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RESUMO 
 

Eletrodos quimicamente modificados à base de pasta de carbono foram construídos 

para determinação de captopril, empregando catalisadores biomiméticos em 

potencial da enzima P450. O complexo que permitiu obter os resultados mais 

satisfatórios foi o bis(piridil)ftalocianinaferro (II) [Fe(dipy)Pc].  

O sensor proposto foi avaliado em batelada e em sistema de análise por injeção em 

fluxo (FIA), e as condições de análise foram devidamente otimizadas empregando a 

amperometria. Em batelada obtiveram-se os melhores resultados aplicando 

potencial de 0,175 V vs Ag|AgCl(KClsat) e usando solução tampão TRIS 0,1 mol L-1 

como eletrólito em pH 8,0. Nestas condições observou-se uma faixa linear de 

resposta para o sensor entre 25 e 165 µmol L-1; com uma sensibilidade de 

2.315(±61) µA L mol-1 e um limite de detecção e quantificação de 0,9 e 3,1 µmol L-1, 

respectivamente.  

Em sistema em fluxo, os melhores resultados foram obtidos aplicando potencial de 

0,100 V vs Ag|AgCl (KClsat) em solução carregadora de tampão TRIS 0,1 mol L-1 e 

pH 8.0, com volume de amostra injetado de 75 µL e vazão de 1,4 mL min-1. A faixa 

linear de resposta obtida no sistema em fluxo (FIA) foi entre 5,0 x 10-5 e 2,5 x 10-2 

mol L-1, com uma sensibilidade de 210(±1) µA L mol-1 e uma reprodutibilidade menor 

que 4%, avaliado pelo valor do desvio padrão médio relativo (R.S.D.) para sete 

injeções consecutivas de solução padrão de captopril 2,5 x 10-3 mol L-1. 

A biomimeticidade do sensor foi estudada, assim como a seletividade e seus 

possíveis interferentes. O sensor biomimético foi aplicado na análise de formulações 

comerciais, amostras biológicas e ambientais (águas de rios e esgoto). Os 

resultados obtidos quando comparados com o método oficial de análise baseado na 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), mostraram boa eficiência do sensor 

desenvolvido na quantificação do captopril. 

 

 

 

Palavras-Chave : sensores biomiméticos. pasta de carbono. captopril. sistema de 

análise por injeção em fluxo. 
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ABSTRACT 

 

Chemically modified electrodes based on carbon paste were constructed for 

determination of captopril, catalysts employing biomimetic of the P450 enzyme. The 

compound that allowed to obtain the most satisfying results was the iron (II) 

phthalocyanine bis(pyridine) complex [Fe(dipy)Pc].  

The proposed sensor was evaluated in batch system and flow injection analysis (FIA) 

and the analysis conditions were properly optimized employing amperometry. In 

batch experiments were obtaining the best results by applying a potential of 0,175 V 

vs Ag | AgCl (KClsat) and using 0.1 mol L-1 TRIS buffer at pH 8.0, the electrolyte. 

These conditions was observed under the linear response range for the sensor 

between 25 and 165 µmol L-1, with a sensitivity of 2315 (± 61) µA L mol-1 and 

quantification and detection limits of 0.9 and 3.1 µmol L-1, respectively . In the flow 

system the best results were obtained at the potential of 0,1 V vs. Ag | AgCl (KClsat) 

in carrier solution of 0.1 mol L-1 TRIS buffer at pH 8.0, with the injected sample 

volume of 75 mL and flow rate of 1.4 mL min-1. The linear response range obtained in 

the FIA system was between 5.0 x 10-5 and 2.5 x 10-2 mol L-1, with a sensitivity of 210 

(± 1) µA L mol L-1 and the reproducibility value lower than 4 %, calculated the relative 

standard deviation (RSD) for seven consecutive injections of standard solution of 

captopril 2.5 x 10-3 mol L-1.  

The biomimetic characteristics of the sensor was studied and the selectivity and 

possible interfering. The biomimetic sensor has been applied to analysis of 

commercial formulations, biological and environmental samples (river water and 

sewage).  

The results compared with the official method of analysis based on high performance 

liquid chromatography (HPLC) showed the good efficiency of this sensor is 

developed quantification of captopril.  

 

 

Keywords: biomimetic sensor, carbon past electrodes, captopril, system of flow 

injection analysis. 
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INTRODUÇÃO 

 

1.1. Fármacos  

 

A palavra fármaco é a tradução do grego phármakon que tanto designa 

medicamento como veneno, ou seja, qualquer substância capaz de atuar no 

organismo seja em sentido benéfico ou maléfico. Para a organização mundial de 

saúde (OMS), o conceito de fármaco restringe-se às substâncias usadas pelo 

homem para diagnóstico, prevenção e tratamento de doenças1. 

Em linguagem médica tem sido utilizado de preferência com sentido restrito 

para designar uma substância única, orgânica ou inorgânica, de composição 

química conhecida, que serve para o combate ou controle de alguma doença 

específica1. 

 

 

1.1.1. Importância dos fármacos 

 

 Graças ao uso dos fármacos muitas doenças crônicas são mantidas sob 

controle, prevenindo seu agravamento. Além de corrigir e resgatar o estado de 

saúde das populações, os fármacos podem prolongar a vida em casos de doenças 

terminais ou preveni-las, salvaguardando a saúde. Em qualquer destas 

circunstâncias os fármacos são responsáveis pela melhoria da qualidade de vida, 

contribuindo também para o contínuo aumento da esperança de vida da 

humanidade2,3. 

 

 

1.1.2.  Efluentes provenientes do uso contínuo de fármacos 

 

 O desenvolvimento da indústria farmacêutica disponibiliza para o mercado 

milhões de substâncias com o propósito terapêutico. O aporte dessas substâncias 

farmacologicamente ativas no ambiente, advém do seu uso intenso e extensivo no 

tratamento em seres humanos, sendo a excreção realizada na forma não 
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metabolizada ou como um metabólito ativo, os quais são lançados ao ambiente nos 

efluentes municipais e industriais4.  

Uma grande quantidade de fármacos de diferentes classes é consumida 

anualmente em todo o mundo. Estes compostos farmacêuticos incluem antipiréticos, 

analgésicos, reguladores lipídicos, antibióticos, antidepressivos, antiinflamatórios, 

drogas contraceptivas e outros mais. O aumento da concentração essas substâncias 

pode promover efeitos adversos os quais são facilmente percebidos por organismos 

aquáticos e terrestres4. 

Os fármacos são desenvolvidos para serem persistentes, mantendo suas 

propriedades químicas o tempo suficiente para servir a um propósito terapêutico. 

Porém, uma porcentagem de 50% a 90% de uma dosagem do fármaco é excretada 

na forma inalterada e acaba persistindo no meio ambiente5. 

 

 

1.1.3. Impacto Ambiental dos fármacos 

 

 A contaminação de águas naturais tem sido um dos grandes problemas da 

sociedade moderna. É essencial que os recursos hídricos apresentem condições 

físicas e químicas adequadas para consumo e sobrevivência de organismos 

aquáticos6. 

              Na última década, especial atenção tem sido dada à presença de 

compostos farmacêuticos no ambiente aquático, uma vez que o aporte contínuo e a 

persistência de várias dessas substâncias podem trazer danos irreversíveis ao 

ambiente. Os fármacos, assim como seus produtos de degradação, em termos de 

periculosidade possuem algumas agravantes como: persistência no meio; efeito 

fisiológico, devido a sua reatividade; aumento de seu efeito com o aumento da 

concentração e poder de combinação com outras substâncias que podem promover 

maior dano ao meio ambiente7,8.  Os efeitos adversos causados por compostos 

farmacêuticos incluem toxicidade aquática, desenvolvimento de resistência em 

bactérias patogênicas, genotoxicidade e distúrbios endócrinos. A presença de 

fármacos residuais e outros compostos xenobióticos na água potável é outra 

questão de saúde pública, uma vez que pouco se sabe sobre o potencial efeito na 
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saúde associado com o consumo em longo prazo da mistura destes compostos na 

água potável9.  

Sendo assim, o desenvolvimento e aplicação de novas tecnologias de 

tratamento que permitam a remoção ou diminuição desses contaminantes tem sido 

objeto de interesse na área de saneamento ambiental. Entretanto, a não existência 

de programas específicos de monitoramento nas Estações de Tratamento de 

Esgotos (ETEs), impossibilita a avaliação do comportamento dos fármacos nestes 

locais,8. 

Efluentes gerados pelas indústrias farmacêuticas, residências e hospitais 

são as principais fontes de contaminação por fármacos no meio ambiente. Na 

literatura visualizou-se que fármacos depois de submetidos aos processos de 

tratamento de esgoto são facilmente encontrados em águas naturais como rios e 

lagoas. Esses compostos orgânicos de origem farmacêutica contribuem com a 

poluição da água e propiciam a disseminação de microorganismos patogênicos, 

causadores de doenças como colera e hepatite10. 

 Resíduos de fármacos em águas de despejo tem sido comumente 

reportados em vários estudos. A presença desses vários compostos implica 

múltiplas vias de ação, podendo interferir significativamente na fisiologia e no 

metabolismo, podendo causar também, efeitos secundários como alterar a defesa 

imunológica possibilitando o desenvolvimento de doenças5. 

 Com o avanço das técnicas analíticas descobriu-se que a contaminação de 

águas por fármacos é um fenômeno geral que ocorre em todo o mundo. Não só os 

rios e os lençóis subterrâneos estão contaminados com poluentes químicos. Até 

mesmo a água potável, depois de tratada, pode estar contaminada com 

anticoncepcionais, antiinflamatórios, antidepressivos e outras classes de fármacos 

amplamente utilizados. A Figura 1 mostra um esquema da rota simplificada da 

entrada de fármacos nos ambiente aquáticos11. 

Como alerta fica um estudo recente (2004), realizado pelo Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), apontou que apenas 20,4% dos 

municípios brasileiros possuem condições de tratamento de esgoto sanitário com 

coleta e tratamento11, que para um país deste tamanho torna-se algo bem 

preocupante.   
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Figura 1: Rota simplificada da entrada de fármacos em ambiente aquáticos. 

 

 

1.1.3.1.   Legislação Ambiental 

 

A resolução do Conama nº 357/2005 não apresenta diretrizes específicas 

sobre o lançamento de compostos orgânicos de origem farmacêutica em efluentes. 

Nela dispõem-se apenas sobre a classificação e diretrizes ambientais para o 

enquadramento dos corpos de águas superficiais e estabelece as condições e 

padrões de lançamento de efluentes. Isso pode ser melhor explicado no seguinte 

trecho: “os efluentes de qualquer fonte poluidora somente poderão ser lançados, 

direta ou indiretamente, nos corpos de água, após o devido tratamento e desde que 

obedeçam as condições, padrões e exigências dispostos nesta resolução e em 

outras normas aplicáveis”12. Isso demonstra que de fato, não existe uma legislação 

vigente para o lançamento de resíduos de origem farmacêutica ao meio ambiente. 

Provavelmente pela carência de métodos analíticos que possam detectar e 

quantificar sensível e seletivamente estas substâncias de uma forma rápida e ainda 

a um baixo custo.   
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1.1.4. Anti-hipertensivos 

 

    A hipertensão arterial, ou pressão alta é uma doença assintomática que 

atinge grande parte das pessoas. No Brasil, estima-se que 30-35% da população 

acima dos 40 anos sofra dessa doença, de acordo com dados do IBGE. Por 

definição, a pressão alta caracteriza-se por uma pressão do sangue maior ou igual a 

140/90 mmHg ou, 14 por 913. 

 Em cerca de 90% dos pacientes, as causas são conhecidas e derivam de 

má alimentação (ingestão em excesso de sódio, gordura), obesidade, idade, fatores 

genéticos, estresse, sedentarismo, etc. Devido a muitos desses fatores serem 

decorrentes dos hábitos de vida das grandes metrópoles, a hipertensão por muito 

tempo foi mais prevalecente em países desenvolvidos. As complicações são várias e 

graves: AVC, insuficiência renal, infarto do miocárdio, impotência e problemas 

visuais14. 

 O tratamento medicamentoso de hipertensos deve basear-se, por um lado, 

em estudos farmacológicos das drogas e, por outro lado, no perfil individual e único 

do paciente, tendo como mediador o clínico. O tratamento inicial baseia-se no 

escalonamento, no qual se orienta baixas doses da droga usada para alcançar o 

controle pressórico. Sendo assim quando se falam em mecanismos de ação, doses 

médias, tempo de ação e posologia, é preciso ter em mente que estas informações 

são um guia geral e que cada paciente deve ser individualizado15. 

 

Atualmente existem várias drogas anti-hipertensivas de uso habitual e elas 

podem ser classificadas de várias maneiras: diuréticos, inibidores do sistema 

nervoso simpático, vasodilatadores diretos, antagonistas dos canais de cálcio, 

inibidores da enzima conversora e antagonista do receptor da angiotensina II16. 

  

 Para o desenvolvimento deste trabalho de mestrado, foi escolhido o 

captopril, que é um anti-hipertensivo pertencente à classe dos inibidores de enzima 

conversora da angiotensina I, amplamente utilizada no Brasil.  
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1.1.4.1.  Captopril 

 

O captopril {ácido (2S)-1-[(2S)-2-metil-3-sulfanilpropanoila] pirrolidina-2-

carboxílico} (Figura 2) é um fármaco que se constitui de um pó cristalino, branco ou 

levemente amarelado, com leve odor característico de sulfeto, solúvel em água, 

etanol, clorofórmio, metanol e em soluções alcalinas, podendo ser encontrado sob 

várias dosagens e nomes comerciais. É um anti-hipertensivo classificado como 

inibidor da enzima conversora de angiotensina I, sendo indicado para pacientes com 

hipertensão cardíaca congestiva, infarto do miocárdio e nefropatia diabética17. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Formula estrutural do captopril. 

 

 

1.1.4.1.1.  MECANISMO DE AÇÃO 

 

O captopril impede a conversão da angiotensina I em II, pela inibição da 

enzima conversora de angiotensina (ECA), resultando na diminuição das 

concentrações séricas de angiotensina II, que é uma das mais potentes substâncias 

vasoconstritoras endógenas.  

A angiotensina I é um peptídeo que faz parte do sistema renina 

angiotensina aldosterona (SRAA). É formado a partir da ação da enzima renina 

sobre a angiotensinogênio. Sofre ação da enzima conversora da angiotensina, 

gerando a angiotensina II17. 
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1.1.4.1.2.  FARMACOCINÉTICA E FARMACODINÂMICA 

 

A meia-vida de eliminação é inferior a 3 horas. Em um período de 24 

horas, mais de 95% da droga absorvida é eliminada na urina; 40 a 50% como droga 

inalterada e o restante como metabólitos (dissulfeto dímero de captopril e dissulfeto 

de captopril-cisteína), cujas estruturas encontram-se na Figura 3.   

 

 

A) 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

Figura 3: Estruturas químicas dos metabólitos após a ingestão no controle da 

hipertensão. (A) Dímero de captopril e (B) Dissulfeto de captopril-cisteína. 

 

 

As doses aplicadas na clínica médica de captopril variam de 6,25 e 

150 mg, 2 a 3 vezes ao dia, sendo as doses de 6,25 mg (3 vezes ao dia) e 25 mg (2 

vezes ao dia) apropriadas para o início da terapia para insuficiência cardíaca e a 

hipertensão, respectivamente. O alimento diminui a biodisponibilidade oral do 

captopril em 25 a 30%, e o fármaco deve ser administrado uma hora antes das 

refeições. Estudos afirmam que o captopril pode perder até 80% da sua eficácia e 

biodisponibilidade se administrado concomitantemente com outros medicamentos ou 

alimentos. Ao contrário de alguns fármacos que têm a sua absorção diminuída, mas 

não comprometida pela administração conjunta com outras substâncias, o captopril 
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deve ser ingerido sem nenhuma associação para evitar perda da sua eficácia ou 

aumento de seus efeitos adversos18. 

Após a administração oral de uma dose isolada de captopril, reduções 

máximas da pressão arterial são freqüentemente observadas dentro de 60 a 90 

minutos. A duração do efeito está relacionada com a dose ingerida. Entretanto, a 

redução da pressão arterial pode ser progressiva, podendo ser necessárias várias 

semanas de tratamento para se atingir o efeito terapêutico máximo. A pressão 

arterial é reduzida na mesma intensidade, tanto na posição em pé ou deitada. A 

retirada abrupta do captopril não tem sido associada com o rápido aumento da 

pressão arterial18. 

 

 

1.1.4.1.3 MÉTODOS DE DETERMINAÇÃO DE CAPTOPRIL 

 

 Diversos métodos são encontrados na literatura para a quantificação de 

captopril em diversas matrizes e dentre eles temos o método espectrométrico, o 

fluorimétrico, o eletroforético, o espectrofotométrico e o eletroquímico19-23. 

 

 

1.2. SENSORES ELETROQUÍMICOS 

 

O desenvolvimento de sensores eletroquímicos é uma das áreas de maior 

e mais rápido crescimento dentro da Química Analítica, principalmente devido aos 

novos desafios impostos por amostras de interesse industrial, clínico e ambiental, 

que têm levado a uma crescente busca por sensores com melhores características, 

tais como alta sensibilidade, seletividade e estabilidade.  

A utilização de técnicas eletroquímicas no estudo de sensores 

eletroquímicos constitui-se em uma poderosa ferramenta para os químicos analíticos 

na resolução de seus problemas, especialmente por causa de algumas 

características vantajosas como a elevada sensibilidade das determinações, custo 

moderado e portabilidade. A versatilidade das técnicas eletroquímicas também 
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merece destaque visto que é possível controlar as reações eletródicas modificando a 

interface eletrodo-solução e selecionando-se criteriosamente o potencial aplicado à 

célula eletroquímica24. 

 

 

1.2.1.   Sensores amperométricos  

 

   

Os sensores amperométricos constituem-se em dispositivos mantidos em 

potencial fixo e que propiciam sinais de corrente faradaíca proporcionais à 

concentração do analito, em função de processos eletródicos que ocorrem na 

interface eletrodo/solução. Todavia, a corrente medida em experimentos 

eletroquímicos também possui um componente capacitivo, associado a mudanças 

da capacitância da dupla camada elétrica durante variações de potencial. O 

transporte de massa ocorre preferencialmente por difusão, sendo a migração e a 

convecção minimizadas através de condições experimentais favoráveis. Esses 

dispositivos são normalmente operados por uma limitação da difusão, sendo a 

corrente gerada afetada pela velocidade com a qual o analito se difunde até a 

superfície do eletrodo24. 

 Reações eletrolíticas são heterogêneas e tem lugar na região interfacial 

entre o eletrodo e a solução, região onde a distribuição de carga difere da fase no 

interior da solução.  

 Para se realizar um estudo de reações em eletrodos, devem ser criadas 

condições experimentais reprodutíveis que permitam a minimização de todos os 

fatores indesejáveis que possam contribuir para as medições e diminuir a sua 

precisão. Normalmente é necessário suprimir os efeitos da migração e a resistência 

da solução, prevalecendo o fenômeno da difusão que é responsável pelo transporte 

de massa da solução para a superfície do eletrodo25.  

Considerando a técnica amperométrica, quando o potencial aplicado à 

célula é mudado de uma condição na qual não há reação de espécies eletroativas 

presentes na proximidade da superfície do eletrodo para outra condição onde temos 

um processo eletroquímico, a variação de corrente elétrica do sistema é dada pela 

equação de Cottrell:  
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π    (Equação 1) 

  

onde: I é a corrente a um tempo t, n é o número de elétrons, F é a constante de 

Faraday, A é a área do eletrodo, C∞ é a concentração da espécie eletroativa no 

“bulk” da solução e D é o coeficiente de difusão da espécie eletroativa. 

 

 

1.2.1.1.   Sensores biomiméticos 

 

 O rápido monitoramento e in situ de fármacos pode ocorrer com a 

utilização de dispositivos capazes de identificar sensível e seletivamente essas 

espécies. Esses dispositivos podem ser sensores eletroquímicos, dentre os quais 

destacam-se os sensores biomiméticos, que podem ser definidos como um subtipo 

de “biossensores enzimáticos”, nos quais o eletrodo é modificado com uma 

substância redox com estrutura análoga ao sítio ativo de alguma enzima tomada 

como modelo.  

 Os sensores biomiméticos são uma nova estratégia experimental que tem 

sido usada para obter sensores amperométricos mais estáveis e duradouros que os 

biossensores convencionais que possuem como base materiais biológicos. Estes 

dispositivos visam vencer as limitações dos biossensores enzimáticos tais como 

disponibilidade, custo e instabilidade das enzimas; assim como promover uma 

melhora na transferência eletrônica entre eletrodo/sítio ativo (complexo redox) / 

substrato, desde que nos sensores biomiméticos o “sítio ativo” encontra-se 

descoberto, diferente do que acontece nas enzimas, onde o sítio ativo encontra-se 

rodeado pela densa camada de aminoácidos residuais26,27. 

 Uma condição para mimetizar ou escolher uma enzima adequada para a 

construção de sensores biomiméticos é que a química da catálise da reação 

enzimática e a estrutura do sítio ativo da enzima sejam muito bem conhecidos, e 

neste sentido as enzimas P450, encaixam-se perfeitamente nestes requerimentos. 

 

 



31 

 

 

1.2.1.1.1.   Enzima P450 

  

  O nome enzima P450 ou citocromo P450 (abreviado como CYP ou P450) 

deriva das propriedades espectrais dessa proteína. Na sua forma reduzida (Fe2+), 

ela se liga ao monóxido de carbono e forma um complexo que absorve luz no 

comprimento de onda de 450 nm. A letra P é a abreviatura de pigmento, lembrando 

a cor rosa do grupo hemina28. 

 Atualmente são conhecidas aproximadamente 450 diferentes enzimas 

P450, as quais catalisam os mais diversos tipos de reações químicas nos 

organismos, produzindo na maioria das vezes metabólitos que são fisiologicamente 

essenciais ou benéficos aos organismos vivos28. Dentre essas reações pode-se 

incluir a degradação de xenobióticos como pesticidas organoclorados e disruptores 

endócrinos, e a metabolização de fármacos como paracetamol e hormônios 

estrôgenos29. Na Tabela 1, são indicados alguns fármacos que são metabolizados 

pelas P45030.  

 

Tabela 1: Exemplos de drogas metabolizadas por isoenzimas citocromo P450. 

 

 

 

 

 

 

 

 

As enzimas P450 contém um  sítio ativo comum que é a protoforfirina de 

ferro IX (Figura 4), que é o grupo prostético encontrado em todas as enzimas 

citocromo P450. O papel deste grupo hemino nos diferentes citocromos P450, varia 

em função da natureza dos ligantes próximos ao grupo prostético e do substrato que 

será catalisado31. 

 

 

 

ISOENZIMA FÁRMACO METABOLIZADO 

CYP1A2 Cafeína Propanolol Clozapina 

CYP2D6 CAPTOPRIL Hidrocodona Anfetamina 

CYP2C9 Diclofenaco Piroxicam Ibuprofeno 

CYP3A4 Diazepam Clindamicina Ritonavir 
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Figura 4: Estrutura da protohemina IX (protoporfirina de ferro IX) presente no sítio 

ativo de todas as enzimas P450. 

 

 

A reação catalisada pelas enzimas P450 baseiam-se geralmente em uma 

reação monooxigenase na qual ocorre a inserção de um átomo de oxigênio em um 

substrato orgânico31. Entretanto, existem mais de vinte tipos de reações catalisadas 

pelas diversas enzimas P450, dentre as quais podem-se incluir além da hidroxilação 

de alcanos, a epoxidação de alcenos, a dehalogenação oxidativa e redutiva, a S-

oxidação (reação 1), a S-dealquilação (reação 2),  entre outras.   

 

 

 

 

 

 

 

 

Compostos derivados das ftalocianinas e porfirinas de ferro, manganês e 

cobalto têm sido satisfatoriamente empregados em meio aquoso na tentativa de 
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mimetizar o sítio ativo das P450, porém poucos trabalhos têm sido descritos sobre 

aplicação na construção de sensores químicos biomiméticos visando aplicação 

analítica32-34. Dentre os complexos que podem ser avaliados como possíveis 

catalisadores biomiméticos da P450, devido à semelhança com a estrutura química 

da protohemina IX,  tem-se a  bis(piridil)ftalocianinaferro (II), mostrada na Figura 5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Estrutura química do complexo bis (piridil)ftalocianinaferro (II) 

 

 

1.2.2.  Eletrodos quimicamente modificados (EQM) 

 

Os EQMs à base de pasta de carbono modificada têm atraído atenção 

devido à sua seletividade e detectibilidade para diversos tipos de compostos, dentre 

eles, podemos citar os compostos farmacêuticos.  

Algumas vantagens podem ser destacadas para este tipo de suporte 

eletródico, tais como a fácil renovação da superfície, boa estabilidade e baixa 

corrente capacitiva, se comparado aos outros tipos de materiais carbonáceos. Sendo 

uma ferramenta ideal para análises de pequenas quantidades de substâncias35-36. 
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1.2.2.1.  Modificação na superfície do eletrodo 

 

 A escolha do material para o eletrodo base, cuja superfície sofrerá a 

modificação, é um aspecto muito importante da preparação de um EQM. Este 

substrato deve apresentar características eletroquímicas apropriadas e também ser 

adequado para o método de imobilização selecionado. Entre os materiais 

convencionais podemos citar ouro, platina, carbono vítreo, mercúrio na forma de 

filme, fibras de carbono e pasta de carbono37.  

 A imobilização de um modificador na superfície do eletrodo pode ocorrer 

com a utilização de enzimas no caso dos biossensores, ou catalisadores 

biomiméticos (complexos organometálicos) para os sensores biomiméticos. 

 A identificação de um analito utilizando pasta de carbono é um aspecto 

interessante nos sensores biomiméticos, pois oferece a viabilidade de uso de um 

composto insolúvel em solução, evitando a lixiviação do modificador desde a 

superfície do eletrodo para a célula de medida. Com isso, além de diminuir o custo 

da análise, diminui o processo de modificação do grafite, que poderá ser realizado 

apenas por uma simples técnica de oclusão. 

 Existem vários métodos de imobilização de materiais solúveis e insolúveis 

em eletrodos à base de pasta de carbono, dentre os quais os mais comumente 

usados são a adsorção, a oclusão e a ligação covalente.  

 

 

1.2.2.1.1. ADSORÇÃO  

 

 Esse método envolve a interação física do modificador e a superfície do 

eletrodo, sendo um processo simples e rápido, podendo ser aplicado em vários tipos 

de superfícies eletródicas37.  

 A técnica de adsorção é bastante empregada, dada sua simplicidade e 

eficiência em muitos casos. No entanto, a mesma apresenta a desvantagem de 

produzir EQM's com no máximo uma monocamada do modificador imobilizado, o 

que geralmente limita a faixa de resposta linear37. Por outro lado, a adsorção é um 

processo de equilíbrio, o que pode levar à ocorrência de dessorção do modificador 
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para o meio durante sua utilização, resultando na perda de reprodutibilidade e 

redução da vida útil do EQM preparado desta forma. 

 

 

1.2.2.1.2. LIGAÇÃO COVALENTE 

 

 Nesse tipo de imobilização o modificador é fixado na superfície eletródica 

por ligação covalente, oferecendo um método estável, através da manipulação da 

reatividade dos grupos funcionais existentes na superfície do eletrodo37,38.  

 O método de modificação via ligação covalente é bastante estável em 

relação aos demais métodos, contudo requer maior tempo de reação, além de ser 

mais difícil de executar. Seu emprego é de especial interesse para a imobilização de 

enzimas, sendo amplamente empregado nesta área37,38.  

  Uma alternativa que tem sido muito usada nas últimas décadas envolve a 

formação de monocamadas auto-organizadas (SAM "self-assembled monolayers"). 

Este tipo de modificação emprega camadas monomoleculares que exibem uma alta 

organização e que são formadas espontaneamente como conseqüência da imersão 

de uma superfície sólida em solução constituída de moléculas anfóteras. Enquanto 

que a adsorção deste tipo de molécula é um resultado da afinidade de um grupo 

funcional do adsorvente, que apresenta certa especificidade para interagir com a 

superfície do substrato, a força motriz para a organização origina-se a partir de 

interações hidrofóbicas (por exemplo, do tipo Van der Waals) das cadeias longas 

ligadas ao grupo funcional39. Existem basicamente três diferentes abordagens por 

meio das quais as SAMs têm sido desenvolvidas. As três abordagens são:   

 

� Formação de monocamadas organizadas via o processo de silanização.  

� Técnica de Langmuir-Blodgett (LB) que envolve a formação de membranas 

lipídicas sobre os eletrodos sólidos.  

� Uso da adsorção irreversível de alcanos funcionalizados sobre superfícies 

metálicas, principalmente tióis em ouro. 
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1.2.2.1.3. OCLUSÃO 

 

 Comumente utilizado na preparação de pasta de carbono modificada. 

Este método de imobilização baseia-se na mistura de grafite em pó, modificador e 

um aglutinante, que pode ser parafina40 ou óleo mineral40, tornando a pasta estável 

em contato com soluções aquosas. Adicionalmente o aglutinante, serve para fixar a 

pasta ao eletrodo e preencher as cavidades entre as partículas de grafite. 

Uma das principais vantagens da pasta de carbono para a construção de 

sensores é que esses eletrodos possibilitam a modificação interna do material 

eletródico, diferentemente do que ocorre com os eletrodos sólidos convencionais, 

em que a modificação ocorre apenas na superfície.  

 

 

1.2.3.  Desenvolvimento de sensores químicos utilizando 

pasta de carbono. 

 

 O emprego de sensores amperométricos à base de pasta de carbono tem 

demonstrado um aumento exponencial durante os últimos 30 anos (Figura 06), como 

conseqüência da aplicabilidade nos mais diversos meios, assim como a versatilidade 

na preparação da pasta, a qual podem ir desde a forma convencional pela mistura 

de pó de grafite e algum modificador seletivo (enzimas ou catalisadores), até 

dispositivos mais elaborados que usam polímeros molecularmente impressos 

(MIP)41 e nanotubos de carbono42.  A Figura 6 mostra esse perfil crescente em 30 

anos de pesquisas empregando sensores à base de pasta de carbono modificada. 
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Figura 6: Artigos publicados sobre eletrodos de pasta de carbono utilizando a base de 

dados, SciFinder Scholar® versão 2007. 

 

O uso de pasta de carbono continua a ser atraente porque além da 

versatilidade oferecida para a preparação da pasta, esses sensores demonstram ter 

alta estabilidade química e mecânica, e elevada atividade eletrocatalítica43. Na 

Tabela 2 são mostradas algumas aplicações recentes relatadas na literatura, 

relacionadas a sensores à base de pasta de carbono modificada. 
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Tabela 2:  Alguns artigos publicados em 2009/2010 mostrando o uso de sensores à 

base de pasta de carbono para determinação de analitos de interesse 

farmacêutico e ambiental. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dentre todas as citações, aquela que envolve o uso de Ácido 1,1-

Ferrocenodicarboxilico para determinação de captopril49 merece atenção por se 

tratar do analito escolhido para a realização deste trabalho de mestrado. Nesse 

artigo é apresentada a construção do sensor à base de pasta de carbono preparada 

com pó de grafite e modificador incorporado. As técnicas eletroquímicas utilizadas 

foram voltametria cíclica, cronoamperometria e impedância. A desvantagem do 

sensor apresentado nesse artigo é o alto potencial de análise (0,49 V vs Ag|AgCl 

(KClsat) comprometendo a seletividade do sistema. 

 

Com o avanço das pesquisas em eletroanálise e ciências dos materiais, 

estudos têm sido realizados com o intuito de se obter sensores com melhor 

desempenho para serem aplicados na determinação de compostos em diversas 

Modificador Aplicação 

Zeolita enriquecida com ferro Peróxido de hidrogênio44 

Nanotubos de carbono com paredes  

múltiplas com nanosílica 
Chumbo45 

2,7-bis(etilferrocenil) fluoreno-9-ona Glutationa46 

Poliglicina Ácido ascórbico e Dopamina47 

Polímeros biomiméticos (MIP) ocluídos  

em pasta de carbono 
Cafeína48 

Ácido 1,1-Ferrocenodicarboxilico Captopril49 

Metaloftalocianina Dideoxinosina50 

Ferroceno modificado com nanotubos  

de carbono 
Levedopa51 

Tionina Catecol e Bisfenol A52 

Quinizarina Cisteína53 
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matrizes, como aquelas de interesse ambiental e farmacêutico, fato que pode ser 

confirmado pelo número de trabalhos publicados recentemente (Figura 6). 

 

 

1.3.     Sistemas de análise por injeção em fluxo (FIA) 
 

 A utilização de sistema de análise por injeção em fluxo para detectar e 

quantificar poluentes orgânicos na água seria uma alternativa prática e versátil para 

monitorar essas substâncias. O método de análise denominada de FIA (Flow 

Injection Analysis) teve início com trabalhos desenvolvidos por Ruzicka em meados 

da década de setenta, e pode ser definida como um processo de automatização de 

procedimentos analíticos, onde é introduzido um volume discreto e reprodutível da 

amostra em um fluxo transportador (carregador) não segmentado, que 

continuamente flui em direção ao detector. Durante o transporte, a amostra se 

dispersa e pode ou não, receber reagentes por confluência, sofrer reações químicas 

e/ou passar por etapas de separação e/ou concentração, gerando uma "zona de 

amostragem” de um produto adequado para a quantificação. Ao atingir o detector, a 

zona de amostra origina um sinal transiente resultante do gradiente de concentração 

gerado durante o transporte na solução carregadora (ou transportadora) em fluxo 

contínuo54. 

 Como características favoráveis desta metodologia salientam-se a alta 

velocidade de amostragem, o baixo consumo de amostras e reagentes, a obtenção 

de resultados exatos, a facilidade de automação e a versatilidade55. Adicionalmente, 

este método apresenta um embasamento teórico simples e excelente capacidade 

analítica no que se refere à precisão das análises55. 
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1.4. Métodos analíticos de calibração 
 

1.4.1. Padrão externo ou curva de calibração 

 

 A técnica do padrão externo ou curva de calibração utiliza vários padrões 

que contêm concentrações de analito conhecidas, as quais são introduzidas no 

instrumento, e a resposta é registrada. Os dados resultantes são colocados em um 

gráfico contendo a resposta instrumental (eixo Y) em função da concentração do 

padrão (eixo X), a fim de se obter uma relação reprodutível, preferencialmente 

linear56. Para calcular a quantidade de analito contida em alguma amostra, a curva 

de calibração é interpolada, usando a resposta instrumental fornecida pela amostra.  

 

 

1.4.2. Método da adição de padrão múltipla  

 

 O método da adição de padrão pode ser entendido como sendo um 

método de calibração, onde o analito em concentrações crescentes e conhecidas é 

adicionado (com exceção da primeira) à mesma quantidade de amostra contida em 

diversos balões volumétricos. Assim a resposta do instrumento somará ao padrão de 

concentração conhecida à quantidade correspondente à amostra. A seguir, os dados 

resultantes são colocados em um gráfico contendo a resposta instrumental (eixo Y) 

em função da concentração do padrão (eixo X), a fim de se obter uma relação 

linear56.  A quantidade de analito na amostra é calculada pela extrapolação no eixo X 

da reta obtida. 

Este método é o mais recomendado nos casos em que há efeito da matriz 

na obtenção do sinal instrumental, tal como é o caso das análises de amostras 

biológicas (sangue, soro e urina), de esgoto, entre outras56. 
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2.   OBJETIVO 
 

 Este trabalho de mestrado visa à construção e aplicação de sensor 

amperométrico à base de catalisadores biomiméticos da enzima P450, na 

determinação de captopril em amostras de interesse ambiental, biológico e 

farmacêutico em batelada e sistema de análise por injeção em fluxo. 
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3.   PARTE EXPERIMENTAL 

 

3.1.   Instrumentação 
   

 As pesagens foram realizadas em uma balança analítica (Mettler-Toledo®) 

que possui calibração externa e tara automática, possibilitando pesagens rápidas e 

precisas.  

 O pH das soluções tampão foi medido com pH-metro da Thermo 

Scientific® (Orion 3 Star pH, Benchtop – USA) empregando um eletrodo de vidro 

combinado.  

 A bomba peristáltica digital e de quatro canais, marca Ismatec® foi 

utilizada para realizar a propulsão das amostras e reagentes no sistema por injeção 

em fluxo (FIA).  

 

 

3.2.   Reagentes e Soluções 
 

 Todos os reagentes empregados foram de grau analítico ou HPLC, 

segundo a necessidade, e todas as soluções foram preparadas com água 

deionizada (resistividade ≥ 18 MΩ cm a 25ºC) obtida de um sistema de purificação 

Milli-Q (Direct-0,3). 

 Foram utilizados no desenvolvimento do projeto o captopril (Sigma-

Aldrich), complexo bis(piridil)ftalocianinaferro (II), óleo mineral e grafite em pó todos 

provenientes da Sigma-Aldrich®; o KH2PO4, o acetato de sódio e o hidróxido de 

sódio adquiridos da Synth®; o tampão orgânico tris(hidroxi-metil)aminometano (TRIS) 

da Merck®, os solventes (ácido fosfórico e metanol) utilizados para os experimentos 

por cromatografia foram adquiridos respectivamente da Mallinckrodt e Ecibra. 
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3.3.   Construção do sensor biomimético 
 

Para a construção do sensor proposto e baseando-se na estrutura 

química do sítio ativo da enzima P450, assim como nas características vantajosas 

das ftalocianinas e porfirinas, foi usado o complexo bis(piridil)ftalocianinaferro (II) 

[Fe(dipy)Pc], na modificação da pasta de carbono. 

 A preparação da pasta de carbono para determinação de captopril foi 

realizada misturando 100 mg de pó de grafite, 30 mg do complexo 

bis(piridil)ftalocianinaferro (II) e 1,00 mL de tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 7,0). O 

material foi cuidadosamente homogeneizado com uma espátula de aço inox, e a 

seguir deixado secar ao ambiente por um período de 24 horas para evaporação da 

fase líquida. Sobre o material seco, adicionou-se 80 µL do agente aglutinante, óleo 

mineral (Nujol®) para a obtenção da pasta de carbono.  

 A pasta de carbono modificada foi colocada na cavidade de um eletrodo 

composto de um tubo de vidro e um fio de platina incorporado nele, que está em 

contato com um disco de platina de 4 mm de diâmetro e colocado à profundidade de 

1 mm de uma das extremidades do tubo, deixando uma cavidade própria para a 

incorporação da pasta no eletrodo (Figura 7). Finalmente a superfície foi 

uniformizada com papel sulfite limpo, a fim de obter uma superfície homegênea. 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Construção do eletrodo de pasta de carbono. (A) Pasta de carbono 

modificada. (B) Eletrodo adequado para montagem do sensor. 

 

 

(A) (B) 
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Adicionalmente, pastas de carbono não modificadas foram preparadas pela 

mistura de 100 mg de grafite em pó e misturados com 1,00 mL de tampão fosfato 0,1 

mol L-1 (pH 7,0). Após seco, foi adicionado 80 µL de Nujol®, para obtenção da pasta 

de carbono não modificada. Estas pastas serviram para realizar estudos 

comparativos.  

 

 

3.4.  Medidas Eletroquímicas 
 

 Dentre as várias técnicas eletroanalíticas disponíveis, neste trabalho de 

mestrado utilizou-se a voltametria cíclica para caracterização do sensor proposto e a 

amperometria para efetuar as análises quantitativas do captopril. 

 

 

3.4.1.  Sistema de análise em batelada para determinação 

de captopril 

 

As medidas eletroquímicas em batelada foram realizadas em um micro-

potenciostato da Autolab®, usando uma célula eletroquímica convencional de 03 

eletrodos, contendo um eletrodo de referência de Ag|AgCl(KClsat) comercial 

(Analion®), um fio de platina em forma de espiral como eletrodo auxiliar e o(s) 

eletrodo(s) de pasta de carbono modificada ou não, como eletrodo(s) de trabalho. 

Neste sistema de análise 10,00 mL de solução tampão (eletrólito) foram 

adicionados na cela eletroquímica e a seguir volume conhecido de uma solução 

padrão de captopril, ou de amostra contendo o analito, era adicionado para realizar 

os experimentos eletroquímicos. Sendo que a corrente de oxidação resultante é 

relacionada com a concentração de analito na célula de medida. Antes da adição do 

analito o potenciostato era colocado em modo de espera (hold), a fim de realizar a 

homogeneização da solução. Após a adição do analito na célula eletroquímica a 

solução era agitada com ajuda de uma barra magnética de PTFE acionada por um 

agitador magnético. A seguir, o equipamento era colocado novamente em modo de 

medição (play) e a corrente obtida registrada. 
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A Figura 8, mostra uma representação esquemática (A) e uma fotografia 

do sistema de medida (B),  usado neste trabalho de mestrado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Representação do sistema de análise em batelada em (A) Esquema       

representativo e (B) Fotografia da aparelhagem empregada. 
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3.4.2.  Sistema de análise por injeção em fluxo para 

determinação de captopril 

 

As medidas em fluxo foram realizadas usando como unidade de detecção 

uma cela eletroquímica do tipo wall-jet (Figura 09), contendo o sensor biomimético 

para catopril como eletrodo de trabalho, um anel de Pt como eletrodo auxiliar e um 

eletrodo de referência Ag|AgCl (KClsat) home made, formado por um fio de Ag 

recoberto com AgCl que é mergulhado em uma solução de KCl saturada, a qual é 

injetada na cela de medida por meio de uma seringa de 5 mL, sempre no dia anterior 

de cada jornada de trabalho para condicionamento e manutenção do fio de Ag|AgCl. 

O sistema de injeção em fluxo empregado neste trabalho é composto por 

uma bomba peristáltica digital de quatro canais (1); um injetor de amostra do tipo 

proporcional, fabricado at home em Teflon (2); a cela eletroquímica do tipo wall jet 

como unidade de detecção (3); e um potenciostato Palm-Sense® da Palm 

Instruments BV (4).  

Neste sistema as soluções de análise e solução tampão (carregador) 

foram bombeadas pela bomba peristáltica, através de tubos de PTFE (0,8 mm de 

diâmetro interno), para o injetor.  

 O esquema do sistema FIA (flow injection analysis) empregado neste 

trabalho é mostrado na Figura 9A, e na Figura 9B, é mostrada uma fotografia do 

sistema. 
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Figura 9: Representação esquemática do sistema de injeção em fluxo (FIA) em (A) e a 

fotografia do sistema em (B): (1) Bomba peristáltica, (2) Injetor, (3) Cela 

Eletroquímica, (4) Potenciostato. 
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3.5. Aplicação e validação do sensor biomimético 

à base de [Fe(dipy)Pc] para determinação de 

captopril 

 

3.5.1. Estudo de Seletividade 

 

 Para estudar a seletividade do sensor biomimético realizaram-se análises 

no sistema em batelada com 17 fármacos, além do captopril.  

 Os fármacos avaliados no estudo de seletividade foram os seguintes: 

dipirona, paracetamol, diclofenaco, quinina, clindamicina, digoxina, cloridrato de 

efedrina, fluconazol, lidocaína, metrodinazol, piridoxina, secnidazol, amitriptilina, 

mebendazol, tetraciclina, ranitidina e sulfato de neomicina.  

  

 

3.5.2. Preparação das amostras de medicamentos 

 

Os medicamentos analisados foram o Captopril genérico (Medley®) nas 

quantidades 12,5; 25 e 50 mg por comprimido, Capoten® e Lopril-D® (Briston-Myers 

Squibb) nas dosagens de 25 e 50 mg por comprimido, respectivamente. 

 Os medicamentos que se apresentavam na forma de comprimidos foram 

macerados e pesados, tal como recomendado pela farmacopéia. Foram utilizados 10 

comprimidos de cada medicamento e a preparação das soluções se deu a partir de 

cálculos de massa referente ao captopril presente nos comprimidos em relação a 

sua massa total. Depois de preparada uma concentração conhecida de captopril, 

filtrou-se essa solução para a retirada de substâncias insolúveis.  

A determinação do captopril nessas amostras foi realizada com o sensor 

biomimético em batelada e no sistema de análise por injeção em fluxo, e os 

resultados obtidos com ambos os sistemas foram comparados com o método oficial 

(HPLC)57,58. 
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3.5.2.1.   Determinação cromatográfica de captopril 

 

As análises cromatográficas foram efetuadas segundo preconizado pela 

Farmacopéia Européia (1997)57-58. Foi empregado um cromatógrafo Shimadzu 

modelo 20A, com detector UV/Visível SPD-20A, mostrador automático SIL–20A e 

degaseificador DGU–20A5, acoplado a um microcomputador pessoal.  

A fase estacionária foi uma coluna de fase reversa C18 da marca 

Shimadzu Shim – Pack CLC – ODS.  

A fase móvel era composta de uma mistura de 550 mL metanol, 450 mL 

água e 0,5 mL de ácido fosfórico concentrado. A vazão da fase móvel foi de 1,0 mL 

min-1, o comprimento de onda foi de 220 nm e o volume injetado de amostra de 20 

µL.  

A Figura 10 mostra uma fotografia do sistema cromatográfico empregado 

neste trabalho de mestrado. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Equipamento de cromatografia líquida de alta eficiência da marca 

Shimadzu® utilizado nas análises das amostras de captopril. 
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3.5.2.2. Avaliação da resposta dos possíveis compostos 

interferentes 

 

A determinação do captopril sob a influência de diversas substâncias 

como potenciais interferentes na determinação do captopril foi estudada em fluxo.  

Soluções correspondentes a 5 mL de solução contendo 5 mg de 

captopril, foram enriquecidas com os possíveis interferentes, em uma razão m/m de 

1:10 (captopril:interferente). O sinal obtido foi comparado com aquele 

correspondente apenas ao captopril, para calcular os valores da recuperação do 

sinal (%) na presença do interferente.   

 

 

3.5.3.   Obtenção e preparação das amostras biológicas 

 

 Amostras de urina (Figura 11) foram coletadas de sete voluntários 

saudáveis e com idades entre 20 e 50 anos, sendo que uma pessoa é usuário de 

captopril e consome o fármaco (25 mg comprimido-1) 2 vezes ao dia para controle da 

pressão arterial. Cada amostra foi centrifugada a uma velocidade de 2000 rpm, 

sendo o sobrenadante recolhido, diluído 2 vezes em relação ao volume total e 

enriquecido com 2,5 x 10-3 mol L-1 de captopril, sendo que os experimentos de 

recuperação foram realizados com a técnica amperométrica nos sistemas em 

batelada e análise por injeção em fluxo para as amostras 1H a 6M, sendo termos H 

e M correspondem respectivamente à amostra do sexo masculino e feminino59. 

 A amostra biológica do usuário de captopril (7M) foi analisada em FIA e os 

resultados obtidos foram comparados com aqueles encontrados pelo HPLC. 
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Figura 11: Fotografia de uma amostra biológica que foi analisada 

 

 

3.5.4. Obtenção e preparação das amostras ambientais 

(rios) 

 

As amostras de águas de seis rios da região de Araraquara (Figura 12) 

foram coletadas e enriquecidas com captopril na concentração de 2,5 x 10-3 mol L-1 e 

a seguir analisadas pelo sensor proposto em sistema em batelada, para posterior 

cálculo da porcentagem de recuperação. 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 12: Fotografia de uma localidade do rio Jacaré-Guaçu que atravessa o 

município de Araraquara. 
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3.5.5.   Análise de amostras ambientais de ETEs (Estação 

de Tratamento de Esgoto) 

 

 

As amostras de esgoto foram coletadas das estações de tratamento de 

esgoto das cidades de São Carlos (240 Km), Araraquara (277 Km) e Campinas (163 

Km) de distância para a cidade de São Paulo (SP), sendo a coleta realizada em dois 

momentos: esgoto bruto e esgoto tratado. 

Como exemplo (Figura 13) tem-se à cidade de São Carlos que construiu 

recentemente a Estação de Tratamento de Esgoto (ETE) de Monjolinho, cujo projeto 

da estação foi concebido pelo Departamento de Hidráulica e Saneamento da Escola 

de Engenharia de São Carlos da Universidade de São Paulo (EESC-USP). Essa 

estação de tratamento de esgoto possui atualmente uma vazão de 500 L s-1, cujo 

valor é próximo ao valor esperado que é de 600 L s-1, que é o ideal para se atingir 

100% de esgoto proveniente da cidade. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Fotografias da entrada do esgoto bruto na ETE de Monjolinho no município 

de São Carlos. (A) Vista próxima. (B) Vista Ampla. 

 

 

(A) (B) 
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 As amostras de esgoto coletadas foram filtradas a vácuo para realização de 

medidas eletroquímicas no sistema em fluxo (FIA). As amostras foram analisadas de 

duas maneiras: amostras diluídas 2 vezes em relação ao volume original foram 

enriquecidas com 5,0 x 10-3 mol L-1 de captopril e amostras brutas (não diluídas) 

foram analisados pelo método de adição de padrão. Os resultados obtidos foram 

comparados com o método oficial de análise (HPLC)57-58. As amostras de esgoto 

bruto foram previamente filtradas em um filtro de seringa CEL REL 0,45 µm, 15 mm 

(HEXIS) antes da realização das análises no HPLC. 
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4.    RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1. Estudos em batelada 

4.1.1.  Caracterização eletroquímica do sensor através de 

  estudos Voltamétricos 

 

  Inicialmente foi avaliada a influência do complexo de ferro na pasta de 

carbono em relação à pasta de carbono não modificada, na detecção de captopril. 

Para isto, foram realizados estudos empregando a voltamétria cíclica e os resultados 

obtidos são mostrados na Figura 14, curvas (A) - (D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Voltamogramas cíclicos para eletrodo de pasta de carbono não modificada 

(A e B) e sensor à base de pasta de carbono modificada com [Fe(dipy)Pc] 

(C e D). Branco: Solução tampão TRIS 0,1 mol L -1 (pH 8,0), νννν = 20 mV s -1. 
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 Na figura anterior a faixa mais ampla para o eletrodo de pasta de carbono 

não modificada (CPE) é justificada, pois serviu para verificar que não ocorreu 

nenhum processo de oxidação em potenciais mais altos na presença do analito. 

Pode ser também observado que na ausência do modificador de ferro (II) nenhuma 

mudança no perfil voltamétrico é obtida na presença de captopril.  

 

 Por outro lado, na presença do complexo de ferro (II), pode ser observado 

que o voltamograma obtido na solução de eletrólito suporte na ausência do analito, 

apresenta dois picos em 0,050 V (Epc) e em 0,175 V (Epa), correspondentes 

respectivamente, à redução do Fe3+ e à oxidação do Fe2+.  

 

 Na presença de captopril (Curva D) ocorre um aumento apenas da 

corrente anódica em 0,175 V vs Ag|AgCl (KClsat) sugerindo que um processo de 

oxidação eletrocatalítico para o captopril deve estar ocorrendo. O pico reverso 

observado na presença de captopril corresponde ao Fe2+ contido na pasta 

modificada. 

 

Para verificar se ocorria um aumento regular e significativo na corrente 

anódica com diferentes concentrações de captopril, a Figura 15 mostra os 

voltamogramas cíclicos obtidos em diferentes concentrações de captopril. 

 

Da Figura 15 pode-se verificar claramente que ocorre apenas o aumento 

da corrente anódica, que se trata de um processo irreversível, e que pode ser 

eletrocatalítico.  
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Figura 15: Voltamogramas cíclicos para sensor à base de [Fe(dipy)Pc] em diferentes 

concentrações de captopril. Branco: Solução tampão Tris 0,1 mol L -1 (pH 

8,0), νννν = 100 mV s -1. 

 

É conhecido que um sistema catalítico comporta-se como um sistema 

eletroquímico controlado por difusão60, e para verificar este fato, o processo de 

oxidação do captopril na superfície do sensor foi avaliado em diferentes velocidades 

de varredura, e os resultados obtidos são mostrados na Figura 16. 
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Figura 16: Variação da corrente de pico anódica (i pa) vs νννν1/2 do sensor à base de pasta 

de carbono modificada com o complexo [Fe(dipy)Pc]. Medidas realizadas 

em solução tampão TRIS 0,1 mol L -1 (pH 8,0) contendo 24,5 µmol L -1 de 

captopril. 

 

 

Pode-se observar que há uma dependência linear entre a corrente de pico 

anódico com a raiz quadrada da velocidade de varredura na faixa entre 10 e 500  

mV s-1, indicando que a oxidação do captopril na superfície do sensor é controlada 

pela difusão dessa espécie para a superfície do eletrodo. 

Por outro lado, quando foi construído o gráfico da corrente de pico 

normalizada pela raiz quadrada da velocidade de varredura de potencial (ipa / ν1/2) vs  

ν (Figura 17), o perfil obtido sugere fortemente que o processo de oxidação do 

captopril é eletrocatalítico do tipo EC (electrochemical/chemical), os quais são 

caracterizados por apresentar uma etapa química acoplada ao processo 

eletroquímico61. Este resultado será importante ao propor um mecanismo de 

resposta para este sensor (Figura 25). 
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Figura 17: Variação da corrente de pico anódica normalizada (i pa v
-1/2) vs  v. Medidas 

realizadas em solução tampão TRIS 0,1 mol L -1 (pH 8,0) contendo 24,5 µmol 

L-1 de captopril. 

 

Após verificação da eletrooxidação catalítica do sensor proposto através da 

voltametria cíclica, a seguir são apresentados os resultados obtidos nos 

experimentos realizados com o objetivo de otimizar a resposta do sensor para 

captopril. 

 

 

4.1.2.  Otimização da resposta do sensor 

 

No estudo de otimização do sensor para captopril foi empregada a técnica 

amperométrica, pois é a técnica mais adequada para o acoplamento deste sensor 

ao sistema em fluxo. 

Nestes estudos, almejou-se escolher os parâmetros que permitissem 

obter maior sensibilidade, estabilidade e seletividade das medidas. Para isto, foram 
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otimizados parâmetros como pH e concentração do tampão; potencial aplicado e 

quantidade de complexo de ferro na pasta de carbono. 

Os resultados mostraram que em tampão TRIS (Figura 18) na 

concentração de 0,1 mol L-1 foram obtidos maiores sinais de corrente com altas 

sensibilidades. Para concentrações de TRIS acima de 0,1 mol L-1 a sensibilidade do 

sensor se manteve praticamente constante (Figura 19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Perfil de resposta apresentado pelo sensor proposto em função do 

tipo de tampão usado como eletrólito suporte nas análises 

amperométricas para determinação de captopril. Medidas realizadas em 

0,175 V vs Ag|AgCl (KCl sat), tampão TRIS (pH 8,0). 
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Figura 19: Perfil de resposta apresentado pelo sensor proposto em função da 

concentração do tampão TRIS.  Medidas realizadas em 0,175 V vs Ag|AgCl 

(KCl sat). 

 

 

 A Tabela 3 mostra todos os parâmetros avaliados na otimização do 

sensor biomimético para determinação de captopril. E como pode ser visto nessa 

tabela, o sensor preparado com pasta de carbono contendo 23 % (m/m) de 

complexo de ferro, mostrou melhor desempenho em solução tampão TRIS com 

concentração de 0,1 mol L-1 em pH 8,0 e potencial aplicado de 0,175 V vs Ag|AgCl 

(KClsat). Desta forma, estas variáveis foram fixadas para a aplicação do sensor nas 

análises de captopril em batelada. 
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Tabela 3: Parâmetros avaliados na otimização do sensor biomimético para    

determinação de captopril. 

 

 

 

 

4.1.3.   Perfil de resposta do sensor 

 

Sob as condições otimizadas, o sensor apresentou perfil amperométrico 

de resposta como mostrado na Figura 20 e 21, onde a curva analítica é obtida a 

partir dos dados amperométricos. 

A curva analítica mostrou uma faixa linear de resposta para o captopril 

entre 25 e 165 µmol L-1, com uma sensibilidade de 2315 (± 61) µA L mol-1 e limites 

de detecção e quantificação de 0,9 e 3,1 µmol L-1, respectivamente. O limite de 

detecção foi calculado a partir da relação 3S/N62, onde S/N corresponde ao 

sinal/ruído da medida. Já o limite de quantificação foi calculado como sendo 3,3 

vezes o limite de detecção ou 10S/N62. 

 

 

 

 

 

 

 

Parâmetros Avaliados 

Quantidade de complexo na 

pasta / % (m/m) 
13 23 31 37,5 --- --- 

pH 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0 8,5 

Tampão Acetato Fosfato Hepes Pipes TRIS ---- 

[TRIS] / mol L -1 0,01 0,025 0,05 0,075 0,1 0,15 

Potencial vs Ag|AgCl / mV 100 125 150 175 200 250 



62 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 

 

Figura 20: Perfil amperométrico do sensor nas condições otimizadas, obtido para 

adições sucessivas de 25 µµµµmol L -1 de captopril. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Curva analítica obtida com os resultados obtidos na amperometria da 

Figura 20. 
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A equação da reta que representa os dados da Figura 21 é mostrada na 

equação 4 a seguir: 

 

1Lmol  /] [Captopril 61)( 2315  0,01)( 0,08∆i/µA −±+±= Equação 2 

 

  Na Tabela 4 são mostradas todas as características analíticas 

apresentadas pelo sensor em sistema em batelada. Como pode ser observado, a 

reprodutibilidade do sensor biomimético no sistema em batelada pode ser verificada 

através do estudo de reprodutibilidade interdias e intradias, pelo cálculo do desvio 

padrão relativo (RSD). O tempo de vida do eletrodo também foi realizado tanto em 

uso contínuo, como também a seco, sendo ambos os resultados obtidos, bem 

promissores.   

 

Tabela 4: Características analíticas mostradas pelo sensor para determinação de 

captopril em sistema batelada. 

 

Parâmetro (unidade) Resposta 

Faixa Linear (µmol L-1) 25 – 165 

Sensibilidade (µA Lmol-1) 2315 ± 61 

Coeficiente de Correlação 0,9983 (n=7) 

Limite de detecção (µmol L-1) 0,9 

Limite de quantificação (µmol L-1) 3,1 

Reprodutibilidade intradia (RSD, n=6 sensibilidades de 

curvas analíticas) 
3,0% 

Reprodutibilidade interdia (RSD, n=6 sensibilidades de 

curvas analíticas) 
2,5% 

Estabilidade operacional mantendo 95% sinal inicial 35 determinações 

Tempo de vida (uso contínuo) 20 dias consecutivos 

Tempo de vida (armazenado a seco) Acima de 30 dias 
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 Observa-se que o sensor apresentou ótima sensibilidade e estabilidade 

operacional, assim como tempo de vida longo e tempo de resposta curto (0.5 s). 

Todas estas características permitiram o acoplamento bem sucedido deste sensor 

ao sistema em fluxo, tal como será mostrado posteriormente.  

 

 

4.1.4. Estudo da seletividade  

 

 Para realizar este estudo a resposta amperométrica do sensor foi avaliada 

para 17 fármacos, com diversas estruturas e classificações, além do captopril 

(Figura 22), incluindo alguns compostos contendo enxofre na formulação. 

 Observa-se que o sensor não apresentou resposta para nenhum dos 17 

compostos estudados (Tabela 5), tanto na amperometria como na voltametria cíclica. 

Neste último caso, o perfil do branco (eletrólito suporte), não apresentou mudanças 

significativas no voltamograma cíclico na presença dos diversos fármacos. 

 

Tabela 5: Fármacos analisados no estudo da seletividade. 

 

Fármacos Sinal Analítico Fármacos Sinal Analítico 

CAPTOPRIL SIM Lidocaína n.d. 

Dipirona n.d. Metronidazol  n.d. 

Paracetamol n.d. Piridoxina  n.d. 

Diclofenaco n.d. Secnidazol  n.d. 

Cloridrato de quinina n.d. Amitriptilina  n.d. 

Clindamicina n.d. Mebendazol  n.d. 

Digoxina n.d. Tetraciclina  n.d. 

Cloridrato de efedrina  n.d. Ranitidina n.d. 

Fluconazol n.d. Sulfato de neomicina n.d. 

 

nd = não detectado 
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 Desta forma, estes resultados sugerem que o sensor à base de bis(piridil)-

ftalocianinaferro (II), é seletivo para captopril em relação a outros fármacos, tal qual, 

é esperado para um dispositivo que visa mimetizar um biossensor enzimático. 

 

N

O
HS

OH

O

CH3

Cl

Cl

H
N

OH

O

HO

S

O O

N

CH3

N
N

O

H3C

CH3

CAPTOPRIL

DIPIRONA

DICLOFENACO

COOH

O

CH3

O

PARACETAMOL

O

SCH3
OH

OH
OH

Cl

CH3

H
N

O

N

CH3

H3C

CLINDAMICINA

H3CO

N

OH

N

H2CQUININA

 

Figura 22:  Estruturas químicas do captopril e dos fármacos avaliados no estudo da 

seletividade do sensor.  
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Figura 22:  Estruturas químicas do captopril e dos fármacos avaliados no estudo da  

seletividade do sensor (continuação). 
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Figura 22:   Estruturas químicas do captopril e dos fármacos avaliados no estudo da 

seletividade do sensor (continuação).  
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Figura 22:  Estruturas químicas do captopril e dos fármacos avaliados no estudo da 

seletividade do sensor. 
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4.1.5. Verificação do caráter biomimético do sensor 

 

Visando verificar se o sensor proposto apresenta um comportamento 

similar aos sensores enzimáticos, o perfil de resposta foi avaliado até a região da 

saturação, obtendo-se o gráfico mostrado na Figura 23.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23: Perfil hiperbólico do sensor à base de bis (piridil)ftalocianinaferro (II). 

 

Da Figura 23 claramente pode ser verificado um perfil hiperbólico, tal 

como ocorre no caso dos biossensores enzimáticos, indicando que o complexo de 

ferro na pasta de carbono segue uma cinética do tipo “Michaellis-Menten”63. 

Mais importante ainda, foi a obtenção de uma reta (Anexo 2) ao plotar o 

gráfico de Lineweaver-Burker ou do duplo recíproco (Figura 24), através do qual 

pode ser calculada a constante aparente de Michaellis-Menten (    )64, a qual 

apresentou um valor de 4,8 x 10-4 mol L-1, que é um valor que indica uma forte 

afinidade64 do complexo de ferro pelo “substrato” captopril.  
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Figura 24: Gráfico do duplo recíproco obtido com os dados da Figura 23. 

 

  

 Com base nos resultados obtidos nas Figuras 14 (c e d), 16 e 17 que 

sugerem que a oxidação do captopril é eletrocatalítica; com base nos resultados 

obtidos da resposta do sensor em diversos fármacos, observa-se que o sensor é 

altamente seletivo; e com base nas Figuras 23 e 24 que demonstram que a resposta 

do sensor é hiperbólica e que há uma alta afinidade entre o complexo de ferro e o 

captopril, avaliada pelo valor do        ; pode-se dizer que o sensor construído à base 

do complexo bis(piridil)ftalocianinaferro (II), trata-se de um sensor biomimético. 

 

 

 

 

 

 

 

0 1x104 2x104 3x104 4x104

5

10

15
 

∆i
-1

 /
 µ

A
-1

 

 
app
MMK
1− 9986,0

])[104,4(100,4)04,0(83,0 1641

=
±+±=∆ −−−−

R

Captoprilxxi

 

[Captopril]-1 / mol-1 L

app
MMK



71 

 

 

4.1.6.   Proposta de mecanismo de resposta do sensor  

 

Visando propor um mecanismo de resposta do sensor com base nos 

resultados até aqui obtidos e com base em dados descritos na literatura47, a Figura 

25 mostra um esquema para a resposta do sensor. 

 

 

 

Figura 25: Mecanismo de resposta proposto para a oxidação de captopril na superfície 

do sensor à base de [Fe(dipy)Pc]. 

 

 

 Neste mecanismo é proposta inicialmente a oxidação eletroquímica do íon 

ferroso (etapa eletroquímica, reação 3) para formar o íon férrico. Na presença do 

captopril ocorre a reação (etapa química, reação 4) entre o captopril e o íon férrico, o 

qual se reduzirá novamente para íon ferroso, oxidando para captopril-dissulfeto. 

Sendo que a corrente de reoxidação do Fe(II) para Fe(III) será proporcional à 

concentração do captopril na amostra. 
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2[Fe(dipy)Pc]2+  →  2[Fe(dipy)Pc]3+ + 2e-                                                     (3) 

       

2[Fe(dipy)Pc]3+  + 2Captopril(red)  →  2[Fe(dipy)Pc]2+   + Captopril(ox)  + 2H+
              (4)    

 

 

 

4.1.7. Aplicação do sensor biomimético na análise de 

amostras 

 

4.1.7.1   Análise de medicamentos  

 

Determinados os parâmetros de otimização para o sensor na identificação 

do captopril, aplicou-se o método proposto em formulações comerciais de 

medicamentos.  

A metodologia adotada para a determinação de captopril nas formulações 

farmacêuticas foi a de adição de padrão, e a Figura 26 mostra o perfil de resposta 

para a análise do medicamento genérico da indústria farmacéutica Medley® 

contendo 25 mg de captopril em cada comprimido.  

Com o objetivo de validar os resultados obtidos na determinação de 

captopril pelo sensor biomimético proposto, as amostras de medicamentos foram 

analisadas pelo método da cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC). Na 

Figura 27 mostra-se um cromatograma obtido para um padrão de captopril, e na 

Figura 28 mostra-se a respectiva curva analítica cromatográfica. 
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Figura 26: Perfil da curva de adição de padrão para a análise de medicamento 

genérico contendo 25 mg por comprimido de captopril. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Cromatograma obtido a partir da injeção de 3,45 x 10 -4 mol L -1 (75 ppm) de 

solução padrão de captopril. T R: Tempo de retenção.  
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Figura 28: Perfil da curva analítica obtida para o método de referência em diferentes 

concentrações de captopril. 

 

 

Na Tabela 6 encontram-se os resultados obtidos na análise de seis 

medicamentos através do sensor proposto e do método oficial de análise 

preconizado pela Farmacopéia57-58.  
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Tabela 6:  Comparação dos resultados obtidos com o sensor proposto em batelada e 

com o método oficial de análise. 

 

 

 

Como pode ser observado na Tabela 6, o sensor proposto mostrou 

resultados estatisticamente iguais ao método oficial de análise, validando a 

metodologia proposta para a análise de captopril em medicamentos. 

 

 

 

 

Valores obtidos 

(mg comprimido -1) 
Medicamento (marca, 

lote, validade) 

Valor Nominal (mg 

comprimido -1) 
Método 

oficial 

Método 

proposto  

Erro %  

(Sensor/HPLC)  

Captopril genérico (Medley, 

08090130, Jun 2010). 
12,5 11,9 11,9 0,0 

Captopril (Medley, 

08101209, Out 2010). 
25 23,8 24,8 +4,0 

Capoten® (Bristol-Myers 

Squibb, 8k0663, Abr 2010). 
25 25,0 24,5 -2,0 

Captopril genérico (Medley, 

09030185, Fev 2011). 
50 47,5 48,0 +1,1 

Captopril genérico com 50 

mg de hidroclorotiazida 

(Medley, 08050794, Mai 

2010) 

50 50,0 48,0 -4,0 

Lopril® com 25 mg de 

hidroclorotiazida (Bristol-

Myers Squibb, 6M0257, 

Nov 2009) 

50 42,5 43,0 +1,1 
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4.1.7.2. Análise de amostra biológica 

 

Na análise em batelada de amostras biológicas, a urina de sete 

participantes (3 homens e 4 mulheres) foram enriquecidas com captopril. Dos sete 

participantes, um deles consumia o fármaco captopril para controle da pressão 

arterial (7M) e seis deles eram voluntários saudáveis. 

Os resultados do teste da recuperação são mostrados na Tabela 7.  

 

Tabela 7: Dados da recuperação do captopril em amostras biológicas de seis 

doadores voluntários. 

 

[Captopril] / µmol L -1 

Amostra 
Adicionada  Encontrada  

Recuperação / % 

1H 24,5 24,0 96,8 

2H 24,5 23,0 95,2 

3H 24,5 24,5 100,0 

4M 24,5 26,0 104,8 

5M 24,5 24,0 98,8 

6M 24,5 24,0 98,0 

7M 24,5 55,0 224,8 

 

 

As análises da recuperação para as amostras 1H até 6M, encontraram-se 

dentro do esperado. Sendo a amostra 7M apresentou um sinal de corrente maior, 

pois trata-se de um indivíduo que consome captopril duas vezes por dia na dosagem 

de 25 mg comprimido-1, e cujo teor de captopril por cada 100 mL de urina foi 

calculado a partir dos dados obtidos pelo sensor, sendo de 54,32 mg.  

Este resultado mostra-se a viabilidade do sensor proposto em amostras 

biológicas. Entretanto para resultados mais exatos, posteriormente será 

demonstrada a aplicação do sensor em FIA na análise da amostra 7M, e sua 

comparação com o método de referência.  
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4.1.7.3. Análise de amostras ambientais (rios) 

 

 As amostras de águas de rios foram coletados em várias localidades 

próximas à cidade de Araraquara, sendo avaliada a recuperação em amostras 

enriquecidas com captopril usando o sensor proposto, com a finalidade de verificar a 

viabilidade do uso deste sensor nesse tipo de amostras. 

 Os resultados obtidos neste estudo são mostrados na Tabela 8. 

 

 

Tabela 8: Dados obtidos na recuperação de captopril em amostras águas de rios. 

 

[Captopril]  / µmol L -1 
Rio 

Adicionada Encontrada 
Recuperação / % 

Jacaré Pepira 24,5 23,0 95,2 

Jacaré Guaçu 24,5 23,0 92,0 

Jaú 24,5 26,0 108,0 

Tietê1 24,5 24,9 99,6 

Tietê2 24,5 25,0 84,0 

Tietê/Ponte Iguaçu 24,5 25,0 100,8 

 

Tietê1:  Corresponde à região do rio antes da barragem da cidade de Barra Bonita;  

Tietê2:  Corresponde à região do rio após a barragem da cidade de Barra Bonita. 

 

 

Os resultados encontrados na recuperação em batelada de captopril em 

amostras de águas de rios como pode ser visto na Tabela 8, evidenciam que nesses 

meios analisados praticamente não ocorreu efeito de matriz. 

  A partir dos dados encontrados na aplicação do sensor em diversos tipos 

de amostras, pode-se dizer que o método proposto apresentou resultados 

satisfatórios e dessa forma pode ser usado como um método alternativo ao método 

oficial de análise para a quantificação de captopril. 
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4.2.   Estudos em fluxo 
 

A seguir, vistas as características satisfatórias do sensor biomimético para 

determinação de captopril, desenvolvido neste trabalho, principalmente em relação 

ao curto tempo de resposta e a ótima estabilidade operacional. São apresentados a 

seguir as etapas de otimização e os resultados obtidos no acoplamento deste sensor 

biomimético a um sistema por injeção em fluxo, o qual foi usado como um detector 

altamente sensível e seletivo para a determinação de captopril. 

 

 

4.2.1.  Otimização do sistema FIA 

 

Nestes estudos foi empregado como fluido carregador a solução tampão 

TRIS 0,1 mol L-1 em pH 8,0; que foi aquela que permitiu obter os melhores 

resultados nos estudos realizados em batelada. 

 

4.2.1.1.  Vazão e volume injetado de amostra  

 

 Em sistemas em fluxo é comum que o sinal diminua com o aumento da 

vazão porque há um menor tempo de residência da amostra no detector, e para 

verificar qual seria a melhor vazão a ser utilizada neste trabalho a Figura 29, mostra 

os resultados obtidos para vazões entre 0,45 mL min-1 e 3,0 mL min-1, sendo 

escolhida a vazão de 1,4  mL min-1, que não prejudicará o tempo de análise e ainda 

por apresentar um valor de corrente próximo ao obtido com a menor vazão. 

 Para a otimização do volume injetado de amostra foram analisados 

volumes de 25, 50, 75, 100 e 125 µL. Com os valores obtidos para a corrente 

observada em cada caso foi construído o gráfico mostrado na Figura 30. Pode-se 

observar que o sinal aumenta com o volume injetado de amostra chegando a um 

ponto de saturação em 100 µL. Entretanto, foi escolhido o volume de 75 µL por 

apresentar um bom sinal de corrente sem afetar a frequência de amostragem. 
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Figura 29: Influência do volume injetado de amostra no perfil da resposta do sensor 

em fluxo, a uma vazão de 1,4 mL min -1 . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30: Perfil da resposta do sensor em fluxo no estudo da vazão do sistema, 

mantendo o volume fixo em 75 µµµµL. 

30 60 90 120

0,70

1,05

1,40

1,75

∆ι
 / 

µΑ

Volume / µL

 

 

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

0,6

0,9

1,2

1,5

∆ι
/µ

Α  

Vazão / mL min-1

1,4 mL min-1 

75 µL 



80 

 

 

4.2.1.2. Estudo do potencial aplicado em fluxo 

 

Para investigar o potencial que deveria ser aplicado na cela eletroquímica 

em fluxo wall-jet, na qual se emprega um eletrodo de referência Ag|AgCl home made 

e, desta forma, obter os maiores sinais de corrente na oxidação do captopril, foi 

realizada a otimização do potencial. A Figura 31 mostra o perfil de resposta do 

sistema em fluxo em função do potencial aplicado ao eletrodo de trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31: Perfil da resposta do sensor em fluxo em função da sensibilidade vs  

potencial aplicado. Medidas realizadas injetando 75 µL de soluções 

padrão de captopril; a uma vazão de 1,4 mL min -1 em fluido carregador de 

tampão TRIS 0,1 mol L -1 (pH 8,0). 

 

Pode-se observar da figura 31 que nos potenciais de +120 e  

+100 mV vs Ag|AgCl (KClsat)FIA, foram obtidas praticamente as mesmas 

sensibilidades. Desta forma, para garantir além da sensibilidade uma boa 

seletividade, o potencial escolhido para a realização das medidas em fluxo foi de 

+100 mV. 
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4.2.3.  Perfil de resposta do sistema FIA 

 

Com os parâmetros otimizados em FIA para o sensor proposto, foi 

construída a curva analítica, obtendo-se o perfil de resposta mostrado na Figura 32. 

O gráfico foi obtido através de injeções sucessivas em triplicata de dez soluções de 

captopril no intervalo de concentração de  5,0 x 10-5 mol L-1 e 2,50 x 10-2 mol L-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32: FIAGRAMA otimizado para o sensor proposto no intervalo de 

concentrações entre 5,0 x 10 -5 e 2,5 x 10-2 mol L -1 de captopril. Medidas 

realizadas em tampão TRIS 0,1 mol L -1 (pH 8,0), 0,1 V vs  Ag|AgCl (KCl sat)  

e volume injetado de amostra de 75 µL. 

 

As concentrações na Figura 32 correspondem a: (a) 5,0 x 10-5; (b) 2,5 x 

10-4; (c) 1,8 x 10-3; (c) 3,8 x 10-3; (e) 5,0 x 10-3; (f) 7,5 x 10-3; (g) 1,0 x 10-2; (h) 1,4 x 

10-2; (i) 1,8 x 10-2 e (j) 2,5 x 10-2 mol L-1.  
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 Na Figura 33 são mostradas as curvas analíticas correspondentes ao 

sentido crescente (equação 3) e decrescente (equação 4), as quais ajustaram-se 

segundo as equações a seguir:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33: Curvas analíticas construídas no sentido crescente e decrescente de 

concentrações. Medidas realizadas em tampão TRIS 0,1 mol L -1 (pH 8,0), 

0,1 V vs  Ag|AgCl (KCl sat) e volume injetado de 75 µL. 

 

 
1/][)1(211)01,0(13,0/ −±+±=∆ LmolCaptoprilAi µ Equação 3 

 

Os dados foram ajustados com um coeficiente de correlação linear de 0,9999, para 

os 9 pontos.  

 
1/][)1(208)03,0(20,0/ −±+±=∆ LmolCaptoprilAi µ Equação 4 

 

O coeficiente de correlação linear para esta reta foi de 0,9998, para os 9 pontos. 
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O limite de detecção foi calculado como 3xS/N, sendo de 1,4 x10-5 mol  

L-1. E o limite de quantificação foi calculado como 10xS/N (ou 3,3xL.D.) e foi de  

4,6 x 10-5 mol L-1 57. 

Para calcular a repetibilidade das medidas do sensor em fluxo foi 

realizado um experimento que consistiu em sete injeções sucessivas de solução 

 2,5 x 10-3 mol L-1 de captopril (Figura 34). Afim de avaliar a repetibilidade das 

medidas foi calculado o  desvio padrão médio relativo (RSD) obtendo-se um valor de 

3,5%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: Estudo da repetibilidade para sete injeções consecutivas de solução de 

captopril 2,5 x 10 -3 mol L -1. 

 

 

Os estudos da estabilidade operacional do sensor à base de 

bis(piridil)ftalocianinaferro (II) em fluxo foram realizados durante 5 dias consecutivos 

sem desligar o fluxo. As medidas foram feitas em intervalos de tempo de 1 hora 

durante 8 horas por dia, sendo cada experimento corresponde a sete injeções de 

uma solução padrão de captopril de concentração 2,5 x 10-3 mol L-1. Os resultados 

obtidos são mostrados na Figura 35.  
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Figura 35: Perfil da resposta do sensor em fluxo para avaliação da estabilidade 

operacional do sistema. 

 

  

Durante os experimentos pode-se observar uma queda do sinal após 280 

injeções (5º dia – 40 horas x 07 injeções). Entretanto, em um dia de trabalho de 08 

horas (56 análises) o número de determinações será suficiente para realização das 

análises sem perda de sinal.  

  A Tabela 9 mostra todos os parâmetros otimizados e as características 

analíticas do sensor em fluxo. 
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Tabela 9:  Parâmetros otimizados e características analíticas do sensor biomimético 

em FIA. 

 

Parâmetro / (unidade) Resposta 

Potencial aplicado vs Ag|AgCl (KClsat)FIA  / (V) 0,1 

Vazão / (mL min-1) 1,4 

Volume injetado / (µL) 75 

Faixa de resposta / (mol L-1) 5,0 x 10-5 – 2,5 x 10-2 

Sensibilidade / (µA L mol-1) 210 ± 1 

Limite de quantificação / (mol L-1) 4,6 x 10-5 

Limite de detecção / (mol L-1) 1,4 x 10-5 

Repetibilidade (%RSD) n=7  3,5 

Estabilidade operacional / (% do sinal inicial após 5 dias de 

uso consecutivo) 
80% 

Freqüência de amostragem (amostras h-1) 70 

 

 

 

4.2.4. Aplicação do sensor biomimético na análise de 

amostras empregando sistema FIA 

  

4.2.4.1.   Estudo dos Interferentes 

 

A determinação do captopril sob a influência de diversas substâncias 

como potenciais interferentes na determinação de captopril em diversas amostras foi 

verificada, e os resultados obtidos para uma proporção m/m de interferente:captopril 

de 10:1, são mostrados na Tabela 10.  
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Tabela 10: Valores de recuperação (%) para solução 5,0 mg de captopril na presença 

de compostos interferentes na razão 10:1 (m/m) interferente:captopril. 

 

Interferente Recuperação  

Ácido Ascórbico 257% 

Ácido Esteárico 102% 

Bissulfito de Sódio 100% 

Ácido Acetilsalicílico 103% 

Cafeína 102% 

Lactose 100% 

Hidroclorotiazida 99% 

Talco 103% 

Celulose 102% 

 

 

Observando a Tabela 10 constatou-se que o ácido ascórbico foi o único 

composto que apresentou uma alta interferência na determinação de captopril. 

Contudo, este resultado não seria um grave problema na análise de 

amostras como medicamentos, já que o captopril não é ministrado em associação 

com esta vitamina. Por outro lado, na análise de urina, como as amostras são 

colhidas em jejum, a presença deste composto seria nula, adicionalmente a 

ausência de ácido ascórbico nessas amostras pode ser contornada acompanhando 

a dieta do paciente antes da colheita da urina. E finalmente em amostras coletadas 

no ambiente é conhecido que o ácido ascórbico se apresenta na forma oxidada60, a 

qual não interfere nas medidas com o sensor proposto. Desta forma, pode-se dizer 

que a interferência gerada pelo ácido ascórbico na detecção de captopril pode ser 

perfeitamente administrada. 
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4.2.4.2.   Análise de medicamentos 

  

  O método adotado para quantificação do captopril nas amostras 

farmacêuticas foi o de adição de padrão. Os valores encontrados nas análises foram 

comparados com o método oficial57-58 na tentativa de validar esse método de 

determinação em fluxo. Na Tabela 11 encontram-se os resultados obtidos nas 

análises de medicamentos realizados pelo método proposto e oficial. 
 

 

Tabela 11: Comparação dos resultados obtidos com o sensor proposto em sistema 

por injeção em fluxo e o método oficial de análise. 

 

Valores obtidos 

(mg comprimido -1) Medicamento (marca, lote, 

validade) 

 
Valor 

Nominal  

Método 

oficial 

Método 

proposto  

Erro %  

(Sensor / HPLC)  

 

Captopril genérico (Medley, 

08090130, Jun 2010). 
12,5 11,9 11,5 -3,3 

Captopril genérico (Medley, 

08101209, Out 2010). 
25 23,8 24,0 +0,8 

Capoten® (Bristol-Myers Squibb, 

8k0663, Abr 2010). 
25 25,0 23,5 -6,0 

Captopril genérico (Medley, 

09030185, Fev 2011). 
50 47,5 46,5 -2,1 

Captopril genérico com 50 mg de 

hidroclorotiazida (Medley, 08050794, 

Mai 2010) 

50 50,0 49,5 -1,0 

Lopril® com 25 mg de 

hidroclorotiazida (Bristol-Myers 

Squibb, 6M0257, Nov 2009) 

50 42,5 44,5 +4,7 

 

 O sensor proposto apresentou resultados bem próximos ao método oficial, 

validando, portanto esse método de análise para determinação do captopril. 
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4.2.4.3.   Análise de amostra biológica  

 

 As porcentagens encontradas na recuperação das amostras em fluxo das 

amostras 1H até 6M se encontraram dentro do esperado, não sendo constatado, 

portanto, nenhum efeito de matriz (Tabela 12).  

 

Tabela 12: Dado dos experimentos de recuperação realizado no sistema FIA, a partir 

da urina enriquecida com 2,5 x 10 -3 mol L -1 de captopril de seis doadores 

voluntários saudáveis. 

 

Análise Injeção em fluxo (FIA) 

Amostra 1H 2H 3H 4M 5M 6M 

Recuperação 95% 106% 98% 102% 99% 104% 

 

Já a quantidade de captopril eliminada pelo usuário do medicamento foi 

determinada pelo método de adição de padrão, e o Fiagrama, assim como a curva 

analítica correspondente é mostrado nas Figuras 36 e 37. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36: FIAGRAMA obtido na análise pelo método da adição de padrão da urina do 

usuário de medicamento à base de captopril. [Captopril] em mol L -1:  

A = 5,0x10 -5; B = 2,0x10 -4; C = 4,0x10 -4; D = 5,0x10 -4. 
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Figura 37: Perfil da curva analítica da adição de padrão na análise da urina do usuário 

de captopril. 

 

Os resultados obtidos na análise da amostra biológica do indivíduo 7M em 

FIA e HPLC indicaram uma concentração de captopril encontrada de 1,44 x 10-3 mol 

L-1
 e 1,47 x 10-3 mol L-1 respectivamente. Isso mostra que o sensor biomimético pode 

ser utilizado para determinar esse fármaco nesse tipo de matriz, uma vez que os 

valores encontrados na análise do captopril são bem próximos. 

 

O teor de captopril por cada 100 mL de urina foi calculado a partir dos dados 

obtidos do sensor, sendo encontrado 36,9 mg. 
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4.2.4.4.  Análise de amostra ambiental proveniente de diversas 

ETEs (Estações de tratamento de esgoto) 

 

 As amostras das águas de esgoto coletadas das ETEs das cidades de 

Araraquara, Campinas e São Carlos foram submetidas a um pré-tratamento 

conforme mencionado no procedimento experimental. Em seguida foram 

enriquecidas com captopril e analisada no sistema em fluxo (FIA) aqui proposto, com 

a finalidade de avaliar os valores da recuperação deste analito. Os resultados 

obtidos estão apresentados na Tabela 13.  

  

Tabela 13: Valores da recuperação de captopril encontrados no esgoto bruto e tratado 

após enriquecimento com 2,5 x 10 -3 mol L -1 de captopril. 

 

Valor da recuperação / % 
Cidade Amostrada 

Esgoto Bruto Esgoto Tratado 

Araraquara 105 99 

Campinas 96 95 

São Carlos 93 92 

 

 

 Os resultados encontrados permitiram afirmar que não ocorreram outras 

reações na qual pudessem comprometer a seletividade do sensor, ou seja, não 

houve efeito da matriz, apesar de se tratar de uma amostra complexa.  

 Por outro lado, as amostras de esgoto que não sofreram diluição, como as 

amostras de esgoto bruto provenientes da região de Araraquara e Campinas, 

apresentaram fortes indícios da presença de captopril, pois quando injetadas as 

amostras diretamente no sistema FIA, pequenos sinais de corrente foi observado 

(Figura 38). Por tal razão as amostras de esgoto bruto foram analisadas através do 

sistema FIA e do método cromatográfico, em ambos os casos usando adição de 

padrão.  

 Nas Figuras 38 e 39 são mostrados os resultados obtidos na análise por 

FIA do esgoto bruto sem etapa de diluição proveniente da cidade de Araraquara. 
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Figura 38: FIAGRAMA obtido na análise pelo método da adição de padrão do esgoto 

bruto da ETE da cidade de Araraquara. [Captopril] em mol L -1:  

A = 5,0x10 -5; B = 1,8x10 -4; C = 2,8x x10 -4; D = 3,8x10 -4; E = 5,0x10 -4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39: Perfil da curva analítica da adição de padrão na análise do esgoto da ETE 

de Araraquara. 
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 A Tabela 14 mostra os resultados obtidos na análise das amostras de 

esgoto bruto das ETEs de Araraquara, Campinas e São Carlos, obtidos através do 

método FIA e do método de referência. 

 

Tabela 14: Resultados obtidos pelo sensor e HPCL na análise de amostras de esgoto. 

  n.d. – não identificado 

 

 O fato de o método proposto ter detectado inicialmente quantidades 

pequenas de captopril no esgoto bruto de Campinas e Araraquara, e que foram 

posteriormente confirmados através do método oficial de análise, demonstra a 

validade do sensor na análise desse tipo de amostras. Adicionalmente, pode ser 

observado na Tabela 14, que no nível de concentração de captopril nessas 

amostras, os dois métodos apresentaram resultados próximos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Quantidade encontrada de captopril no esgoto 

bruto / ppm Cidade 

Sensor HPLC 

Erro %  

(Sensor / HPLC) 

 

Araraquara 16,3 (7,5 x 10-5 mol L-1) 18,3 (8,4 x10-5 mol L-1) -10,9 

Campinas 14,6 (6,7 x 10-5 mol L-1) 14,0 (6,4 x 10-5 mol L-1) 4,2 

São Carlos n.d. n.d. --- 
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5. CONCLUSÕES 

 

5.1 O sensor desenvolvido apresentou respostas sensíveis, estáveis e seletivas 

no sistema em batelada e em fluxo. 

 

5.2 Estudos eletroquímicos e características do sensor como sensibilidade, 

seletividade e afinidade pelo captopril, indicam fortemente que o complexo 

bis(piridil)ftalocianinaferro (II), esteja se comportando como um catalisador 

biomimético da enzima P450 na oxidação do fármaco. 

 

5.3 Com base nos resultados obtidos em batelada e em fluxo, conclui-se que a 

versatilidade e simplicidade apresentadas com o eletrodo de pasta de 

carbono modificada com bis(piridil)ftalocianinaferro (II) possibita que este 

método se torne uma ferramenta real para análise de captopril em diversas 

matrizes, assim como uma alternativa mais econômica, quando comparada 

aos outros métodos analíticos já existentes. Pois, foi satisfatoriamente 

demonstrada à aplicação deste sensor na detecção, quantificação e 

monitoramento de captopril em diversos tipos de matrizes. 

 

5.4.   Nas medidas eletroquímicas no sistema de análise por injeção em fluxo (FIA) 

foi possível destacar as vantagens desse método de análise como a alta 

freqüência de amostragem, baixo consumo de reagentes e a facilidade de 

automação, mostrando que esse sistema é uma ferramenta bastante versátil 

em análises químicas. 

 

5.5. Desta forma o sensor aqui desenvolvido se torna a ferramenta eletroanalítica 

mais promissora para determinação de captopril em diversas matrizes. 
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ANEXOS 

Anexo 1 -  ARTIGO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



101 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



102 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



103 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



104 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



105 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



106 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



107 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



108 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



109 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



110 

 

 

Anexo 2 - Linearização da hipérbole e obtenção da reta para o gráfico de duplo 

recíproco59. Onde [S]: representa a concentração molar de captopril; ∆is, representa 

a variação da corrente na presença de uma concentração conhecida de captopril; 
a
p
p
M
M

K , representa a constante aparente de Michaelis-Menten e ∆iMAX, representa a 

variação de corrente máxima nas condições de saturação do sensor. 

 

Pela equação da hiperbóle tem-se: 
)1.a(K]S[

]S[ii a
p
p
M
M

M
A
X

s +
∆=∆  

Invertindo a equação a.1, tem-se: 
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Rearranjando a equação a.2, tem-se a equação linearizada conhecida como 

Lineweaver-Burk: 
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Graficando 
si

1
∆

 vs
]S[

1
, obtem-se o gráfico do duplo recíproco. 
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