente irreversíveis tende-se a observar uma menor 

amplificação da medida de corrente resultante, pois a contribuição de corrente 

elétrica faradáica na varredura reversa é pouco significante. 
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Figura 4. (A) Perfil básico de variação de potencial em função do tempo em SWV; (B) 
Voltamogramas de onda quadrada para um sistema reversível. 

 

1.10. Eletrodos de trabalho 

 A base de eletroanálise é a reação na superfície do eletrodo de trabalho. 

O tipo de eletrodo de trabalho utilizado pode influenciar fortemente na eficiência 

das reações, portanto suas propriedades são essenciais para o sucesso do 

método proposto. O eletrodo de trabalho deve apresentar alta razão sinal-ruído 

e boa precisão intermediária [50]. Além disso, fatores como o intervalo de 

potencial, propriedades mecânicas e o custo de fabricação devem ser 

considerados para a escolha adequada de um eletrodo de trabalho [43]. 

Eletrodos a base de carbono tem sido largamente usados em eletroanalítica. 

Devido às propriedades do carbono estes eletrodos são muito propensos à 

transferência de elétrons, além de outros fatores favoráveis ao seu uso, como 

ampla janela de potencial de trabalho, baixa corrente de fundo, as 

possibilidades de funcionalização de sua superfície e seu baixo custo. 

 

1.11. Eletrodo de Carbono Vítreo (GCE) 

 O carbono vítreo como material utilizado na confecção de eletrodos foi 

desenvolvido em 1962 a partir de uma resina fenólica. Os materiais de carbono 

vítreo podem ser formados por meio de um programa de aquecimento 

controlado (acima de 1200 ºC) de um material de resina polimérico (fenol-

formaldeído) em uma atmosfera inerte [51].  
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Sua estrutura apresenta propriedades físicas interessantes em 

comparação com outros alótropos de carbono. Primeiramente, o seu método 

de formação permite que os artefatos produzidos tenham diversas formas 

possíveis, além disso, o carbono vítreo apresenta uma taxa de oxidação muito 

baixa, mesmo em temperaturas elevadas, indicando uma maior resistência a 

ataques químicos do que outros tipos de carbono. Esta propriedade, 

juntamente com o tamanho extremamente pequeno dos poros do carbono 

vítreo faz com que ele seja um material bastante atrativo para preparação de 

eletrodos inertes, podendo ser utilizado inclusive em meios altamente 

corrosivos, como em ácido fluorídrico concentrado [51]. Na Figura 5 está 

representada a estrutura final obtida após tratamento térmico, juntamente com 

a microscopia eletrônica de alta resolução da superfície do carbono Vítreo 

[52,53]. 

 

 
Figura 5. Modelo estrutural e microscopia eletrônica de alta eficiência para o carbono 
vítreo. Fonte: [52, 53]. 

 

1.12. Eletrodo de Pasta de Carbono 

Este eletrodo é constituído de duas fases, uma delas é de carbono 

(eletroquimicamente ativa) e outra inerte (aglutinante e não condutora). E o 

preparo da pasta consiste na mistura física desses dois componentes. O pó de 

grafite deve ter alta pureza química, baixa capacidade de adsorção de oxigênio 

e impurezas eletroativas contidas na solução, além de apresentar uma 

distribuição granulométrica uniforme [54]. O aglutinante, responsável pela 

consistência da pasta, deve preencher os espaços entre as partículas de 
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grafite, deve ser eletroinativo, quimicamente inerte, imiscível com a água (ou 

outros solventes), possuir baixa volatilidade e não conter impurezas.  

Uma das mais importantes vantagens do eletrodo de pasta de carbono 

sobre todos os outros eletrodos sólidos está na possibilidade de renovação da 

superfície do eletrodo a cada medida, se necessário. Diversas análises 

apresentam adsorção de produtos na superfície do eletrodo, assim essa 

renovação é extremamente importante nestes casos para se evitar uma 

passivação da superfície do eletrodo. Outra importante propriedade é a baixa 

corrente residual, que é menor que nos eletrodos de grafite pirolítico e de 

carbono vítreo. Por último, a sua maior superfície ativa para as mesmas 

dimensões geométricas comparado a outros eletrodos a base de grafite exibe 

uma maior absortividade das substâncias em sua superfície, tornando-o mais 

sensível [55]. 

 Em 1958 foi desenvolvido o primeiro eletrodo de pasta de carbono (EPC) 

na tentativa de preparar um eletrodo gotejante constituído de pó de grafite e 

tribromometano para ser utilizado em regiões de potenciais positivos (anódicos) 

onde o eletrodo gotejante de mercúrio (EGM) apresenta sérias limitações 

devido à oxidação do mercúrio metálico. O eletrodo não apresentou resultados 

satisfatórios, devido à alta resistência elétrica causada pelo aglutinante 

(componente líquido orgânico) utilizado na preparação, porém a construção do 

EPC foi de extrema importância no desenvolvimento de novos procedimentos 

eletroanalíticos [56]. 

 

1.13. Eletrodos Quimicamente Modificados (EQM) 

 O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM) foi introduzido no 

jargão eletroquímico por Murray et al. em 1975 para designar eletrodos com 

espécies quimicamente ativas, deliberadamente imobilizadas em suas 

superfícies, com o objetivo de pré-estabelecer e controlar a natureza físico-

química da interface eletrodo/solução [57]. A modificação deliberada da 

superfície do eletrodo sendo uma forma de impor e controlar sua reatividade 

e/ou seletividade, possibilita o desenvolvimento de eletrodos para vários 

propósitos e aplicações. A grande maioria das aplicações analíticas de EQMs 
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envolve técnicas voltamétricas ou amperométricas. Entretanto também são 

descritos na literatura alguns casos de aplicação de EQMs como eletrodos íon 

seletivos [58]. A escolha do material como eletrodo base, cuja superfície será 

modificada, é um aspecto muito importante na preparação de um EQM. Este 

substrato deve apresentar características eletroquímicas apropriadas e também 

ser adequado para o método de modificação escolhido. 

 De modo geral podemos destacar as principais funções de um eletrodo 

modificado: 

- acumulação ou pré-concentração 

Consiste em pré-concentrar o analito de interesse na superfície modificadora 

através da interação química seletiva entre a espécie a ser acumulada e o 

modificador, aumentando a sensibilidade do método. Os principais mecanismos 

de acumulação podem envolver os processos de complexação, troca iônica, 

ligação covalente, quimissorção e extração [59]. 

- Transformação química 

Promover a reação seletiva entre um analito inicialmente eletroinativo e um 

reagente adequado que pode ser imobilizado ou misturado ao eletrodo 

promovendo a alteração físico-química das suas propriedades permitindo a 

transferência de elétrons entre analito e eletrodo [59]. 

- eletrocatálise 

A finalidade deste processo é reduzir a energia de ativação da transferência 

eletrônica aumentando a velocidade da reação e, consequentemente favorecer 

a intensidade do sinal analítico medido. A eletrocatálise é caracterizada por um 

deslocamento do potencial de pico do processo eletródico para valores mais 

próximos de zero, tanto na redução quanto na oxidação. Este efeito de redução 

do potencial proporciona uma melhora da seletividade do método, uma vez que 

a aplicação de potenciais mais baixos diminui a eletrólise outras espécies 

presentes na amostra. 

 Dentre os principais métodos para modificação de eletrodos podem ser 

enumerados a adsorção que consiste na imersão do eletrodo não modificado 

em um solvente contendo o modificador e a interação entre ele e o eletrodo 
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base se dá por interações físicas [58]. Este processo pode apresentar a 

desvantagem da modificação se estabelecer em uma fina camada superficial 

do eletrodo. A modificação pode se dar por ligação covalente envolvendo a 

ligação de organossilanos à superfície do eletrodo ou modificando superfícies 

de carbono com grupos nitrogenados, oxigenados e outros, formando-se uma 

modificação bastante estável, muitas vezes utilizada para imobilização de 

enzimas. O recobrimento com membranas poliméricas condutoras ou 

permeáveis à espécie de interesse podendo ser utilizado o recobrimento por 

imersão (dip-coating), eletrodeposição, entre outros. Ou ainda pode ser feita a 

utilização de materiais compósitos formados por duas ou mais fases de 

naturezas diferentes que ao se combinarem apresentam propriedades 

diferentes das suas fases isoladas, sendo o eletrodo de pasta de carbono e 

suas possíveis modificações um dos principais representantes dessa classe de 

compostos. 

 

1.14. Sensores utilizando líquidos iônicos e nanotubos de carbono 

Líquidos iônicos (LI) são definidos como compostos formados somente 

por íons (normalmente um carbocátion e um ânion) e que possuem 

temperatura de fusão abaixo de 100 °C devido à suas fracas interações 

iônicas. O primeiro LI, o nitrato de etilamônio, foi relatado por Paul Walden em 

1914 e tem sido alvo de inúmeros trabalhos nos últimos 20 anos [60].  

Os LI apresentam diversas propriedades úteis para aplicação em 

eletroquímica como estabilidade, alta condutividade elétrica, baixa pressão de 

vapor, miscibilidade intermediária tanto em solventes aquosos quanto 

orgânicos e toxicidade relativamente baixa, o que torna seu uso 

ambientalmente favorável [61]. Devido a estas características o uso de LI em 

eletroquímica tem crescido no desenvolvimento de sensores e biosensores 

[62], podendo ser combinado com complexos metálicos, nanopartículas e 

polímeros [63]. Consequentemente, podem ser aplicados na detecção de 

substâncias orgânicas, farmacêuticas, agrotóxicos, íons metálicos e até 

explisivos [64]. 
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A formação de compósitos de LIs aliados aos nanotubos de carbono 

(CNTs) e suas propriedade como grande área superficial, alta transferência 

eletrônica e capacidade de modificação da superfície têm sido de grande 

interesse na construção de sensores eletroquímicos [65,66]. 

 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo geral 

Propor uma metodologia analítica utilizando técnicas voltamétricas para 

detecção e quantificação de compostos antimicrobianos. 

 

2.2. Objetivos específicos 

Identificar os processos de oxirredução para os compostos AOx e SCP em 

eletrodo de pasta de carbono; 

Escolher condições ideais para análise, tais como: eletrólito de suporte, pH 

do sistema, composição do eletrodo de trabalho e variáveis das técnicas 

voltamétricas; 

Avaliar os comportamento voltamétrico dos compostos quanto ao transporte 

de massa e reversibilidade e propor mecanismos dos processos de 

oxirredução; 

Propor a utilização de eletrodos modificados e aplicação a para análise dos 

compostos em água e/ou leite; 

Realizar a validação dos métodos propostos via análise de figuras de mérito 

para AOx e SCP. 
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CAPÍTULO II - DETERMINAÇÃO DE ÁCIDO OXOLÍNICO (AOX) EM ÁGUA 
POR VOLTAMETRIA DE VARREDURA ADSORTIVA (ADSV) 

RESUMO 

Os antibióticos usados em larga escala podem contaminar o meio 

ambiente aquático e serem ingeridos por seres humanos causando danos à 

saúde e resistência ao fármaco em longo prazo. Os métodos voltamétricos 

surgem como alternativa rápida e relativamente mais barata para a análise 

destes compostos. Um método baseado na voltametria de varredura adsortiva 

em eletrodo de pasta de carbono (CPE) foi desenvolvida e aplicada para 

determinação do ácido oxolínico (AOx) em amostra de água não tratada 

coletada na lagoa do campus da Universidade Federal de Viçosa (UFV). A 

voltametria cíclica indicou a presença de um processo anódico irreversível em 

aproximadamente +1,15 V (vs. Ag|AgCl, KCl3molL
-1) em uma solução de KOH 

0,100 mol L-1 como eletrólito de suporte. A quantificação do composto foi 

realizada por voltametria de varredura adsortiva, fixando-se um potencial 

elétrico de +1,05 V por 45 segundos para adsorção do AOx na superfície do 

eletrodo de trabalho seguido da varredura de potencial por voltametria de pulso 

diferencial (DPV). Curvas analíticas foram construídas, obtendo-se limites de 

detecção (LD) 0,0570 e 0,512 mg L-1  e os limites de quantificação (LQ) de 

0,192 e 1,707 mg L-1 na ausência de matriz e em água da lagoa da UFV, 

respectivamente. A taxa de recuperação aparente obtida para três 

concentrações de AOx na matriz de água da lagoa variou entre 98,4% e 109%. 

Palavras chave: Antimicrobiano; quinolona; Voltametria de pulso diferencial; 

eletrodo de pasta de carbono. 
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1. INTRODUÇÃO 

A produção animal é uma das atividades mais expressivas do 

agronegócio brasileiro. A fim de assegurar a produtividade e a competitividade 

do setor, a utilização de medicamentos com fins terapêuticos e de profilaxia é 

uma prática bastante comum e que comprovadamente tem resultado em maior 

produtividade e melhor qualidade dos alimentos [1]. A maioria dos 

medicamentos veterinários é administrada como aditivo alimentar ou 

adicionada à água para prevenir doenças ou melhorar o crescimento do animal 

[2]. A utilização destas substâncias no tratamento de intensivo de animais 

(bovinos, suínos e avícolas) e na aquicultura representa a principal via de 

entrada de antimicrobianos no meio ambiente e pode levar à contaminação de 

ambientes aquáticos e terrestres [3]. Eles podem entrar no meio ambiente 

como compostos ou metabólitos isolados ou conjugados [4]. 

A contaminação do meio ambiente pode ocorrer pelo uso de esterco 

animal e lodo de tratamento de efluentes contendo resíduos de medicamentos 

veterinários como fertilizante. Outras fontes de contaminação incluem a 

construção inadequada de lagoas de tratamento de resíduos, cujo conteúdo 

pode vazar ou ser lixiviado em águas superficiais e subterrâneas. Além disso, 

os medicamentos veterinários podem ser aplicados diretamente nas águas 

superficiais para controle e prevenção de doenças em psicultura e podendo se 

acumular grandes quantidades de resíduos desses compostos, alterando o 

ecossistema aquático [5]. 

Entre os medicamentos veterinários utilizados, os antimicrobianos são 

os mais prescritos [6]. Seu uso indiscriminado acarreta sérios danos ao meio 

ambiente e à saúde humana, como reações alérgicas aos princípios ativos e 

pode levar à resistência antimicrobiana de bactérias intestinais tanto em 

humanos quanto em animais, ou de bactérias ambientais comuns [7]. 

Quinolonas e fluoroquinolonas são compostos antimicrobianos 

heterocíclicos com alta atividade biológica e farmacológica [8]. Esses agentes 

antimicrobianos são razoavelmente toleráveis por seres humanos e podem ser 

amplamente utilizados contra organismos micobacterianos e anaeróbios, 

atuando pela inibição das enzimas bacterianas DNA girase e topoisomerase IV 
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[9]. O primeiro agente antimicrobiano da classe das quinolonas foi sintetizado 

em laboratório na década de 1960 pela obtenção do ácido nalidíxico como 

subproduto da síntese de compostos antimaláricos [10]. Desde então, diversas 

modificações estruturais do ácido nalidíxico resultaram na segunda, terceira e 

quarta gerações de quinolonas e fluoroquinolonas, que são eficazes contra 

bactérias gram-negativas e gram-positivas, gerando antibióticos mais efetivos e 

com amplo espectro de atividade [11]. Alguns destes compostos tem sido 

utilizados com sucesso no tratamento de algumas doenças em humanos 

[12,13] e amplamente empregados na composição de medicamentos 

veterinários [14-16]. 

O ácido oxolínico (AOx), i.e. ácido 5-etil-5,8-dihidro-8-oxo-1,3-

dioxolo[4,5-g]quinolina-7-carboxílico (Figura 6) é uma droga antibiótica de largo 

espectro da segunda geração de quinolonas, e amplamente utilizado no 

tratamento de doenças causadas por bactérias Gram-negativas [17]. Embora 

seu uso tenha sido descontinuado em alguns países e substituído por outras 

fluoroquinolonas mais eficientes, o AOx ainda é utilizado no tratamento de 

infecções dos sistemas intestinal e urinário causadas por bactérias como a 

Salmonella [18]. O composto também é de amplo uso veterinário, sendo 

monitorado no Brasil em bovinos, suínos, equinos, aves, leite, ovos e peixes 

[19].  

 

 

 

Figura 6.  Estrutura molecular do ácido oxolínico (AOx). 
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Diversos métodos analíticos tem sido desenvolvidos para a 

determinação de AOx em diferentes matrizes. Dentre todos os métodos, 

aqueles que aplicam cromatografia são os mais utilizados, sendo a 

cromatografia gasosa, uma das técnicas inicialmente abordadas para 

quantificação de quinolonas como o AOx em peixes [20,21]. Outros trabalhos 

descrevem derivatização do analito em análise por cromatografia líquida e 

detecção por luminescência [22,23].  

A cromatografia líquida de ultra-alta eficiência também foi utilizada para 

detecção de AOx juntamente a outras quinolonas em amostras de carne [24] e 

peixes [25]. A técnica de cromatografia líquida acoplada à espectrometria de 

massas foi empregada para determinação de quinolonas em músculo e rins de 

aves [26]. Além das diversas pesquisas envolvendo análises de amostras de 

origem animal, a cromatografia líquida também foi usada no monitoramento da 

presença de antibióticos em amostras de água [27,28]. Outros métodos não 

cromatográficos, baseados em técnicas eletroforéticas [29,30] e 

espectrofluorimétricas [31] tem sido utilizadas como alternativas para análise 

destes compostos. Embora exista um número considerável de trabalhos e 

diferentes metodologias empregadas na detecção do AOx, até o presente ano 

não se encontra nas fontes de pesquisa nenhum trabalho para determinação 

deste composto por técnicas voltamétricas. 

Recentemente, as técnicas voltamétricas têm sido tratadas como 

alternativas viáveis à cromatografia para análises de diversos contaminantes, 

devido ao seu baixo custo e à possibilidade da utilização de instrumentos 

portáteis para análises in loco.  Além disso, realizam medidas em soluções 

coloridas ou na presença de material particulado disperso em solução, 

permitindo análises diretamente na matriz, o que se torna inviável em técnicas 

cromatográficas. Desta forma muitos trabalhos têm desenvolvido métodos 

voltamétricos rápidos, sensíveis, precisos e reprodutivos aliados a um baixo 

consumo de reagentes e normalmente, sem a necessidade de etapas 

complexas de extração ou pré-tratamento das amostras [32]. Em virtude do uso 

ou descarte inadequado de diversos medicamentos veterinários e da 

necessidade da avaliação da qualidade das fontes naturais de água a um custo 

mais baixo e em menor tempo, o objetivo deste trabalho foi desenvolver uma 
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nova metodologia voltamétrica para detecção e quantificação do antibiótico 

AOx  em água. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Reagentes e solução estoque de ácido oxolínico 

Neste trabalho foram utilizados reagentes de grau analítico e sem 

nenhuma etapa prévia de purificação. Ácido oxolínico (Ácido 5-etil-8-oxo-5,8-di-

hidro[1,3]dioxole[4,5-g]quinolina-7-carboxílico) e KOH foram obtidos da Sigma-

Aldrich (FLUKA, padrão analítico, Bélgica). Em alguns experimentos iniciais 

foram necessários álcool etílico absoluto (padrão analítico) e duas soluções 

tamponantes, preparadas com ácido acético glacial (99,7%), ácido bórico 

(99,5%), ácido fosfórico (>85%) e carbonato de potássio (99,0%), todos obtidos 

da Vetec (Brasil). 

 Antes do preparo da solução estoque, foram realizados testes de 

solubilidade de AOx em dois tubos de Eppendorf nos quais comparou-se 

visualmente a solubilidade de 1,000 mg de AOx em 1,00 mL de etanol e 

solução aquosa de KOH 0,100 mol L-1, respectivamente. Com base nesta 

observação e visando-se uma melhor solubilização do composto, a solução 

estoque do antimicrobiano foi preparada pela dissolução do mesmo em 50,00 

mL de KOH 0,100 mol L-1, resultando em uma solução final com concentração 

1,000 g L-1 (38,30 mmol L-1). A solução estoque de AOx  foi preparada 

previamente e mantida sob refrigeração (abaixo de 10 °C).  As soluções 

diluídas contendo o analito foram sempre preparadas no mesmo dia das 

análises, pela transferência quantitativa de alíquotas da solução estoque para 

uma célula voltamétrica convencional e posterior diluição para um volume final 

de 10,00 mL, utilizando-se água deionizada com resistividade menor que 18,2 

MΩ cm-1 (Milli-Q System, Millipore, USA).   
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2.2. Medidas voltamétricas 

 Todas as medidas voltamétricas foram realizadas em um 

potenciostato/galvanostato PGSTAT 128 N Autolab potentiostat (Eco-Chemie, 

Utrecht, The Netherlands) interfaciado a um computador pelo software GPES 

(versão 4.9). Foi utilizada uma célula eletroquímica convencional de 50 mL 

equipada com arranjo de três eletrodos, um eletrodo de referência Ag|AgCl, 

KCl3mol/L, um eletrodo auxiliar de platina e um eletrodo para compactação de 

pasta de carbono (CPE) como eletrodo de trabalho de área geométrica 

superficial igual a 0,283 cm2. Todos os eletrodos foram adquiridos da 

Metrohm® (Switzerland). A pasta de carbono foi preparada pela mistura de 

grafite em pó (Merck®) e óleo mineral (Acros Organic®) em proporções 

adequadas. A mistura resultante de cada proporção foi dispersa em hexano 

(Sigma-Aldrich®) e agitada por aproximadamente 2 horas por um agitador 

magnético (CORNING, PC-420D) até a evaporação completa do solvente. 

Posteriormente, a pasta de carbono preparada foi seca em temperatura 

ambiente. Para realização das medidas voltamétricas a pasta de carbono foi 

inserida no eletrodo, evitando-se a formação de espaços vazios no seu interior 

e de forma a obter-se uma superfície homogênea. Após cada medida 

voltamétrica foi realizada a renovação da superfície eletródica retirando-se uma 

camada superficial de pasta do eletrodo, compactando-se novamente uma 

pequena quantidade de pasta de carbono. 

Para aplicação do método foi utilizada uma amostra autêntica de água 

doce não potável, classe 3, que pode ser destinada ao abastecimento para 

consumo humano após tratamento convencional ou avançado e à irrigação de 

culturas [33]. Esta amostra de água foi coletada na lagoa do campus da 

Universidade Federal de Viçosa (UFV). A lagoa funciona como um reservatório 

do Ribeirão São Bartolomeu e fornece abastecimento de água para o campus 

da UFV e para grande parte do município de Viçosa-MG. A amostra foi 

coletada próximo à Divisão de Tratamento de Água (ETA) da UFV a uma 

profundidade de aproximadamente 30 cm da superfície e não foi submetida a 

nenhum processo de purificação antes das análises. 
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2.3. Detecção eletroquímica de AOx e validação do método 

Foram aplicadas três técnicas voltamétricas para detecção de AOx: 

voltametria cíclica (CV), voltametria de pulso diferencial (DPV) e voltametria de 

onda quadrada (SWV). A técnica CV foi utilizada para caracterização dos 

processos eletródicos do antibiótico, enquanto as duas técnicas de pulso, DPV 

e SWV foram aplicadas visando à quantificação mais sensível e precisa do 

analito. Todas as medidas foram realizadas a temperatura ambiente e no 

mínimo, em triplicatas. 

Devido a ausência de trabalhos anteriores envolvendo detecção 

voltamétrica do AOx, inicialmente foi feita uma investigação sobre a 

eletroatividade do composto bem como o eletrólito de suporte  e o pH em que o 

processo redox seria favorecido. Após a escolha dos melhores parâmetros 

instrumentais e da técnica eletroanalítica mais sensível, uma curva analítica foi 

construída pela adição de alíquotas da solução estoque de AOx (intervalo de 

concentração final de AOx entre 0,500 – 40,00 mg L-1) à célula eletroquímica 

contendo a solução de eletrólito de suporte. A partir das intensidades de 

correntes de pico em função da variação de concentração de AOx, foi obtida 

uma regressão linear pelo método de mínimos quadrados. O método foi 

aplicado em diferentes situações: (i) adição de solução padrão em água 

deionizada e (ii) adição de solução padrão na presença de uma matriz de água 

não potável.  

O método ainda foi validado por ensaios de repetibilidade, precisão 

intermediária e exatidão, realizada diretamente na amostra de água da lagoa. 

As soluções para este estudo foram preparadas pela adição de volumes 

adequados de solução estoque de AOx e de eletrólito de suporte a 9,00 mL de 

amostra de água de lagoa, obtendo-se um volume final de 10,00 mL para a 

solução de análise.  

A exatidão do método foi determinada por método de adição de padrão 

de AOx à amostra de água em três níveis diferentes de concentração do 

analito. Por outro lado, a precisão foi avaliada por ensaios de repetibilidade 
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sendo realizadas sete repetições das análises em soluções diferentes, de uma 

mesma amostra, para cada nível de concentração de AOx no mesmo dia de 

trabalho. Enquanto a precisão intermediária por comparação das medidas 

realizadas em soluções diferentes preparadas em cinco dias diferentes de 

trabalho, para cada nível de concentração do analito. 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

3.1. Estabilidade da solução estoque de AOx 

 A avaliação da estabilidade da solução estoque de AOx foi realizada, 
retirando-se a cada semana uma alíquota desta solução e preparando-se uma 
solução 100,0 mg L-1 para análise em triplicata. Na Figura 7 pode observar a 
variação de Ipa ao longo das semanas e verificou-se que a partir da oitava 
semana após o preparo da solução estoque, a intensidade de corrente 
apresentou queda superior a 10%. Dessa forma evitou-se utilizar grandes 
quantidades de uma mesma solução estoque durante períodos de tempo 
prolongados. 
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Figura 7. Avaliação da estabilidade da solução estoque de AOx, a partir da análise por de 
DPV em CPE de solução 100,0 mg L-1 preparada em KOH 0,100 mol L-1. 

 

3.2. Escolha do eletrodo de trabalho 

 Como parte de escolha das melhores condições para análise de AOx 

foram avaliados dois eletrodos de trabalho: um eletrodo de carbono vítreo 

(GCE) com área geométrica de 0,127 cm2 e um eletrodo de pasta de carbono 

(CPE) de composição 70:30 % (m/m) grafite/óleo mineral, com área geométrica 
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de 0,283 cm2. A Figura 8A apresenta os voltamogramas obtidos para análise 

de AOx nos dois eletrodos, podendo ser observado um maior valor de Ipa e 

menor Epa para o CPE. Entretanto a maior área geométrica deste eletrodo 

favorece este ganho de corrente em relação ao GCE. Assim foi calculado como 

mostra a Figura 8B a densidade de corrente para cada um dos eletrodos, 

permitindo a comparação de suas eficiências em função apenas da interação 

entre o analito e o material de sua superfície, sem a influência das áreas 

geométricas de cada um. Ainda assim, o CPE possui maior densidade de 

corrente, o que favorece as condições de análise do AOx.    
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Figura 8. (A) Voltamogramas de AOx 100,0 mg L-1 em diferentes eletrodos de trabalho 
(GCE e CPE); (B) Densidade de corrente obtida para GCE e CPE. Eletrólito de suporte: 
KOH 0,100 mg L-1. 

 

3.3. Comportamento voltamétrico do ácido oxolínico 

A voltametria cíclica (CV) foi utilizada para caracterizar os possíveis 

processos de oxirredução do analito. O primeiro estudo voltamétrico do AOx foi  

realizado na faixa de potencial elétrico positivo entre 0,0 V e + 1,7 V vs 

Ag|AgCl,KCl3M em solução de eletrólito de suporte KOH 0,1 mol L-1 e CPE 

como eletrodo de trabalho composto por pó de grafite/óleo mineral na 

proporção 70:30 (% m/m). Como observado na Figura 9A um pico anódico em 

aproximadamente + 1,15 V vs Ag|AgCl,KCl3M (Epa) a uma taxa de velocidade 

de varredura igual a 100 mV s-1. A ausência de pico catódico durante a 

varredura inversa sugere a ocorrência de um processo oxidação irreversível ou 

a existência de reações químicas acopladas na sequência do processo 

eletródico. A voltametria cíclica realizada em um intervalo de potencial negativo 
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não evidenciou nenhum pico de redução ou oxidação nestas condições 

experimentais. O ensaio aplicando-se varreduras sucessivas em CV sem a 

renovação da superfície do eletrodo de trabalho evidencia uma diminuição 

gradativa da intensidade da corrente de pico anódico (Ipa) após cada ciclo 

(aproximadamente 56% entre o primeiro e o décimo ciclo), como pode ser 

observado na Figura 9B. Este resultado ocorre devido a uma adsorção do 

produto de oxidação do AOx sobre a superfície do eletrodo de trabalho 

diminuindo a intensidade de corrente a cada ciclo sucessivo. A adsorção deste 

produto inviabiliza a limpeza eletroquímica da superfície do eletrodo de 

trabalho. Dessa forma a renovação da superfície da pasta de carbono foi 

realizada manualmente antes de cada medida voltamétrica. 
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Figura 9. A) Voltamogramas cíclicos do a) branco e b) solução de AOx 1,00 mmol L-1. B) 
Voltamogramas em ciclos sucessivos: a) 1° ciclo; b) 2° ciclo; c) 3° ciclo; d) 5° ciclo; e) 
10° ciclo. (ν = 100 mV s-1) em solução de KOH 0,100 mol L-1 como eletrólito de suporte. 

 

O comportamento voltamétrico do AOx em função da variação da 

velocidade do potencial (ν) de varredura da CV foi avaliado em um intervalo de 

potencial de + 0,5 V até + 1,25 V, utilizando-se uma solução de KOH 0,1 mol L-

1 como eletrólito de suporte. Para o processo de oxidação do AOx, observou-se 

uma relação linear (r2 = 0,993) entre a intensidade da corrente de pico (Ipa) e a 

raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial (ν1/2) como pode ser 

observado na Figura 10A. Este comportamento indica que o processo anódico 

de transferência de massa é controlado pela difusão do composto para a 
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superfície do eletrodo de trabalho. Com o objetivo de ratificar a irreversibilidade 

da oxidação do AOx, foi determinada a função corrente para o processo 

anódico. Esta função é dada pela relação entre o parâmetro (Ipa/ν1/2
) e a 

velocidade de varredura de potencial (ν) [34]. Pela Figura 10B observa-se que 

esta função permanece aproximadamente constante em relação à (ν), 

confirmando a ocorrência de um processo anódico irreversível e sem a 

existência de qualquer reação química acoplada ao sistema redox [35], que 

poderia consumir qualquer espécie formada na superfície do eletrodo e 

produziria uma falsa indicação de um processo irreversível. 
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Figure 10. A) Variação da intensidade da corrente de pico anódico (IPA) em função da 
raiz quadrada da velocidade de varredura (ν1/2) do potencial elétrico. B) Variação da 
função corrente (Ipa/ν1/2) em relação a variação da velocidade de varredura de potencial 
em voltametria cíclica (VC) para AOx 1,00 mmol L-1 em CPE e KOH 0,100 mol L-1. (A linha 
pontilhada indica um desvio de ± 5,0 % em relação ao valor médio da função corrente 
encontrada para todos os pontos. 

 

3.4. Influência da velocidade de varredura de potencial 

 Assim como a variação de Ipa vs. (ν)1/2 e a função corrente já citadas no 

Capítulo II, outras relações que fornecem informações sobre o comportamento 

voltamétrico do analito, como reversibilidade e mecanismo de transporte de 

massa, podem ser obtidas por voltametria cíclica em diferentes velocidades de 

varredura de potencial (Epa). A Figura 11 apresenta a relação linear obtida entre 

(log Ipa vs. log ν) com inclinação próxima a 0,5 indicando assim um processo de 

transferência de massa controlado majoritariamente por difusão [36], 
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reafirmando a indicação obtida pela relação linear entre Ipa e (ν)1/2. Apesar 

disso, o coeficiente linear diferente de zero indica, mesmo que de forma 

secundária, a existência de um processo de adsorção na superfície do eletrodo 

de trabalho. 
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Figura 11. Variação do logaritmo da corrente de pico anódico em função do logaritmo da 
velocidade de varredura em VC para AOx 100,0 mg L-1. Eletrólito de suporte: KOH 0,100 
mol L-1. 

 

 Avaliando-se a variação de Epa em função da velocidade de varredura 
de potencial, o deslocamento de Epa para valores mais positivos e a relação 
linear entre Epa e log ν mostrados nas Figuras 12.A e 12.B, ratificam os 
resultados mostrados no Capítulo II para a oxidação do AOx como um 
processo irreversível [35].   
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Figura 12. (A) Variação do potencial de pico anódico em função da velocidade de 
varredura em VC para AOx 100,0 mg L-1. (B) Variação do potencial de pico anódico em 
função do logaritmo da velocidade de varredura em VC para AOx 100,0 mg L-1. Eletrólito 
de suporte: KOH 0,100 mol L-1 
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Utilizando-se dados experimentais obtidos em DPV foi determinado o 

número de elétrons transferidos no processo redox do AOx na superfície do 

eletrodo de trabalho pela Equação 1: 

 

𝑊1/2 =  3.52 𝑅𝑇𝑛𝐹        (1)         [34] 
 

Na qual W1/2 é a largura do pico redox a meia altura, R é a constante dos gases 

ideais (8,314 J K-1 mol-1), T é a temperatura do sistema (298 K), F é a 

constante de Faraday (96.485 C mol-1) e n é o número de elétrons transferidos 

por molécula oxidada. Substituindo na Equação 1 os valores destas constantes 

e o W1/2 obtido experimentalmente por DPV, obteve-se o valor de n igual 0,87, 

indicando assim a transferência de apenas um elétron no processo de oxidação 

do AOx. 

 A partir das avaliações do comportamento voltamétrico do AOX e 

considerando que, nas condições de análise o grupo carboxílico do AOX 

encontra-se desprotonado (AOX pKa = 6,3) [37], o mecanismo de oxidação 

ocorre primeiro pela transferência de 1 elétron do grupo carboxila, seguido pela 

eliminação deste grupo ( - COO-), formando um radical neutro.  A combinação 

de dois radicais formados em solução forma um dímero estável, em um 

processo semelhante à reação de Kolbe [38]. Uma vez que a estrutura formada 

possui elétrons deslocalizados, diferentes estruturas de ressonância podem ser 

geradas, não sendo possível afirmar precisamente a estrutura do dímero 

formado somente pelos ensaios realizados neste trabalho. A Figura 13 

representa o mecanismo proposto, que é similar ao comportamento de 

oxidação do metilenodioximetanfetamina (MDMA), devido às semelhanças 

estruturais entre este composto e o AOx [39]. 
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Figura 13. Proposta de mecanismo para oxidação eletroquímica do AOx em solução de 
KOH 0,100 mol L-1. 

 

3.5. Otimização das condições analíticas  

A resposta voltamétrica de AOx foi testada em diferentes soluções 

aquosas de eletrólito de suporte pela técnica de voltametria de pulso diferencial 

(DPV).  A diminuição da solubilidade do AOx em soluções aquosas com 

valores de pH menores que 9 impossibilitou a observação do seu 

comportamento eletródico em soluções neutras ou ácidas. O estudo foi então 

realizado com soluções de tampão Britton-Robinson (BR) e tampão carbonato 

como eletrólito de suporte, ambas em pH 10. A comparação entre os 

voltamogramas para oxidação de AOx em KOH e nos dois tampões pode ser 

observada na Figura 14..A, em que se observa menor potencial de pico (Epa) e 

largura de pico a meia altura (w1/2) em solução de KOH, além de um aumento 

significativo na intensidade de corrente de pico (Ipa), que pode ser melhor  

visualizado na Figura 14.B.  
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Figura 14. (A) voltamogramas em pulso diferencial de AOx 1,00 mmol L-1 usando a) KOH 
0,100 mol L-1 em pH 12; b) tampão BR pH 10; c) tampão carbonato pH 10 e (B) variação 
de Ipa e Epa em função do pH da solução de KOH 0,100 mol L-1. 

 

A melhor composição da pasta de carbono também foi avaliada para três 

proporções entre grafite e aglutinante, com a massa de grafite variando entre 

70 e 80% em relação à massa total de pasta produzida. A Tabela 3 apresenta 

os resultados para Ipa, Epa e W1/2 obtidos para cada proporção grafite/óleo 

mineral avaliada. Observa-se que uma maior quantidade de óleo mineral gera 

uma diminuição na intensidade da corrente de pico (Ipa) pelo aumento da 

resistividade da pasta. Por outro lado, a composição com uma quantidade de 

apenas 20% de óleo mineral também prejudicou a intensidade de Ipa, devido a 

uma diminuição excessiva na quantidade de aglutinante que leva a um 

empacotamento irregular da pasta de carbono no interior do eletrodo de 

trabalho. Assim, a composição de pasta de carbono 75:25 (%m/m) grafite/óleo 

mineral foi utilizada durante o restante do trabalho.  

Não foi observado nenhuma tendência de variação de Epa ou W1/2 em 

relação à mudança de composição da pasta de grafite, sendo considerado, 

portanto, somente os valores de Ipa obtidos como critério de escolha do 

eletrodo de trabalho. 
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Tabela 3. Influência da proporção grafite/óleo mineral sobre a resposta voltamétrica de 
AOx. 

Proporção (%m/m) 70:30 75:25 80:20 

Ipa (µA) 294,4 ± 8,7 343,1 ± 7,9 288,5 ± 9,1 

Epa (V vs Ag|AgCl, KCl3M) 1,140 ± 0,002 1,136 ± 0,001 1,137 ± 0,001 

W(1/2) (V) 0,110 ± 0,006 0,113 ± 0,005 0,112 ± 0,006 

 

 

3.6. Escolha de parâmetros para DPV e SWV 

A escolha das condições ideais de análise é de extrema importância na 

tentativa de se obter maior sensibilidade e detectar quantidades menores do 

analito. A voltametria de pulso diferencial (DPV) e a voltametria de onda 

quadrada (SWV) são técnicas voltamétricas de pulso, que pela diminuição da 

corrente capacitiva medida, geram picos com maior intensidade de corrente e 

bem mais definidos que a CV, possibilitando assim um grande aumento da 

sensibilidade das análises. Três parâmetros instrumentais da DPV (velocidade 

de varredura, amplitude de pulso e tempo de pulso), assim como da SWV 

(Frequência de pulso, amplitude de pulso e incremento de varredura) foram 

avaliados de forma univariada. Os critérios definidos para escolha dos 

melhores valores foram: maior intensidade de corrente de pico, menores 

desvios de Ipa entre as repetições e menores valores de W1/2.  

 As variáveis instrumentais da DPV (velocidade de varredura, amplitude 

de pulso e tempo de pulso), assim como da SWV (Frequência de pulso, 

amplitude de pulso e incremento de varredura) foram otimizadas de forma 

univariada para análise de AOx no eletrodo de pasta de carbono. Para escolha 

das condições instrumentais de análise, os maiores valores de Ipa juntamente 

com os menores valores de largura de pico a meia altura e desvio entre 

medidas foram os parâmetros considerados ideais para as análises seguintes. 

Nas Figuras 15.A, 15.B e 15.C observam-se os resultados obtidos em DPV 
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para a variação de Ipa e W1/2 em função da variação da amplitude de pulso, 

velocidade de varredura e do tempo de pulso, respectivamente.  
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Figura 15. Variação de Ipa e largura de pico a meia altura (W1/2) em função de (A) 
velocidade de varredura, (B) amplitude de pulso e (C) tempo de pulso por DPV para 
solução de AOx 100,0 mg L-1. Eletrólito de suporte: KOH 0,100 mol L-1. 
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 Nas Figuras 16.A, 16.B e 16.C são mostrados os resultados obtidos para 
Ipa e W1/2 para análises de AOx em função da variação de frequência, amplitude 
e incremento de varredura na SWV.   
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Figura 16. Variação de Ipa e largura de pico a meia altura (W1/2) em função de (A) 
frequência de varredura, (B) amplitude de pulso e (C) incremento de varredura por SWV 
para solução de AOx 100,0 mg L-1. Eletrólito de suporte: KOH 0,100 mol L-1. 
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A Tabela 4 mostra o intervalo de avaliação e o valor escolhido para cada 

parâmetro das duas técnicas voltamétricas. A partir dos resultados obtidos, foi 

realizada uma comparação entre análises de uma mesma solução de AOx 

50,00 mg L-1 em KOH 0,100 mol L-1 por DPV e SWV, que pode ser observada 

na Figura 17. Assim haveria a possibilidade de avaliar os resultados de cada 

técnica antes da sequencia do trabalho. A DPV se mostrou a técnica mais 

adequada, com um aumento de Ipa de aproximadamente 83 µA e um pequeno 

deslocamento de Epa para valores menos positivos, que acarreta em menor 

gasto energético e maior seletividade na análise em relação à SWV.  

 
Tabela 4. Parâmetros voltamétricos de DPV e SWV ajustados para análise de AOx. 

DPV   

Parâmetro Faixa de avaliação Valor escolhido 

Velocidade de varredura 2 – 50 mV s-1 20 mV s-1 

Amplitude de pulso 5 – 100 mV 100 mV 

Tempo de pulso 2 – 25 ms 4 ms 

SWV   

Parâmetro Faixa de avaliação Valor escolhido 

Amplitude de pulso 10 – 100 mV 10 mV 

Frequência de pulso 10 – 100 Hz 75 Hz 

Incremento de varredura 1 – 10 mV 2 mV 
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Figura 17. Voltamogramas obtidos sob as melhores condições em a) DPV e b) SWV para 
uma solução AOx 50,00 mg L-1 em KOH 0,100 mol L-1. 
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3.7. Voltametria de varredura adsortiva (AdSV) 

A possibilidade de pré-concentração eletroquímica do AOx e melhoria da 

sensibilidade da análise foi realizada por voltametria de varredura adsortiva. O 

método parte do princípio de que muitos compostos orgânicos exibem 

interações físico-químicas que permitem a sua adsorção em uma fase sólida, 

possibilitando que a espécie a ser determinada seja acumulada na superfície 

do eletrodo de trabalho em contato com a solução [40].  

O processo consistiu de duas etapas: primeiro na aplicação de um 

potencial elétrico próximo ao valor de Epa registrado pelo AOx por um 

determinado intervalo de tempo. Esta é a etapa de depósito do analito, 

realizada sob agitação magnética a 300 RPM, na qual o composto de interesse 

é acumulado eletroquimicamente próximo à dupla camada elétrica na 

superfície do eletrodo de trabalho. Na etapa seguinte, foi realizada a varredura 

por DPV na faixa de potencial elétrico do processo de oxidação do AOx. 

Neste teste foi avaliado primeiramente o melhor potencial elétrico (ED) a 

ser aplicado na etapa de depósito. Considerando o pico característico da 

oxidação do AOx sem nenhuma pré-concentração, foram avaliados valores de 

ED antes, durante e após (+1,05, +1,12 e +1,18 V vsAg|AgCl,KCl3M) a 

ocorrência do pico anódico de oxidação do antimicrobiano. A Figura 18.A 

mostra a comparação entre voltamogramas obtidos para diferentes valores de 

ED e observa-se um deslocamento de Epa para valores menos energéticos em 

todos os potenciais de depósito avaliados, fato que pode ser atribuído ao 

processo de deposição eletroquímica facilitar a transferência de massa do AOx 

para a superfície do eletrodo de trabalho. Ainda pode-se observar em todos os 

potenciais de depósito aplicados um aumento de Ipa, embora este incremento 

tenha sido menos significativo nos dois potenciais mais altos. Este 

comportamento sugere que a aplicação de potenciais elétricos mais elevados 

gera uma passivação da superfície eletródica e assim, uma menor intensidade 

da corrente de pico. Com o valor de ED fixado em +1,05 V, o tempo da etapa de 

depósito (tD) foi avaliado e os valores de Ipa obtidos pela variação do tD entre 30 

e 120 segundos são observados na Figura 18B. Nesta avaliação ocorreu um 

aumento de Ipa até 45 segundos de aplicação do ED e para maiores intervalos 
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tempo houve uma queda acentuada da corrente de pico anódica. A partir 

destes resultados a etapa de pré-concentração eletroquímica foi aplicada para 

todas as análises seguintes, utilizando-se um ED de +1,05 V por um intervalo 

de tempo de 45 segundos, logo antes de cada varredura voltamétrica. 
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Figura 18. (A) Voltamogramas em DPV em diferentes potenciais de depósito a) + 1,05 V; 
b) +1,12 V; c) 1,18 V; d) 0,0 V. (B) Influência do tempo de depósito sobre a corrente de 
pico em solução de AOx 50,00 mg L-1 em KOH 0,100 mol L-1 (ED = + 1,05 V). 
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3.8. Validação do método eletroanalítico para detecção de AOx 

3.8.1. Curvas Analíticas, limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) 

Como mencionado, a técnica DPV sob condições ideais escolhidas 

proporcionou voltamogramas com maior intensidade de corrente de pico, 

menor potencial de pico anódico e melhor repetibilidade que a SWV para a 

análise de uma solução de AOx 50,00 mg L-1. Aplicando-se o método AdSV 

proposto neste trabalho, desenvolveu-se a análise de AOx  em diferentes 

soluções de concentrações no intervalo de 0,500 – 40,00 mg L-1, preparadas a 

partir da solução estoque do analito. 

A curva analítica foi construída pelo método de mínimos quadrados, a 

partir do ajuste linear da relação entre os valores de Ipa versus concentração de 

AOx. A Figura 19A mostra a curva analítica obtida cuja equação de ajuste é 

dada por Ipa (µA) = - 0,987 + 8,03 C (mg L-1) e um coeficiente de determinação 

(R2) 0,998, já a inserção na mesma figura, apresenta os valores de corrente de 

pico anódico (Ipa) obtidos para cada concentração de AOx. Uma segunda curva 

analítica foi construída para avaliar o efeito da matriz de água da lagoa da UFV. 

Para cada solução de análise, 9,00 mL de água da lagoa foram adicionados a 

uma quantidade adequada de solução estoque de AOx, juntamente ao eletrólito 

de suporte (KOH 0,100 mol L-1), obtendo-se uma curva analítica no intervalo de 

concentração de 2,00 – 40,00 mg L-1 de AOx. A Figura 19B apresenta os 

voltamogramas e a variação da intensidade de corrente de pico Ipa (inserção) 

para cada uma das concentrações de AOx em água da lagoa da UFV.  
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Figura 19. (A) Voltamogramas em DPV para AOx em diferentes concentrações: a) 0,500; 
b) 2,00; c) 5,00; d) 10,00; e) 15,00; f) 20,00; g) 25,00; h) 30,00; i) 35,00; j) 40,00 mg L-1 
(inserção: variação de Ipa em função da concentração de AOx) na ausência de matriz e 
(B) voltamogramas em DPV para AOx em diferentes concentrações: a) 2,00; b) 5,00; c) 
10,00; d) 15,00; e) 20,00; f) 25,00; g) 30,00; h) 35,00; i) 40,00 mg L-1 em água da lagoa da 
UFV (inserção: variação de Ipa em função da concentração de AOx). 

 

.  Na Tabela 5 encontram-se as equações de reta para as duas curvas 

analíticas, assim como os limites de detecção (LD) e limites de quantificação 

(LQ) calculados na ausência e na presença da matriz. Os valores de LD e LQ 

para AOx foram calculados pelas Equações 2 e 3 [41], em que Sb é o desvio 

padrão absoluto da corrente elétrica medida exatamente no Epa do analito em 

12 varreduras realizadas no “branco” e b é a inclinação da curva analítica do 

AOx [42].  
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𝐿𝑂𝐷 =  3.𝑆𝑏𝑏     (2)                𝐿𝑂𝑄 =  10.𝑆𝑏𝑏     (3)        

 

Uma comparação entre as curvas analíticas obtidas para análise de AOx 

na ausência de matriz e em água de lagoa da UFV (Tabela 5) indica um efeito 

de matriz, evidenciado pela diminuição da sensibilidade (inclinação) da curva 

analítica em água de lagoa em relação aos ensaios em água deionizada. A 

menor sensibilidade ocasionou a diminuição da faixa de concentração 

trabalhada, uma vez que as medidas de Ipa para valores de concentração 

abaixo de 2,00 mg L-1 apresentaram uma diminuição da repetibilidade das 

medidas. Graficamente esta diminuição da sensibilidade (inclinação) da curva 

analítica construída para análises na água coletada na lagoa da UFV pode ser 

observada na Figura 20 pela comparação entre as duas curvas analíticas em 

água deionizada ultrapura e água não tratada. 
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Figure 20. Comparação entre curvas analíticas obtidas em (a) água deionizada ultrapura 
e (b) em água da lagoa da UFV não tratada. 

 

Tabela 5. Regressão linear, limites de detecção e quantificação para análises de AOx. 

Matriz Equação de reta R2 
LD LQ 

mg L-1 µmol L-1 mg L-1 µmol L-1 

Ausente Ipa (µA) = - 0,987 + 8,03 C (mg L-1) 0,998 0,0570 0,218 0,192 0,735 

Água de 

lagoa 
Ipa (µA) = 6,76 + 5,55 C (mg L-1) 0,998 0,386 1,48 1,29 4,94 
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3.8.2. Precisão e exatidão do método para análise de AOx em água não 

tratada 

A determinação da exatidão e precisão do método foram realizadas na 

amostra de água da lagoa da Universidade Federal de Viçosa (UFV). 

Varreduras por DPV realizadas em soluções contendo apenas amostra de 

água e KOH 0,100 mol L-1 não apresentaram nenhum pico anódico na faixa de 

oxidação de AOx, indicando a ausência do antibiótico na amostra coletada. 

 Foram realizados ensaios por adição de padrão de AOx, nos quais 

alíquotas da amostra de água foram intencionalmente contaminadas com 

diferentes concentrações de AOx (2,00; 20,00 e 40,00 mg L-1), todas dentro da 

faixa de trabalho da curva analítica construída na presença da matriz. A cada 

solução contaminada foram feitas quatro adições de padrão de 50 µL de 

solução estoque de AOx. Os valores de Ipa foram obtidos após cada uma das 

quatro adições de AOx. 

A partir destas medidas foi construída a relação Ipa em função da 

concentração de analito e pelas equações de retas obtidas foi possível 

determinar a concentração inicial de cada amostra fortificada. As Figuras 21.A, 

21.B e 21.C apresentam, os gráficos e a regressão linear obtida para AOx em 

cada uma concentrações adicionadas às soluções.  
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Figura 21. Relações voltamétricas entre Ipa e concentração em água de lagoa para 
fortificações de AOx em (A) 2,000 mg L-1; (B) 20,00 mg L-1 e (C) 40,00 mg L-1. 

 

 A exatidão do método foi determinada para cada contaminação pela 

relação percentual entre a concentração estimada e a concentração real de 

AOx na amostra. A Tabela 6 mostra as concentrações avaliadas e estimadas 

pela adição de padrão, além dos valores percentuais estimados para cada um 

dos três níveis de concentração avaliados. Os valores obtidos variaram entre 

98,4 e 109%, que são valores aceitáveis (entre 70 e 120%) para aplicação do 

método em amostras de água nos níveis de concentração adicionados. [43].  

Outros parâmetros de validação para determinação da precisão do 

método proposto, como repetibilidade e precisão intermediária foram avaliados, 
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sendo estes quesitos determinados pelo cálculo do desvio padrão relativo 

(%DPR) entre as repetições das medidas voltamétricas. A repetibilidade 

relaciona as medidas de uma mesma amostra em diferentes soluções (n=7) 

preparadas no mesmo dia e a precisão intermediária aplica-se para repetições 

entre soluções (n=5) preparadas em dias diferentes. O método desenvolvido 

apresentou DPR máximo de 4,68 e 7,85% para repetibilidade e precisão 

intermediária, respectivamente, valores que se encontram em acordo com as 

recomendações do Ministério de Agricultura Pecuária e Abastecimento [43]. 

 

Tabela 6. Resultados para análise de recuperação aparente em diferentes concentrações 
de AOx. 

Conc. adicionada 

(mg L-1) 

Conc. obtida 

(mg L-1) 
Exatidão (%) 

Repetibilidade 

(DPR%) 

Reprodutibilidade 

(DPR%) 

2,00 2,18 109 4,685 7,851 

20,00 19,67 98,4 4,462 6,440 

40,00 39,83 99,6 1,197 4,380 

 

 

3.9. Ensaios de aplicação do método voltamétrico para análise em leite 

O MAPA analisa anualmente vários compostos de uso veterinário em 

matrizes de origem animal pelo PNCRC como forma de garantir a qualidade 

dos produtos consumidos e a segurança da população contra agentes nocivos 

à saúde humana. De acordo com o último relatório do PNCRC divulgado em 

2017, o ácido oxolínico foi analisado em várias amostras de leite, carne bovina, 

peixes e ovos. Dessa forma, foi proposto aplicação do método voltamétrico 

desenvolvido para análise do AOx em diferentes tipos de amostra de leite de 

vaca. Foram realizadas contaminações de AOx 100,0 mg L-1 em leite integral e 

desnatado. Não foi realizado nenhum tratamento prévio das amostras antes 

das análises, que foram conduzidas adicionando-se diretamente à célula 

voltamétrica 9,00 mL da amostra já contaminada com AOx e em seguida foi 
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adicionado 1,00 mL de KOH como eletrólito de suporte, totalizando-se 10,00 

mL de solução para análise. Nos resultados apresentados na Figura 22, 

observa-se a presença de uma banda larga no mesmo potencial do processo 

anódico para o AOx. Inclusive a diminuição do volume de matriz adicionado à 

célula para 0,500 mL não auxiliou na observação do processo redox de 

interesse. 
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Figure 22. Voltamogramas de AOx 100,0 mg L-1 em diferentes proporções de nanotubos 
de carbono de paredes múltiplas (MWCNT) como modificador. Eletrólito de suporte: KOH 
0,100 mol L-1. 

 

 O leite apresenta em sua composição cerca de 3 a 4% de proteínas 

dependendo da raça do gado [44], que podem ser consideradas possíveis 

interferentes à análise voltamétrica de AOx, mascarando o processo de 

oxidação do antimicrobiano.  Com o objetivo de eliminar as possíveis 

interferências que possam ser causadas por proteínas existentes no leite, foi 

realizado um pré-tratamento da amostra. Este consiste em precipitar suas 

proteínas existentes utilizando soluções de sulfato de zinco (ZnSO4) e 

K4[Fe(CN)6] como descrito por  [45]. As proteínas precipitadas foram separadas 

por filtração simples e a solução resultante foi avaliada por DPV. Observando-

se o voltamograma obtido da análise desta solução (Figura 23), mesmo após o 

processo de separação das proteínas não há evidência do processo de 

oxidação do AOx característico, indicando que as proteínas não são o fator 

determinante para a interferência no pico anódico do AOx. 
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Figure 23. Voltamogramas de análise de AOx 100,0 mg L-1 por DPV de solução de leite 
livre de proteínas em CPE. Eletrólito de suporte: KOH 0,100 mol L-1. 

 

A aplicação do método foi avaliada ainda em amostra de leite comercial 

desnatado sem lactose (outro possível interferente), um dissacarídeo 

encontrado em uma proporção de 4,7 a 5,2 % (m/m) no leite comum [44]. Pode 

ser visto na Figura 24.A, a análise de AOx também não foi satisfatória no leite 

sem lactose, não havendo evidência do pico de oxidação do composto. Como 

esperado, a utilização do leite sem lactose não apresentou melhores 

resultados, uma vez que este tipo de leite possui os monossacarídeos 

constituintes (glicose e galactose), como produtos da reação entre a lactose e a 

enzima lactase. A Figura 24.B mostra os resultados de análises voltamétricas 

para soluções de AOx preparadas somente em eletrólito de suporte na 

presença de padrões de lactose e glicose. A adição de qualquer um destes 

monossacarídeos em concentração 1,0 (% m/m), que é ainda mais baixa que 

as encontradas nas amostras, apresenta o mesmo efeito nos voltamogramas 

obtidos das amostras de leite, ratificando a presença de lactose e/ou outros 

açúcares presentes no leite como a principal fonte de interferência para 

análises voltamétricas de AOx nesta matriz. 
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Figure 24. A) voltamogramas para análise de AOx 50,00 mg L-1 em leite sem lactose; (B) 
Voltamogramas para solução de AOx 50,00 mg L-1 antes e após adições de lactose 1% 
(m/m) e glicose 1% (m/m). Eletrólito de suporte: KOH 0,100 mol L-1. 

 

 

3.10. Ensaios de modificação do eletrodo de trabalho para análise de AOx 

 A modificação de eletrodos de trabalho é uma ferramenta muito utilizada 

no desenvolvimento de novas metodologias voltamétricas de análise de 

resíduos e aplicação em matrizes diversas. Visando melhorar a sensibilidade e 

consequentemente a diminuição dos limites de detecção e quantificação do 

método ou ainda, a diminuição do Epa (eletrocatálise) para análise do AOx, 

avaliou-se diferentes possibilidades de modificação do eletrodo de trabalho. 

Foram realizados processos de modificação superficial em eletrodo de carbono 

vítreo, assim como modificações na composição da pasta de carbono com 

diferentes modificadores, comparando-se com resultados já obtidos neste 

trabalho para o eletrodo de pasta de carbono não modificado. 

 

3.10.1. Ativação eletroquímica do eletrodo de trabalho 

 

A ativação eletroquímica consiste na modificação da superfície do 

eletrodo para aumentar a condutividade e controlar sua reatividade e 

seletividade. Na funcionalização e na ativação, ocorre a ativação de grupos 
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funcionais presentes na superfície da macromolécula, como ácidos carboxílicos 

e hidroxilas, através de reações de oxidação [46]. A ativação eletroquímica foi 

realizada, utilizando 10 ciclos de VC em uma solução de 0,500 mol L-1 de ácido 

sulfúrico na região anódica de potencial (0 a + 1,3 V) a uma velocidade de 100 

mV s-1. Embora a ativação eletroquímica possa ser utilizada para aumento de 

intensidade de corrente de pico [47,48], o método não apresentou resultados 

satisfatórios para ativação do CPE para detecção de AOx, como pode ser visto 

na Figura 25, em que observa-se diminuição de Ipa e aumento do Epa após este 

tratamento da superfície do eletrodo de trabalho. 
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Figure 25. Voltamogramas para AOx 50,00 mg L-1 antes e após ativação da superfície do 
CPE por tratamento voltamétrico em meio H2SO4 0,500 mol L-1. Eletrólito de suporte: 
KOH 0,100 mol L-1. 

 

 

3.10.2. Modificações superficiais de eletrodo para análise de AOx 

 Foram realizadas modificações superficiais nos eletrodos de carbono 

vítreo e pasta de carbono pelo método adsorção e evaporação de solvente. Em 

função da diferença de áreas geométricas entre os eletrodos de trabalho, foram 

aplicados 10,00 µL e 20,00 µL de suspensão dos modificadores sobre o GCE e 

CPE, respectivamente. Todas as suspensões foram preparadas em água 

deionizada e etanol na concentração de 1,00 mg mL-1 e mantidas em banho 
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ultrassônico por 30 minutos antes da aplicação para aumentar a 

homogeneidade das mesmas. Foram avaliadas as seguintes modificações: 

 Modificação 1 – dispersão de MWCNT 1,00 mg mL-1 em água e etanol.   

 Modificação 2 – dispersão de óxido de grafeno 1,00 mg mL-1 em água e 

etanol.   

 Modificação 3 – dispersão de carbono vítreo em pó 1,00 mg mL-1 em 

água e etanol.   

A Tabela 7 apresenta os valores médios de Ipa e Epa para cada uma das 

modificações superficiais avaliadas tanto em eletrodo base de GCE quanto em 

CPE, sendo realizadas 3 repetições de cada medida voltamétrica. 

 

Tabela 7. Valores médios de intensidade de corrente de pico (Ipa) e potencial de pico 
(Epa) obtidos nas modificações superficiais dos eletrodos de pasta de carbono (CPE) e 
carbono vítreo (GCE), utilizando-se dispersão em água deionizada e etanol. 

Eletrodo base: CPE 

Dispersão Água Etanol 

 Ipa (µA) Epa (V) Ipa (µA) Epa (V) 

Sem modificação 175,6 + 1,14 175,6 + 1,14 

Modificação 1 148,7 + 1,14 156,7 + 1,14 

Modificação 2 168,2 + 1,15 169,1 + 1,15 

Modificação 3 101,2 + 1,14 134,0 + 1,14 

Eletrodo base: GCE 

Dispersão Água Etanol 

 Ipa (µA) Epa (V) Ipa (µA) Epa (V) 

Sem modificação 81,7 + 1,16 81,7 + 1,16 

Modificação 1 ----- ----- ----- ----- 

Modificação 2 71,2 + 1,17 75,3 + 1,16 

Modificação 3 44,0 + 1,18 53,2 + 1,17 

* Para imobilização do modificador foram aplicados 10,00 µL e 20,00 µL de suspensão em GCE 
e CPE, respectivamente.   
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3.10.3. Modificações de composição do eletrodo de pasta de carbono 

(CPE) para análise de AOx 

 Uma das formas utilizadas para modificação de eletrodos a base de 

carbono é a formação de compósitos, que são formados pela combinação de 

duas ou mais fases distintas que ao se misturarem apresentam novas 

propriedades físico-químicas [49]. Foram misturados diferentes compostos à 

composição da pasta de carbono, dentre eles MWCNT, óxido de grafeno, 

CuCl2 e o complexo ferrocianeto de ferro (III) também conhecido como azul da 

prússia (AP) em diferentes proporções. 

 Os nanotubos de carbono de paredes múltiplas foram obtidos da Merck, 

possuindo dimensões 20-30 nm de diâmetro, 1-2 nm de espessura de parede e 

0,5 – 2,0 µm de comprimento, com 95% de pureza. O óxido de grafeno foi 

obtido em laboratório através do procedimento descrito em literatura [50]. O AP 

foi preparado pela mistura equimolar de soluções de FeCl3 e K4[Fe(CN)6] em 

meio ácido e o precipitado formado foi separado por filtração simples [51]. 

 Nas Figuras 26, 27, 28 e 29 pode-se observar que não houve ganho 

significativo em valores de Ipa para oxidação do AOx em relação ao eletrodo de 

pasta de carbono não modificado, bem como não foi observado nenhum 

processo de eletrocatálise que justifique a utilização das modificações 

avaliadas nestas condições.  

Nos casos de modificação utilizando óxido de grafeno e azul da prússia 

(AP) não foram utilizadas maiores proporções do modificador devido a 

dificuldade de compactação da pasta. Na utilização de CuCl2, a sua 

solubilidade em meio aquoso impossibilitou maior quantidade do sal na 

composição do eletrodo.  
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Figura 26. Voltamogramas de AOx 50,00 mg L-1 em diferentes proporções de nanotubos 
de carbono de paredes múltiplas (MWCNT) como modificador. 
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Figura 27. Voltamogramas de AOx 50,00 mg L-1 em diferentes proporções de óxido de 
grafeno como modificador. Eletrólito de suporte: KOH 0,100 mol L-1. 
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Figura 28. Voltamogramas de AOx 50,00 mg L-1 em diferentes proporções de CuCl2 como 
modificador. Eletrólito de suporte: KOH 0,100 mol L-1. 
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Figura 29. Voltamogramas de AOx 50,00 mg L-1 em diferentes proporções de azul da 
prússia (AP) como modificador. Eletrólito de suporte: KOH 0,100 mol L-1. 
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4. CONCLUSÕES 

Um novo método eletroquímico rápido, barato e eficaz para análise do 

antibiótico ácido oxolínico foi desenvolvido com sucesso na determinação do 

composto em água. A caracterização eletroquímica do AOx foi realizada por 

voltametria cíclica em meio básico que favoreceu a solubilidade do composto e 

a obtenção de um processo anódico, difusional e irreversível em + 1,15 V (vs 

Ag|AgCl, KCl3M), na superfície de um eletrodo de pasta de carbono. A 

otimização da proporção carbono/aglutinante na confecção da pasta para o 

eletrodo foi capaz de amplificar a resposta voltamétrica, juntamente com a 

escolha das variáveis instrumentais da técnica adequadas. A voltametria de 

pulso diferencial aliada a um processo de pré-concentração adsortiva, mostrou-

se a técnica mais sensível para detecção de AOx, com boa linearidade, 

repetibilidade e precisão. O método foi aplicado para quantificação de AOx em 

uma amostra de água de lagoa localizada no campus da UFV, demostrando 

boa exatidão pelo método de recuperação aparente em amostra 

intencionalmente contaminada com o analito, confirmando assim, sua 

aplicabilidade para análises em amostras reais. Como perspectivas futuras a 

esta etapa do trabalho, visualiza-se o desenvolvimento de um eletrodo 

quimicamente modificado com o objetivo de diminuir os LD e LQ, bem como o 

estudo e aplicação deste sensor como alternativa viável para quantificação de 

AOx em outras matrizes de interesse. 
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DE SULFACLOROPIRIDAZINA UTILIZANDO ELETRODO MODIFICADO 
COM NANOTUBOS DE CARBONO E LÍQUIDO IÔNICO EM ÁGUA E LEITE 

 
RESUMO 

Uma metodologia eletroanalítica desenvolvida utilizando um eletrodo contendo 

um material compósito de pasta de carbono modificada com nanotubos de 

carbono de paredes múltiplas (MWCNT) e tetrafluorborato de 1-butil-3-

metilimidazolio (BMIMBF4) foi aplicada para análise rápida de resíduos de 

Sulfacloropiridazina (SCP) em leite por voltametria de pulso diferencial (DPV). 

A investigação do comportamento eletroquímico e a caracterização do 

processo redox do composto foram realizadas por voltametria cíclica (CV) e 

voltametria de onda quadrada (SWV). As condições experimentais para o 

processo catódico irreversível observado em – 0,655 V vs. Ag|AgCl, KCl3M 

foram otimizadas, permitindo análises com limites de quantificação (LQ)  de 

0,0854 mg L-1 de SCP em água e 4,65 mg L-1 em leite desnatado. Além disso, 

os valores de recuperação para diferentes níveis de concentração da faixa de 

trabalho foram obtidos entre 94,5 e 105,7 %. Todas as análises realizadas em 

leite não necessitaram de qualquer processo de extração ou pré-concentração 

do SCP, conferindo ao método desenvolvido rapidez, simplicidade e baixo 

custo relativo. 

Palavras chave: Antimicrobiano; sulfonamida; Voltametria de pulso diferencial; 

tetrafluorborato de 1-butil-3-metilimidazolio (BMIMBF4). 
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1. INTRODUÇÃO 

O uso de medicamentos veterinários como os antimicrobianos pode 

causar problemas à saúde humana como riscos de envenenamento ou reações 

alérgicas, além de permitir a contaminação do meio ambiente e inserir resíduos 

destes compostos na cadeia alimentar, que são as principais preocupações 

dos consumidores e órgãos reguladores [1]. Além destes problemas, o uso 

indiscriminado de medicamentos na produção animal pode causar aumento da 

resistência bacteriana, e consequentemente a diminuição da eficiência destes 

compostos no tratamento de doenças tanto em seres humanos como em 

animais [2]. Fluoroquinolonas, sulfonamidas (SAs), β-lactamas e tetraciclinas 

são alguns do antimicrobianos cujo uso é permitido para prevenir e tratar 

doenças animais em medicina veterinária [3]. 

Na produção do leite, um dos produtos de origem animal largamente 

consumido, a presença de antimicrobianos pode afetar também o processo de 

fermentação, o que torna a regulamentação de contaminantes sobre este 

produto ainda mais rigorosa [4,5]. 

As sulfonamidas (SAs) são compostos quimioterapêuticos amplamente 

utilizados em medicina veterinária para o tratamento de infecções bacterianas 

na forma de aditivos para alimentação animal [6]. A contaminação por 

alimentos contendo resíduos de SAs podem causar a formação tumores 

foliculares tireoidianos [7], além de efeitos comuns a outros antimicrobianos 

como, reações alérgicas [8] e resistência bacteriana [9]. As sulfonamidas 

apresentam-se como derivados N-substituídos da sulfanilamida como mostrado 

na Figura 30.A, assim como a sulfaclorpiridazina (SCP), alvo deste trabalho 

(Figura 30.B). Estes compostos são capazes de prejudicar a reprodução 

bacteriana, atuando como inibidores competitivos do ácido p-aminobenzóico e 

dificultando o metabolismo bacteriano [10]. 
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Figura 30. (A) Estrutura geral das sulfonamidas; (B) Estrutura molecular do 
antimicrobiano sulfaclorpiridazina. 

 

Diversas técnicas vêm sendo empregadas para análises de SAs em 

diferentes matrizes, dos quais os métodos mais empregados incluem 

bioensaios, cromatografia líquida (LC) e cromatografia líquida de alta eficiência 

(HPLC), cromatografia acoplada à espectrometria de massas (LC-MS/MS) e 

métodos espectrofotométricos [11]. Juntamente as diferentes técnicas de 

análise são descritos vários procedimentos de pré-tratamento de amostras e 

extração como: extração em fase sólida (SPE) [12], micro extração em fase 

sólida (SPME) [13], microextração liquido-liquido dispersiva (DLLME) [14] e 

dispersão de matriz em fase sólida (MSPD) [15]. A Tabela 8 lista algumas 

outras metodologias descritas na literatura, bem como as matrizes avaliadas e 

os limites de detecção (LD) obtidos por cada método. Até o momento não se 

encontra descrito em literatura nenhum método voltamétrico para análise direta 

de SCP. Dentre os métodos eletroquímicos, são encontrados alguns métodos 

eletroforéticos determinação de SCP, assim como outras sulfonamidas [16-20]. 

  

(A) 

(B) 
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Tabela 8. Técnicas analíticas comuns para determinação de SCP. 

Técnica analítica* Matriz LD Referência 

HPLC Fígado suíno 3,0 µg kg–1 [10] 

ELISA Carne suína < 1.000 µg mL–1 [11] 

CE-MS/MS Carne suína 3,12 µg kg-1 [21] 

LC Solos Não definido [22] 

HPLC Água 0,003 µg mL–1 [23] 

Espectrofotometria 
UV 

Água 0,11 µg mL–1 [24] 

LC Leite 0,004 µg g–1 [25] 

HPLC Água e leite 

0,00021 µg mL–1 

(água) / 2.0 ng 
mL–1 (leite) 

[26] 

Esprectroscopia de 
fluorescência 

Leite 5,3 – 37,5 µg L–1 [27] 

HPLC-UV-Vis Solos 50 – 60 µg L–1 [28] 

 

 

 Assim como as demais sulfonamidas, a sulfacloropiridazina (SCP) é uma 

das quais ainda não foi reportado nenhum método voltamétrico de análise. 

Assim, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma metodologia 

voltamétrica para determinação de SCP em leite, desde o estudo do seu 

comportamento voltamétrico até a aplicação em amostra. 

 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

2.1. Reagentes 

Os reagentes utilizados neste trabalho foram todos de grau analítico e 

não passaram por nenhuma etapa prévia de purificação. O padrão analítico de 

SCP (4-amino-N-(6-clorpiridazin-3-il)benzenosulfonamida) foi obtido da Sigma-
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Aldrich (FLUKA, padrão analítico, Bélgica). Água ultrapura obtida em um 

sistema Mllipore Milli-Q (USA) foi usada em todos os ensaios eletroquímicos.  

Devido à sua baixa solubilidade em meio puramente aquoso, a solução 

estoque de SCP foi preparada em metanol (grau HPLC) a uma concentração 

de 1,000 mg L-1 e armazenada sob refrigeração (abaixo de 10° C) e as 

soluções diluídas foram preparadas sempre no mesmo dia de cada análise. 

Todos os outros reagentes utilizados, bem como sua procedência estão 

listados na Tabela 9. 

 

Tabela 9. Descrição de reagentes utilizados. 

Reagente Pureza Procedência País 

Metanol HPLC grade Fisher EUA 

BMIMBF4 100% Sigma-Aldrich EUA 

HCl; HNO3; H2SO4; 
HClO4; KCl 

36,5 %; 65 %; 95 %; 
70 %; 97% 

Vetec Brasil 

Tampão BR 
(CH3COOH; H3BO3; 

H3PO4) 
99,7%; 99,5%; > 85% Vetec Brasil 

Grafite em pó 99,9% Merck Alemanha 

Óleo mineral 100 % Acrós Organics Belgica 

 

2.2. Equipamentos 

A instrumentação eletroquímica utilizada neste trabalho foi um 

potenciostato/galvanostato PGSTAT 128 N Autolab potentiostat (Eco-Chemie, 

Utrecht, The Netherlands). O equipamento foi interfaciado a um computador 

pelo software GPES (versão 4.9) e para todas as medidas foi utilizada uma 

célula eletroquímica convencional de 50 mL equipada com arranjo de três 

eletrodos, cujas funcionalidades foram descritas com maiores detalhes 

anteriormente [29]. Todos os eletrodos foram adquiridos da Metrohm® 

(Switzerland).  
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2.3. Eletrodo de pasta de carbono (CPE) e eletrodos modificados 

Todos os diferentes eletrodos de pasta de carbono avaliados foram 

preparados de modo similar: a pasta de carbono foi preparada pela mistura de 

grafite em pó (Merck, Alemanha), juntamente dos possíveis modificadores e do 

óleo mineral (Acros Organic, Bélgica) em proporções adequadas. A mistura 

resultante de cada proporção foi dispersa em n-hexano (Sigma-Aldrich) e 

agitada por aproximadamente 2 horas por um agitador magnético (CORNING, 

PC-420D) até a evaporação completa do solvente. Posteriormente, a pasta de 

carbono foi seca em temperatura ambiente (25 ± 1° C) por 24 horas antes da 

utilização. Para realização das medidas voltamétricas a pasta de carbono foi 

inserida no eletrodo, evitando-se a formação de espaços vazios no seu interior 

e de forma a obter-se uma superfície homogênea. Após cada medida 

voltamétrica foi realizada a renovação da superfície eletródica pela remoção e 

substituição de uma camada superficial de pasta no eletrodo de trabalho. Nos 

ensaios para escolha do eletrodo de trabalho a ser aplicado nas análises de 

SCP, foi utilizada a voltametria de pulso diferencial (DPV), levando-se em 

consideração a precisão e sensibilidade da técnica.  

 

2.4. Avaliação do comportamento voltamétrico 

 Para o estudo mais detalhado do comportamento voltamétrico da SCP 

foram obtidas informações de diferentes técnicas voltamétricas, como a 

voltametria cíclica (CV) que permitiu avaliar a reversibilidade do processo 

eletroquímico em diferentes eletrólitos de suporte avaliados. Por outro lado, o 

estudo da influência da frequência de aplicação de pulsos da voltametria de 

onda quadrada (SWV) que permite elucidar as características do processo de 

transferência de massa existente na superfície do eletrodo de trabalho. E 

associado a isso, as informações necessárias para determinação do número de 

elétrons transferido no processo foram obtidas a partir de voltamogramas em 

pulso diferencial (DPV). 
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2.5. Amostras de leite 

Foi avaliada a aplicação do método desenvolvido para análise de SCP 

em leite UHT comercializado em embalagens cartonadas TetraPak®. Uma 

marca de leite escolhida aleatoriamente foi adquirida no comércio da cidade de 

Viçosa, levada ao laboratório e armazenada sob refrigeração (5 ± 1°C) até o 

dia de análise. Em todos os processos não foi realizada nenhuma etapa de 

extração, pré-concentração ou preparo das amostras. Especificamente para 

análises em amostra de leite, a solução foi deixada em repouso por 5 minutos 

antes das medidas para decantação do precipitado formado da reação entre o 

eletrólito de suporte e a matriz. 

 

 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

3.1.  Caracterização do processo redox para SCP 

 No primeiro passo do trabalho, procurou-se estabelecer as condições do 

eletrólito de suporte mais favoráveis à observação dos processos redox da 

SCP. Levando-se em consideração que a solução estoque do analito foi 

preparada em metanol, foi padronizada a utilização de 10 % (V/V) de metanol 

em todas as soluções de análise. Esta quantidade foi suficiente para garantir a 

solubilidade do SCP em todas as concentrações utilizadas nesta pesquisa. 

Inicialmente, foram realizadas varreduras do analito em voltametria 

cíclica (CV) a uma velocidade de varredura (ν) de 100 mV s-1 na faixa de 

potencial entre + 1,4 V e – 1,5 V vs. Ag|AgCl, KCl3M, utilizando-se soluções de 

HCl, KCl, KOH e tampão Britton-Robinson (BR), em concentração 0,100 mol L-

1.  Todos os testes foram realizados mantendo-se uma concentração de 

metanol em solução de 10 % (% v/v) para evitar qualquer precipitação do SCP 

devido à sua baixa solubilidade em meio puramente aquoso.  

Observa-se na Figura 31 a presença de um pico bem definido de um 

processo de redução em - 0,702 V mais evidente em HCl. Avaliando-se o 

intervalo de potencial positivo observa-se a presença de um pico anódico não 

definido na região de potencial entre + 1,0 e 1,3 V. Em nenhum dos diferentes 
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eletrólitos utilizados foi possível obter-se uma boa reprodutibilidade do pico de 

oxidação do composto. Desta forma, o pico proveniente do processo catódico 

teve seu comportamento avaliado para quantificação do composto de 

interesse.  
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-200

-100

0

100

200
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 SCP em KCl 0,100 mol L
-1

 SCP em HCl 0,100 mol L
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 SCP em KOH 0,100 mol L
-1

 SCP em tampao BR 0,100 mol L
-1

I 
/ 

A

E / V vs Ag|AgCl, KCl
3M

 

Figura 31. Voltametria cíclica de SCP 50,00 mg L-1 em diferentes eletrólitos de suporte. 

 

3.2. Eletrodo modificado 

A utilização de um eletrodo modificado a base de grafite em pó com a 

inclusão de nanotubos de carbono de paredes múltiplas (MWCNTs) e 

tetrafluoroborato de 1-butil3-metilimidazolio (BMIMBF4) foi avaliada pela 

resposta voltamétrica de uma solução de SCP 50,00 mg L-1 em eletrodos 

contendo diferentes quantidades de modificadores MWCNTs e BMIMBF4 em 

comparação com um eletrodo de pasta de carbono não modificado (CPE). A 

resposta voltamétrica obtida deste eletrodo foi comparada aos seguintes 

eletrodos modificados: um eletrodo de pasta de carbono contendo os dois 

modificadores (MCPE1); outro eletrodo contendo apenas grafite em pó e 

nanotubos de carbono (MCPE2) e um terceiro eletrodo contendo apenas grafite 

em pó e o líquido iônico (BMIMBF4) adicionado à composição da pasta de 

carbono (MCPE3).  Em todos os eletrodos avaliados a proporção de cada 

modificador adicionado foi mantida em 5 % (% m/m), assim o eletrodo MCPE 1 

contém 5 % de MWCNT e 5 % (% m/m) de líquido iônico em sua composição. 
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Os voltamogramas em DPV obtidos em cada um dos eletrodos avaliados são 

mostrados na Figura 32, juntamente com o desvio da Ipc obtido entre as 

medidas (N = 5). Como pode se visto, o MCPE 1 foi aquele que obteve 

melhores resultados de Ipc acompanhados do menor desvio entre as medidas 

realizadas. O eletrodo modificado foi aplicado em testes subsequentes com a 

proporção de componentes [grafite : MWCNT : BMIMBF4 : óleo mineral] 

distribuída em [60 : 5 : 5 : 30] % (% m/m). Porções maiores de qualquer um dos 

modificadores não favorecem o processo de compactação e homogeneização 

da pasta no interior do eletrodo, causando aumento dos ruídos da linha de 

base dos voltamogramas e reduzindo a repetibilidade das medidas. A 

diminuição da proporção dos modificadores abaixo de 5 % não causa 

alterações efetivas em relação ao eletrodo não modificado.  
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Figura 32. Voltamogramas de SCP 50,00 mg L-1 obtidos por DPV em CPE e três eletrodos 
modificados (MCPE 1, MCPE 2 e MCPE 3). 

 

3.3. Ajuste do eletrólito de suporte para MCPE 1 

Pelos voltamogramas cíclicos fica evidente o favorecimento do processo 

catódico em meio ácido, sendo assim foi avaliada a influência da alteração da 

espécie utilizada como eletrólito de suporte, em que foram testados os ácidos 

HCl, HNO3, H2SO4, H3PO4, HClO4 e tampão BR (pH 1). Observa-se na Figura 

33.A que o H2SO4 apresentou voltamogramas com maior intensidade de 
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corrente catódico (Ipc) e menor potencial de pico (Epc)  das medidas por 

voltametria de pulso diferencial (DPV). Adicionalmente, o efeito da 

concentração do H2SO4 sobre a análise do SCP foi estudada até uma 

concentração de 0,300 mol L-1. A partir do aumento de concentração do 

eletrólito de suporte pode-se observar o favorecimento do processo de 

transferência de massa, evidenciado pelo aumento da corrente de pico e pela 

diminuição do potencial de pico catódico (Epc) dos voltamogramas mostrados 

na Figura 33.B. A utilização de concentrações acima de 0,300 mol L-1 não se 

mostraram viáveis devido ao aumento acentuado da largura de pico a meia 

altura (W1/2), que poderia dificultar a análise do SCP em amostras de origem 

animal. 

-1,0 -0,8 -0,6 -0,4 -0,2 0,0
-250

-200

-150

-100

-50

0

 BR Buffer pH 1

 H
3
PO

4

 HCl

 HNO
3

 H
2
SO

4

 HClO
4

I 
/ 
A

E / V vs Ag|AgCl, KCl
3M

(A)

0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30
-50

0

50

100

150

200

250

300

C (H
2
SO

4
) / mol L

-1

- 
I p

c
 /
 

A
 

0,50

0,55

0,60

0,65

0,70

0,75

- E
p

c  / V

(B)

 

Figura 33. (A) Voltamogramas DPV para uma solução de SCP 50,00 mg L-1 em diferentes 
eletrólitos de suporte. (B) Influência de concentração de H2SO4 sobre Ipc e Epc para 
solução de SCP. 
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3.4. Influência da velocidade de varredura de potencial (ν) em voltametria 
cíclica (CV) 

Como uma das ferramentas de diagnóstico do comportamento de um 

processo redox, a influência da velocidade de varredura em CV foi avaliada e 

os voltamogramas obtidos em cada velocidade são mostrados na Figura 34.A, 

na qual se observa a variação dos voltamogramas de 10 a 200 mV s-1. Esta 

variação apresenta uma relação linear entre a raiz quadrada da velocidade de 

varredura (ν) e a intensidade de corrente do pico catódico até a velocidade de 

200 mV s-1, como pode ser visto na Figura 34.B. Assim como os resultados 

obtidos em SWV, esta relação caracteriza um processo eletroquímico 

controlado predominantemente por difusão [30]. Além desta observação, o 

processo de transferência de massa também pode ser determinado pela 

avaliação da relação entre log (Ipc) e log (ν). Neste caso específico, o 

comportamento de difusão caracteriza-se pelo valor do coeficiente angular 

(inclinação) da reta próximo a 0,5, como pode ser observado na Figura 34.C. 

[30] 
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Figura 34. A) Voltamogramas cíclicos em diferentes valores de (ν) 10; 20; 30; 40; 50; 100; 
150; 200 mV s-1; B) Variação da intensidade da corrente de pico catódico (Ipc) em função 
da raiz quadrada da velocidade de varredura (ν1/2) do potencial elétrico; (C) variação do 
logarítmo da corrente de pico anódico em função do logaritmo da velocidade de 
varredura em VC. Solução SCP 50,00 mg L-1 em H2SO4 0,300 mol L-1 sobre MCPE 1. 

 

As características de reversibilidade do sistema para a SCP na 

superfície do eletrodo modificado MCPE1 podem ser determinadas 

principalmente pelo monitoramento do potencial de pico Epc nas diferentes 

velocidades de varredura aplicadas. Como se pode verificar na Figura 35.A, a 

partir da variação de (ν) ocorre uma alteração de Epc para valores mais 

negativos, fenômeno típico de processos irreversíveis. Assim como a relação 

linear encontrada entre Epc e log (ν), observada na Figura 35.B e que também 

caracteriza um processo de transferência eletrônica irreversível [31]. 
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Figura 35. (A) Variação do potencial de pico catódico em função da velocidade de 
varredura em CV para SCP 50,00 mg L-1. (B) Variação do potencial de pico catódico em 
função do logaritmo da velocidade de varredura em CV para SCP 50,00 mg L-1. Eletrólito 
de suporte: H2SO4 0,300 mol L-1. 

 

A função corrente também foi determinada para o processo de redução 

de SCP e também confirma a irreversibilidade do processo. Dada pela relação 

entre o parâmetro (Ipa/ν1/2) e a velocidade de varredura de potencial (ν), a 

função corrente é mostrada na Figura 36. Apesar dos três primeiros pontos 

determinados apresentarem fora de uma faixa demarcada no gráfico de ± 5 % 

em relação à média dos outros pontos, podendo ser considerada 

aproximadamente constante por não se observar nenhuma tendência de 

aumento ou diminuição da função corrente em relação à velocidade de 

varredura (ν), uma característica de confirmação do processo catódico 

irreversível [32]. 
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Figura 36. Variação da função corrente (Ipc / ν1/2) em relação a variação da velocidade de 
varredura de potencial em solução de SCP 50,00 mg L-1 em H2SO4 0,300 mol L-1. * A faixa 
em destaque indica um desvio de ± 5,0 % em relação ao valor médio da função corrente 
encontrada para todos os pontos. 

Utilizando-se varreduras sucessivas em CV sem a renovação manual da 

superfície do eletrodo de trabalho foi observada uma diminuição gradativa da 

intensidade da corrente de pico catódico (Ipc) após cada ciclo como pode ser 

observado na Figura 37. Este resultado ocorre devido a influência de um 

processo de adsorção do produto de redução da SCP sobre a superfície do 

eletrodo de trabalho diminuindo a intensidade de corrente a cada ciclo aplicado. 

A adsorção deste produto inviabiliza a limpeza eletroquímica da superfície do 

eletrodo de trabalho. Dessa forma a renovação da superfície do eletródica foi 

realizada manualmente por substituição da camada superior do eletrodo 

modificado antes de cada medida voltamétrica. 
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Figura 37. Voltamogramas em ciclos sucessivos: a) 1° ciclo; b) 2° ciclo; c) 3° ciclo; d) 5° 
ciclo; e) 10° ciclo. (ν = 100 mV s-1) em solução de H2SO4 0,300 mol L-1. 
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3.5. Comportamento voltamétrico do SCP em MCPE1 por voltametria de 
onda quadrada (SWV) 

 O comportamento voltamétrico de SCP no eletrodo modificado foi 

avaliado utilizando-se H2SO4 0,300 mol L-1. Como já observado nos primeiros 

testes em CV a presença de um pico catódico sem a presença de um pico 

anódico em um potencial próximo sugere um processo de redução irreversível 

na superfície do eletrodo de trabalho. Assim, foi verificada a influencia da 

frequência de aplicação dos pulsos (f) sobre os voltamogramas obtidos em 

SWV. Os voltamogramas obtidos em cada frequência são mostrados na Figura 

38.A e de acordo com a Figura 38.B, pode-se verificar uma relação linear entre 

a Ipc e a raiz quadrada da frequência de pulsos (f 1/2). Esta relação linear indica 

um processo controlado pela difusão do analito do seio da solução para a 

superfície do eletrodo de trabalho [33,34].  
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Figura 38. (A) Voltamogramas (SWV) em diferentes frequências para SCP 50.00 mg L-1. 
(B) Relação entre Ipc e raiz quadrada da frequência aplicada em SWV. 



 

88 
 

 

Em casos em que não há boa definição do pico de redução ou oxidação 

de um composto na análise por voltametria cíclica, uma alternativa é a 

utilização da voltametria de onda quadrada (SWV) como ferramenta de 

diagnóstico de comportamento voltamétrico. Neste trabalho a SWV foi utilizada 

de forma análoga à CV para avaliação das características do processo de 

redução da SWV. 

Além do caráter difusional do processo já identificado no Capítulo III 

deste trabalho pela relação linear entre Ipc e a raiz quadrada da frequência, 

observa-se nestes sistemas que os potenciais de pico variam de forma linear 

com o logaritmo da frequência de pulso aplicado em SWV, cuja inclinação da 

reta obtida pode ser descrita por Lovric pela Equação 4 [33]: 

 𝐸𝑝 = − 2,3𝑅𝑇𝛼𝑛𝐹  log 𝑓               (4) 

 

onde R é a constante dos gases ideais, T é a temperatura do sistema, ɑ é o 

coeficiente de transferência eletrônica, n é o número de elétrons transferidos no 

processo redox e F é a constante de Faraday. Desta forma, considerando a 

inclinação da reta (Epc vs. log f) mostrada na Figura 39 e o valor de ɑ igual a 

0,5, valor normalmente utilizado em processos caracterizados com transporte 

de massa por difusão [35], foi obtido o valor de n aproximadamente igual a 2 

elétrons para a redução da SCP. Resultado que se encontra em concordância 

com o valor obtido nos testes por CV.  
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Figura 39. Variação do potencial de pico catódico em função do logaritmo da frequência 
de pulso em SWV para SCP 50,00 mg L-1 em H2SO4 0,300 mol L-1. 

 

 

3.6. Proposta de mecanismo para redução de SCP em MCPE1 

 Adicionalmente, de acordo com a metodologia descrita por (Brett & Brett, 

1993), o número de elétrons transferidos no processo eletródico também pode 

ser estimado por intermédio da largura de pico à meia altura da análise do 

composto por DPV. A Equação 1 permite que o número de elétrons 

transferidos seja calculado [31]: 

𝑊1/2 =  3.52 𝑅𝑇𝑛𝐹        (1)          
 

em que W1/2 é a largura do pico redox a meia altura, R é a constante dos gases 

ideais (8.314 J K-1 mol-1), T é a temperatura do sistema (298 K), F é a 

constante de Faraday (96485 C mol-1) e n é o número de elétrons transferidos 

por molécula de SCP reduzida. Pelo cálculo da Equação 1, obtemos o valore 

de n igual a 2 elétrons transferidos em cada unidade de SCP. Este cálculo 

ratifica o resultado obtido para o número de elétrons transferidos em SWV.  

De acordo com o comportamento voltamétrico do SCP nas condições 

avaliadas e considerando o processo catódico irreversível com transferência de 

2 elétrons por molécula, juntamente com a dependência da resposta 

voltamétrica com a concentração de [H+] no sistema, é possível elucidar uma 
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proposta de mecanismo para o processo de redução na superfície do eletrodo 

desenvolvido. A Figura 40 mostra as etapas do mecanismo de redução que 

envolvendo etapas eletroquímicas com a adição de 2 elétrons e a etapa 

química em que há a protonação do ânion formado seguido pela clivagem da 

sulfonamida. O mecanismo é semelhante à proposta já apresentada em outros 

trabalhos que descrevem o processo para compostos semelhantes em 

diferentes eletrodos [36,37]. 

 

Figura 40. Proposta de mecanismo para redução eletroquímica de SCP em MCPE 1 

 

3.7. Otimização de parâmetros instrumentais para DPV e SWV 

 As variáveis instrumentais das técnicas voltamétricas podem afetar 

consideravelmente a resposta obtida para um mesmo analito em uma 

determinada concentração. Desta forma a escolha dos parâmetros 

instrumentais adequados pode garantir a detecção de concentrações mais 

baixas do composto de interesse. Os parâmetros das técnicas de pulso DPV e 

SWV foram avaliados de modo univariado, no intuito de aumentar os valores 

obtidos de Ipc e minimizar os desvios de corrente de pico. 

 Três parâmetros instrumentais da DPV (velocidade de varredura, 

amplitude de pulso e tempo de pulso), assim como da SWV (Frequência de 

pulso, amplitude de pulso e incremento de varredura) foram avaliados de forma 

univariada para análise de SCP no eletrodo modificado MCPE1. Assim como 

os testes realizados no Capítulo II, as maiores valores de Ipc juntamente com os 

menores valores de largura de pico a meia altura e desvio entre medidas foram 

os parâmetros para definição das condições técnicas de análise. Nas Figuras 

41.A, 41.B e 41.C estão mostrados resultados obtidos em DPV para a variação 

de Ipc e W1/2 em função da amplitude de pulso, da velocidade de varredura e do 

tempo de pulso, respectivamente.  
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Com o objetivo de demonstrar o processo de escolha em cada 

parâmetro instrumental, observa-se na Figura 41.A que existiu uma variação 

positiva de Ipc até a velocidade de 25 mV s-1 e partir deste valor não houve 

aumento de corrente de pico. Considerando-se também somente a faixa em 

que há um grande aumento de Ipc (ν > 15 mV s-1), fica evidente que em 25 mV 

s-1 a menor largura de pico juntamente com a maior intensidade de Ipc. Esta 

velocidade de varredura foi então fixada para o restante das análises de SCP. 

Seguindo assim estes mesmo critérios, foram determinados os valores mais 

adequados para cada variável instrumental e estes foram listados na Tabela 

10. 
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Figura 41. Variação de Ipc e largura de pico a meia altura (W1/2) em função de (A) 
velocidade de varredura, (B) amplitude de pulso e (C) tempo de pulso por DPV para 
solução de SCP 50,00 mg L-1. Eletrólito de suporte: H2SO4 0,300 mol L-1. 
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Figura 41. Variação de Ipc e largura de pico a meia altura (W1/2) em função de (A) 
velocidade de varredura, (B) amplitude de pulso e (C) tempo de pulso por DPV para 
solução de SCP 50,00 mg L-1. Eletrólito de suporte: H2SO4 0,300 mol L-1. 

 

O mesmo procedimento e os mesmo critérios foram adotados para 

determinação das melhores condições de análise da SCP em SWV. As Figuras 

42.A, 42.B e 42.C mostra os resultados obtidos para cada variável instrumental 

da técnica, frequência de varredura, amplitude de pulso e incremento de 

varredura, respectivamente. 
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Figura 42. Variação de Ipc e largura de pico a meia altura (W1/2) em função de (A) 
frequência de varredura, (B) amplitude de pulso e (C) incremento de varredura (ΔE) por 
SWV para solução de SCP 50,00 mg L-1. Eletrólito de suporte: H2SO4 0,300 mol L-1. 
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Figura 42. Variação de Ipc e largura de pico a meia altura (W1/2) em função de (A) 
frequência de varredura, (B) amplitude de pulso e (C) incremento de varredura (ΔE) por 
SWV para solução de SCP 50,00 mg L-1. Eletrólito de suporte: H2SO4 0,300 mol L-1. 

 

 A Tabela 10 apresenta os parâmetros avaliados, as faixas de variação 

analisadas e os valores em que se obtiveram os resultados mais satisfatórios. 

Além disso, são mostrados na Tabela 10 os valores de Ipc e Epc obtidos para 

SCP 50,00 mg L-1 sob as condições ideais em DPV e SWV, em que fica 

notável o resultado mais satisfatório em DPV tanto pelo aumento de Ipc quanto 

pela diminuição da energia gasta no processo de redução da SCP, 

caracterizada pelo Epc localizado em um potencial menos negativo em relação 

à SWV. 
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Tabela 10. Variáveis instrumentais das técnicas DPV e SWV para análise de SCP. 

DPV 

Variável Intervalo de análise Valor definido 

Velocidade de varredura 2 – 50 mV s-1 25 mV s-1 

Amplitude de pulso 5 – 100 mV 100 mV 

Tempo de pulso 2 – 20 ms 2 ms 

SCP 50.00 mg L-1 nas 
condições ideais (DPV) 

Ipc 

261.0 µA 
Epc 

- 0.535 V 

SWV 

Variável Intervalo de análise Valor definido 

Amplitude de pulso 10 – 100 mV 50 mV 

Frequência de pulso 10 – 100 Hz 100 Hz 

Incremento de potencial 1 – 10 mV 1 mV 

SCP 50.00 mg L-1 nas 
condições ideais (SWV) 

Ipc 

82.4 µA 
Epc 

- 0.612 V 
 

3.8. Validação do método eletroanalítico para detecção de SCP 

3.8.1. Curvas Analíticas, limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) 

 Aplicando-se o método em MCPE1 proposto neste trabalho, 

desenvolveu-se a análise de SCP em diferentes soluções de concentrações no 

intervalo de 0,1000 – 40,00 mg L-1, preparadas a partir da solução estoque do 

analito. A curva analítica foi construída a partir do ajuste linear da relação entre 

os valores de Ipc em função da concentração de SCP. A Figura 43 mostra a 

curva analítica obtida cuja equação de ajuste é dada por Ipa (µA) = - 2,04 + 2,70 

C (mg L-1) e um coeficiente de determinação (R2) 0,998, já a inserção na 

mesma figura, apresenta os voltamogramas obtidos para cada concentração de 

SCP. 
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Figura 43. Voltamogramas em DPV para as seguintes concentrações de SCP: (a) 0.500; 
(b) 5.00; (c) 10.00; (d) 15.00; (e) 20.00; (f) 25.00; (g) 30.00; (h) 35.00; (i) 40.00 mg L–1, em 
água (inserção: variação de Ipc em função da concentração de SCP). 

 

 A aplicação do método para análises em leite passou por testes iniciais 

nos quais foi verificada a influência do tipo de leite utilizado sobre a resposta 

voltamétrica da SCP. Para cada solução de análise 8,00 mL de leite foram 

adicionados a uma quantidade adequada de solução estoque de SCP, 

juntamente ao eletrólito de suporte (H2SO4 0,300 mol L-1) e metanol em uma 

proporção 10 % (% V/V) na solução final, Após a precipitação de proteínas 

devido ao meio de análise extremamente ácido, a solução foi desaerada por 

adição de N2(g) por 10 minutos e deixada em repouso por mais 5 minutos para 

decantação do precipitado. A Figura 44.A mostra a comparação entre 

voltamogramas obtidos para SCP 50,00 mg L-1 em leite integral, desnatado e 

desnatado sem lactose. Pode-se observar melhores resultados para o leite 

desnatado sem lactose pela maior intensidade de Ipc e definição de pico. 

O procedimento para análise em matriz foi então aplicado na construção 

de uma curva analítica para determinação de SCP em leite desnatado sem 

lactose no intervalo de concentração de 5,00 – 45,00 mg L-1. A Figura 44.B 

apresenta os voltamogramas e a variação da intensidade de corrente para 

cada uma das concentrações de SCP em leite desnatado sem lactose. 
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Figura 44. (A) Voltamogramas em DPV para SCP 50,00 mg L-1 em soluções de (a) leite 
integral; (b) leite desnatado e (c) leite desnatado sem lactose. (B) Voltamogramas em 
DPV para SCP em leite desnatado sem lactose nas concentrações: (a) 5,00; (b) 10,00; (c) 
15,00; (d) 20,00; (e) 25,00; (f) 30,00; (g) 35,00; (h) 40,00; (i) 45,00 mg L-1. (inserção: 
variação de Ipc em função da concentração de SCP. 

 

Na Tabela 11 encontram-se as equações de reta para as duas curvas 

analíticas, assim como os limites de detecção (LD) e limites de quantificação 

(LQ) calculados na ausência e na presença da matriz. Uma comparação entre 

as curvas analíticas obtidas para análise de SCP na ausência de matriz e em 

leite desnatado mostra um efeito de matriz, evidenciado pela diminuição da 

sensibilidade (inclinação) da curva analítica em leite quando comparada aos 

testes em água deionizada. A menor sensibilidade ocasionou a diminuição da 

faixa de trabalho, uma vez que as medidas de Ipc para valores de concentração 

abaixo de 5,00 mg L-1 apresentaram um aumento acentuado de W1/2, 

prejudicando a precisão das medidas. Os valores de LD e LQ para SCP foram 

calculados pelas Equações 2 e 3 [38], em que Sb é o desvio padrão absoluto da 

corrente elétrica medida exatamente no Epc do analito em 12 varreduras 

realizadas no “branco” e b é a inclinação da curva analítica do SCP [39]. 

 𝐿𝐷 =  3.𝑆𝑏𝑏     (2)                𝐿𝑄 =  10.𝑆𝑏𝑏     (3)        [38] 
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Tabela 11. Regressão linear, LD e LQ para análises de SCP. 

Matriz Equação de reta R2 
LD LQ 

mg L–1 µmol L–1 mg L–1 µmol L–1 

Água Ipc / (µA) = 2,70 [C / (mg L–1)] – 2,04 0,998 0,0253 8,88.10-2 0,0845 2,97.10-1 

Leite 
Ipc / (µA) = 0,720 [C / (mg L–1)] – 

0,223 
0,998 1,40 4,92 4,65 16,3 

 

3.8.2. Precisão e exatidão do método para análise de SCP em leite 

hidrolisado 

A validação do método proposto foi dada pela avaliação da exatidão pelo 

método de adição de padrão e a precisão foi determinada por análises de 

repetibilidade e precisão intermediária.  

Análises por DPV realizadas em soluções das amostras de leite e 

eletrólito adicionado (H2SO4 0,300 mol L-1) não apresentaram nenhum pico 

catódico característico da redução do SCP, indicando a ausência do 

antimicrobiano nas amostras de leite. Desta forma, foram aplicados ensaios de 

adição de padrão, método muito utilizado em amostras livres do analito para 

avaliar a exatidão do método desenvolvido.  Estes ensaios simulam uma 

contaminação intencional da amostra e a partir de adições consecutivas do 

analito, verificar a exatidão percentual da concentração de SCP determinada 

pelo método em relação à concentração inicial do analito adicionada à célula. 

Alíquotas da amostra de leite desnatado sem lactose foram 

intencionalmente contaminadas com diferentes concentrações de SCP 

coincidentes com três pontos (5,000; 25,00 e 45,00 mg L-1), todos dentro da 

faixa de trabalho da curva analítica construída na presença da matriz. Em 

sequencia, foram adicionadas quatro alíquotas (50,00 µL) de SCP 5,000 mg L-1 

a cada solução e realizadas  medidas de Ipc após cada adição de SCP. A partir 

dos valores de Ipc obtidos para cada uma das quatro adições de antibiótico, foi 

estimada a concentração da contaminação inicial por extrapolação da curva 

obtida da relação Ipc versus concentração de SCP. A taxa de exatidão foi 

determinada para cada contaminação pela relação percentual entre a 

concentração estimada e a concentração real de SCP adicionada à amostra. 
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As Figuras 45.A, 45.B e 45.C apresentam os gráficos e a regressões lineares 

obtidas para cada uma das soluções de SCP. 
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Figura 45. Relações voltamétricas entre Ipc e concentração em leite hidrolisado sem 
lactose para fortificações de SCP em  (A) 5,000 mg L-1; (B) 25,00 mg L-1 e (C) 45,00 mg L-1. 

 

A Tabela 12 mostra os valores de exatidão para cada um dos três níveis 

de concentração avaliados. A recuperação aparente variou entre 94,5 e 

105,7%, que são valores aceitáveis (entre 70 e 120%) para aplicação do 

método em amostras de água ou alimentos [40]. Outros parâmetros de 

validação do método proposto, como repetibilidade (precisão intra-dia) e 

precisão intermediária (precisão inter-dia) foram avaliados, sendo estes valores 

determinados pelo cálculo do desvio padrão relativo (DPR) entre as repetições 

das medidas voltamétricas. A repetibilidade relaciona as medidas de uma 

mesma amostra em diferentes soluções (n=7) preparadas no mesmo dia e a 
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precisão intermediária aplica-se para repetições entre soluções (n=5) 

preparadas em dias diferentes. O método desenvolvido apresentou (DPR) 

máximo de 5,71 % e 6,60 % para repetibilidade e precisão intermediária, 

respectivamente. 

 

Tabela 12. Resultados de recuperação aparente e precisão para análise de SCP em 
diferentes concentrações adicionadas em amostra de leite hidrolisado. 

[SCP] 
adicionada 

(mg L–1) 

[SCP] obtida 
(mg L–1) 

Exatidão (%) 

DPR* 
precisão 
intra-dia 

(%) 

DPR* precisão 
inter-dia 

(%) 

5,000 5,285 105,7 4,20 5,98 

25,00 23,63 94,5 5,71 4,22 

45,00 46,28 102,8 4,77 6,60 

DPR: Desvio Padrão Relativo 
 

3.8.3. Análise de Interferentes 

Foi avaliado o efeito da presença de possíveis compostos interferentes 

normalmente encontrados no leite. Neste ensaio foi verificado a influencia da 

adição de lactose e cálcio sobre a resposta voltamétrica de uma solução de 

SCP. Desta forma foi determinada a variação de Ipc e Epc do analito em 

contato com cada um dos interferentes individualmente em concentrações 10, 

50 e 100 vezes acima da concentração de SCP. 

Os resultados descritos na Tabela 13, mostram a influencia da adição de 

lactose principalmente sobre Ipc, resultando em uma diminuição de cerca de 40 

% em presença de lactose na concentração 100 vezes maior em relação a 

SCP 50,00 mg L-1, indicando uma interferência considerável deste composto na 

análise. Por outro lado, a adição de Ca2+ ocasiona uma maior variação em Epc, 

como visto na Tabela 13. Este resultado está relacionado à interação do Ca2+ 

com os íons OH- em solução, alterando equilíbrios químicos existentes no 

sistema e consequentemente, diminuindo a acidez do sistema. Este 

deslocamento do Epc para valores mais negativos após adição de Ca2+ se 

encontra dentro das expectativas teóricas, uma vez que a posição do pico de 
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SCP é diretamente influenciada pela acidez da solução. Este ensaio permite 

elucidar melhor como se dá a influência de cada um destes compostos 

especificamente, a partir de variações relativamente discretas em suas 

concentrações. 

Pode-se afirmar que a lactose oferece uma maior influência sobre a 

análise, uma vez que as concentrações avaliadas são muito mais baixas que a 

média encontrada deste composto em amostras de leite bovino. Considerando 

as características naturais de uma amostra de leite, a influência do cálcio sobre 

a resposta voltamétrica é menor visto que os valores médios de Ca2+ em leite 

são aproximadamente 25 vezes maior que a concentração de SCP utilizada 

neste ensaio. Sendo assim, o efeito do Ca2+ em análises de leite pode ser 

considerado menos acentuado para fins de sensibilidade do método em 

amostras de leite bovino. 

 
 

Tabela 13. Efeito de adição de lactose e cálcio sobre a resposta voltamétrica de SCP 
50,00 mg L-1 em MCPE 1. 

Concentração 
do 

interferente 
(g L-1) 

SCP 50,00 mg L-1 Lactose Cálcio 

Ipc (µA) Epc (V) Ipc (µA) Epc (V) Ipc (µA) Epc (V) 

0 - 245,1 - 0,551 - 245,1 - 0,551 - 245,1 - 0,551 

0,5000 ---- ---- - 214,4 - 0,551 - 214,9 - 0,616 

2,500 ---- ---- -177,3 - 0,550 -193,3 - 0,635 

5,000 ---- ---- -144,9 - 0,559 - 188,8 - 0,662 
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4. CONCLUSÕES 

A utilização de um material compósito englobando as propriedades do 

grafite, MWCNTs e BMIMBF4 na confecção do eletrodo de trabalho mostrou-se 

vantajosa em relação a um eletrodo de pasta de carbono não modificado tanto 

para detecção de SCP. A pasta desenvolvida, além do fácil preparo, permitiu a 

melhoria na transferência de massa do processo catódico envolvido, aliando 

ganho de intensidade de corrente de pico e diminuição da energia gasta em 

relação ao eletrodo não modificado. A elucidação do comportamento 

eletroquímico do SCP na superfície do eletrodo foi realizada utilizando-se as 

técnicas de CV e SWV. Durante a otimização das condições de análise foi 

observada a importante influência do tipo de substância utilizada como 

eletrólito de suporte, assim como a concentração deste eletrólito pode gerar um 

ganho na resposta voltamétrica para o composto estudado.  

A metodologia eletroanalítica proposta foi validada por diferentes 

critérios de precisão e exatidão nas medidas, mostrando-se aplicável em uma 

ampla faixa de concentração para a SCP. A análise dos possíveis interferentes 

isoladamente, mostrou que a lactose presente no leite produz uma interferência 

significativa na intensidade de corrente de pico da SCP, capaz de reduzir a 

sensibilidade do método, enquanto a o cálcio produz um deslocamento de Epc 

para valores mais negativos de potencial e produz pouco efeito sobre Ipc. O 

método demonstrou-se viável para detecção e quantificação do SCP em água 

e leite desnatado sem lactose, devido a sua sensibilidade, aliada à rapidez da 

análise, que dispensa etapas de extração do analito e ao baixo custo de 

implementação da técnica voltamétrica. 
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CONCLUSÃO GERAL E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

A combinação de diferentes tipos de líquido iônico, juntamente a outros 

compostos como nanomateriais ou óxidos metálicos pode ser aprimorada na 

forma de novos compósitos para eletrodos modificados a fim de aumentar a 

sensibilidade e a seletividade do método voltamétrico. Líquidos iônicos com 

menor solubilidade em meio aquoso (hidrofóbicos) podem ser uma grande 

alternativa na composição de eletrodos de pasta, além da proposição de 

tratamentos químicos para alteração de grupos superficiais em nanotubos de 

carbono são algumas das ferramentas que podem ser utilizadas pelo grupo em 

análises de novos compostos ou no aprimoramento de metodologias já 

existentes. 

Além do ácido oxolínico e sulfacloropiridazina avaliados neste trabalho, 

seria de interesse ainda avaliar a aplicação de métodos voltamétricos para 

outros antimicrobianos como a flumequina (FMQ), a qual já foi avaliada em 

ensaios no Grupo de Eletroanalítica Aplicada (GEAP), entretanto ainda sem 

resultados satisfatórios para sua detecção. 

 


