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RESUMO 

 

A grande procura da humanidade por meios que favoreçam uma vida longa e saudável tem 

impulsionado pesquisas por novas substâncias capazes de satisfazer tais necessidades. Entre 

estas substâncias, destacam-se os compostos bioativos, os quais que apresentam diversas 

funções biológicas, tais como: ação antioxidante, anti-inflamatória, protetor contra micro-

organismos patogênicos, inibidor do processo de carcinogênese, proteção contra a incidência 

de raios ultravioleta, entre outras. Tais compostos, uma vez presentes na natureza ou em 

vários produtos utilizados no cotidiano, demandam desafios direcionados ao desenvolvimento 

de metodologias analíticas para a determinação de suas concentrações. A maioria das técnicas 

reportadas na literatura dependem de etapas iniciais de preparação das amostras que 

demandam muito tempo, utilizam grande quantidade de reagentes (solventes) e os 

equipamentos associados são de custos elevados o que torna caro o custo final das análises. 

Portanto, se faz necessário desenvolver técnicas rápidas, baratas e mais sensíveis. Neste 

sentido, as técnicas eletroquímicas surgem como alternativas viáveis e promissoras. Assim, o 

presente trabalho apresenta métodos simples, rápidos e de baixo custo para determinação das 

substâncias bioativas catequina e quercetina utilizando a técnica de análise por injeção em 

batelada com detecção amperométrica convencional (BIA-AC) fazendo uso de eletrodos de 

carbono impresso (ECI), e empregando um eletrodo de carbono vítreo (ECV) com um sistema 

BIA com detecção amperométrica de pulsos múltiplos (BIA-MPA). O método proposto BIA-

MPA é baseado na aplicação de três potenciais de pulso (potencial de oxidação, de limpeza e 

de condicionamento) vs Ag/AgCl/KClsat, evitando a passivação por produtos de oxidação e 

permitindo a quantificação. Os métodos propostos apresentaram resultados satisfatórios. O 

BIA-MPA apresentou um intervalo linear de 20 a 100 μmol L−1 (R = 0,999), com limite de 

detecção (LD) de 0,03 μmol L─1 e limite de quantificação (LQ) 0,10 μmol L−1 que 

possibilitou a determinação de catequina em amostras de chá verde e extratos de plantas 

medicinais. A repetibilidade do método para injeções sucessivas de catequina a 50 μmol L−1 

(n = 30) apresentou um desvio padrão relativo (DPR) de 0,85%. Já o método BIA-AC na 

determinação da catequina, mostrou um intervalo linear de 1 a 150 μmol L−1 (R = 0,999), com 

LD e LQ de 0,021 e 0,070 μmol L−1 e, a estabilidade do método foi avaliada com injeções 
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sucessivas de 50 μmol L−1 de catequina, apresentando um DPR = 1,03% (n = 30). Ambos os 

métodos apresentaram taxa de amostragem de 120 injeções por hora. Adicionalmente, a 

determinação da quercetina usando o método BIA-MPA mostrou-se preciso (DPR de 0,74%; 

n = 30), rápido (72 injeções h−1) com baixos LD (0,004 µmol L−1) e LQ (10 µmol L−1), e 

utilizando o método BIA-AC também se mostrou preciso (DPR de 1,06%; n= 30) e rápido 

(120 injeções h−1), com LD de 0,027 µmol L−1 e LQ de 10 µmol L−1. Ambos os métodos, 

apresentaram intervalo linear de 10 a 150 μmol L−1. Aplicações destas metodologias na 

determinação de quercetina em amostras de extratos das folhas das plantas medicinais 

apresentaram resultados consistentes com os obtidos por cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC), com nível de confiança de 95%. Os métodos propostos apresentaram 

resultados favoráveis como: baixo custo operacional, procedimento simples de preparo das 

amostras (somente dissolução e diluição), boa frequência analítica, alta precisão, baixo 

consumo de reagente e amostras e, consequentemente, geração de pequena quantidade de 

resíduos por análise. Adicionalmente, as características de portabilidade dos sistemas BIA, 

permitem serem aplicados em análises no campo. 

 

Palavras-chave: Substâncias bioativas. BIA. Eletrodos impressos. Eletrodo de carbono 

vítreo. Eletroquímica.
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ABSTRACT 

 

The great demand of humanity for means that favor a long and healthy life has spurred 

research for new substances capable of meeting such needs. Among these substances are 

bioactive compounds that have several biological functions, such as antioxidant action, anti-

inflammatory, protective against pathogenic microorganisms, inhibitor of the carcinogenesis 

process, protection against the incidence of ultraviolet rays, among others. Such compounds, 

once present in nature or in various products used in daily life, demand challenges directed to 

the development of analytical methodologies to determine their concentrations. Most 

techniques reported in the literature depend on early sample preparation steps that are time 

consuming; use a large amount of reagents (solvents) and expensive associated equipment, 

which increases the final cost of analysis. Therefore, it is necessary to develop fast, cheap and 

more sensitive techniques. In this sense, electrochemical techniques appear as viable and 

promising alternatives. Thus, this work presents simple, fast and low cost methods for the 

determination of catechin and quercetin bioactive substances using the conventional 

amperometric detection batch injection technique (BIA-AC) using printed carbon electrodes 

(ECI), and employing a glassy carbon electrode (ECV) with a multi-pulse amperometric 

detection BIA (BIA-MPA) system. The proposed BIA-MPA method is based on the 

application of three potential pulses (oxidation, cleaning and conditioning potentials) vs Ag / 

AgCl / KClsat, avoiding passivation by oxidation products and allowing quantification. The 

proposed methods presented satisfactory results. The BIA-MPA presented a linear range of 20 

to 100 μmol L−1 (R = 0.999), with a detection limit (LD) of 0.03 μmol L−1  and a limit of 

quantification (LQ) of 0.10 μmol L−1 which made it possible to determine catechin in green 

tea samples and herbal extracts. The repeatability of the method for successive catechin 

injections at 50 μmol L−1 (n = 30) showed a relative standard deviation (RPD) of 0.85%. The 

BIA-AC method for catechin determination showed a linear range from 1 to 150 μmol L−1 (R 

= 0.999), with LD and LQ of 0.021 and 0.070 μmol L−1  and the stability of the method was 

evaluated with successive injections of 50 μmol L−1 catechin, presenting a DPR = 1.03% (n = 

30). Both methods presented a sample rate of 120 injections per hour. In addition, quercetin 

determination using the BIA-MPA method was accurate (DPR 0.74%; n = 30), rapid (72 

injections h−1) with low LD (0.004 µmol L−1) and LQ ( 10 µmol L−1). The application of BIA-
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AC method was also accurate (1.06% DPR; n = 30) and fast (120 injections h−1), with LD of 

0.027 µmol L−1 and LQ of 10 µmol L−1. Both methods presented linear range from 10 to 150 

μmol L−1. Applications of these methodologies in the determination of quercetin in medicinal 

plant leaf extract samples showed results consistent with those obtained by high performance 

liquid chromatography (HPLC), with a 95% confidence level. The proposed methods 

demonstrated favorable results such as: low operating cost, simple sample preparation 

procedure (dissolution and dilution only), good analytical frequency, high precision, low 

reagent and sample consumption and, consequently, the generation of small amounts of 

residues by analysis. Additionally, the portability characteristics of BIA systems allow them 

to be applied in field analysis. 

 

Keywords: Bioactive substances. BIA. Printed electrodes. Glassy carbono electrode. 

Electrochemistry..
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1. INTRODUÇÃO  

A crescente prevalência de doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) como 

câncer, doenças cardiovasculares e inflamatórias, tem levado ao aumento do interesse no 

consumo de alimentos ricos em substâncias bioativas, que promovem benefícios a saúde e 

contribuem para o bem-estar do consumidor (BAHRI et al., 2019). E, segundo Patil e 

colaboradores (2009) substâncias bioativas são, principalmente, os metabólitos secundários, 

presentes no reino vegetal e animal que são vitais para a manutenção da saúde humana. Essas 

substâncias podem ser encontradas em várias partes das plantas, tais como: folhas, caule, flor, 

fruta e raiz (ALARA et al., 2019), sendo responsáveis pelo crescimento, reprodução e defesa 

natural das plantas. Neste grupo de metabólitos, estão envolvidos compostos nitrogenados, 

como: alcaloides, aminas, aminoácidos, glicosídeos, glicosinolatos e lectinas e não 

nitrogenados, como os terpenoides, saponinas, flavonóides, antocianinas, taninos, ácidos 

fenólicos, lignanas, ligninas e poliacetilenos (AZMIR et al., 2013; BRAZ-FILHO, 2010). 

Desde os primórdios da história da humanidade há relatos mostrando que o 

homem sempre utilizou plantas na cura de doenças. Entretanto, foi apenas no início do século 

XIX que Sertürnerse isolou a morfina do ópio, sendo esta considerada a primeira substância 

bioativa (PARTINGTON, 1989). A partir deste fato, cresceu consideravelmente o interesse no 

isolamento de novos compostos naturais apresentando bioatividade. Muitos destes compostos 

têm a capacidade de alterar reações químicas e enzimáticas podendo, portanto, desempenhar 

diversos papéis em benefício da saúde humana (ALARA et al., 2019). 

Dentre as substâncias bioativas, aquelas com ação antioxidante, como as 

vitaminas e os compostos fenólicos, têm atraído grande interesse por seus efeitos 

comprovados na proteção contra o estresse oxidativo (BAHRI et al., 2019; PEREZ-JIMENEZ 

& SAURA-CALIXTO, 2006; D'ANDREA, 2015). As substâncias antioxidantes são 

moléculas que desaceleram ou previnem reações oxidativas por participarem da etapa de 

terminação da cadeia de reações oxidativas. Desta forma, os antioxidantes são capazes de 

prevenir ou retardar os efeitos deletérios da oxidação, inibindo o efeito da lipoperoxidação, 

sequestrando radicais livres e/ou quelando íons metálicos. Eles protegem o organismo de 

espécies reativas de oxigênio que podem levar a doenças como o câncer e doenças 

cardiovasculares (EBUN & SANTOSH, 2011). 

A análise para determinação de substâncias bioativas é complexa e longa, já que 

geralmente os compostos presentes em menor proporção na planta são os que apresentam 

melhores efeitos biológicos (BAHRI et al., 2019). A estratégia mais utilizada para 

desenvolver os procedimentos analíticos na determinação desses compostos tem sido 
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facilitada pela aplicação de metodologias compreendendo etapas de extração e pré-

concentração, eliminação de interferentes, detecção e quantificação dos analitos. Neste 

contexto, a maioria das metodologias analíticas reportadas na literatura para determinação de 

substâncias bioativas é baseada em métodos cromatográficos (BARBA et al., 2006; VIÑAS et 

al., 2008), espectrofotométricos (BARBA et al., 2006; BISWAS et al., 2011) e eletroforese 

capilar (PIOVEZAN et al., 2013; BALLUS et al., 2012; PERES et al., 2011). Todavia, 

análises com estas técnicas comentadas anteriormente, na maioria das vezes apresentam 

inconvenientes frente a outras ferramentas analíticas, tais como: elevado custo na aquisição 

dos equipamentos e serviços de manutenção, utilização de reagentes de alto custo onerando as 

análises de rotina, baixa frequência analítica devido aos maçante e recorrentes tratamentos de 

amostras, complexidade de operação requerendo mão-de-obra qualificada, além da geração de 

resíduos exigindo controle mais complexo e dispendioso dos efluentes para que não haja 

impacto ambiental (BACKES et al., 2017; GHOLIVAND et al., 2012).  

Dessa forma, faz-se necessário o desenvolvimento de métodos mais rápidas, de 

baixo custo e com menos geração de resíduos que possibilitem sanar ou ainda diminuir as 

problemáticas citadas acima (GIMENES et al., 2015). Entre as alternativas possíveis, os 

métodos eletroanalíticos surgem como alternativa promissora, por apresentarem vantagens 

como: baixos limites de detecção e quantificação, a possibilidade de miniaturização do 

sistema de detecção, custos de instrumentação e análise reduzidos, além de boa seletividade, 

exigindo apenas processos de dissolução e diluição no preparo das amostras (GIMENES et 

al., 2015; QUINTINO & ANGNES, 2004; BARSAN et al., 2011). Todavia, as técnicas 

eletroanalíticas, podem apresentar problemas associados à reprodutibilidade entre as análises, 

o que dificulta sua aceitação pelas indústrias e órgãos regulamentadores. Por outro lado, a 

utilização dessas técnicas associadas a sistemas de fluxo podem contornar este inconveniente, 

tornando-se ainda mais interessantes e promissores em análise de rotina e no controle de 

qualidade de indústrias (BACKES et al., 2017; DOS SANTOES et al., 2009).  

Deste modo, a injeção em fluxo associada a um sistema de detecção eletroquímica 

vem adquirido grande importância, pois tem apresentado ótimos resultados em determinações 

de matrizes complexas biológicas, ambientais e fármacos conforme já descrito na literatura 

(BACKES et al., 2017; PEREIRA et al., 2016 a; PEREIRA et al., 2016b; SHAIDAROVA et 

al., 2016; GIMENES et al., 2015; QUINTINO & ANGNES, 2004, JOHNSON et al., 1986).  

A técnica de Análise por Injeção em Fluxo, denominada de FIA (do inglês: Flow 

Injection Analysis) é muito utilizada em análises de água, de produtos farmacêuticos e no 

controle de processos industriais garantindo maior precisão do que operações manuais como  
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surgiu em 1957 (SKEGGS, 1957), a qual resultou nos atuais auto-analisadores. Contudo, a 

técnica de FIA proposta por RUZICKA e HANSEN em 1975 e, STEWART em 1976, baseia-

se na injeção de pequenas quantidades da amostra em solução, dentro de um percurso 

analítico contendo um reagente adequado. Após a injeção, a amostra é transportada até o 

detector por um fluxo carregador não segmentado, que pode ser o próprio reagente ou uma 

solução quimicamente inerte, onde o sinal analítico é detectado e registrado. 

Uma outra técnica inovadora, a qual representa uma maneira alternativa de 

realizar testes rápidos em substituição ao FIA, é a análise por injeção em batelada (BIA, do 

inglês, Batch Injection Analysis) que foi proposta pela primeira vez por Wang e Taha (1991). 

A técnica conta com uma micropipeta ou uma seringa para fazer as injeções dos pequenos 

volumes do padrão ou do analito que se deseja determinar diretamente sobre a superfície do 

eletrodo de trabalho (configuração wall-jet) que permanece imerso em um grande volume de 

eletrólito de suporte, de maneira que ao se injetar a amostra sejam imediatamente diluídos 

após a obtenção do sinal transiente, possibilitando assim, diversas injeções consecutivas 

(BACKES et al., 2017). A técnica de BIA mantem as caracteristicas analíticas do sistema FIA 

e apresenta vantagens com relação a menor geração de volume de resíduos e não dispõe a 

necessidade da utilização de injetores e bombas (QUINTINO & ANGNES, 2004). 

A metodologia BIA é versátil e promissora para o estudo de processos 

tecnológicos em uma variedade de campos de pesquisa, e tem sido escolhida por suas 

vantagens como rapidez de análise, simplicidade do sistema, sensibilidade, repetibilidade, 

possibilidade de se trabalhar com baixos volumes de reagentes e amostras e manipulação 

mínima da amostra (diluição no eletrólito). Além de permitir a construção de dispositivos 

simples, portáteis e que possibilitam o monitoramento rápido diretamente no campo 

(SHAIDAROVA et al., 2016; GIMENES et al., 2015; QUINTINO & ANGNES, 2004). 

Do exposto acima, a presente Tese visa o desenvolvimento, otimização e 

aplicação de procedimentos eletroanalíticos para determinação das substâncias bioativas 

catequina e quercetina utilizando a técnica de análise por injeção em batelada (BIA) com 

detecção eletroquímica associando o uso de eletrodo de carbono vítreo e eletrodo de carbono 

impresso.  
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2.  REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1. Substâncias Bioativas 

Por milhares de anos produtos de origem vegetal, animal e mineral foram as 

principais fontes de recursos terapêuticos disponíveis ao homem. Nas últimas décadas o ser 

humano tem manifestado um interesse crescente pelo seu bem-estar e qualidade de vida, 

motivando a comunidade científica a procurar e identificar substâncias, naturais ou sintéticas, 

potencialmente benéficas para o organismo (GURIB-FAKIM, 2006; FARAH & 

DONANGELO, 2006). 

Pesquisas por novas substâncias naturais bioativas têm aumentado 

significativamente nos últimos anos e os seus diversos benefícios à saúde cada vez mais 

elucidados e disseminados (NEWMAN & CRAGG, 2012; HE et al., 2006). Em todo o mundo 

e principalmente no Brasil, que possui sua economia fortemente baseada no agronegócio de 

origem vegetal, são geradas grandes quantidades de subprodutos (MARAIS et al., 2006) que, 

apesar de considerados sérios problemas ambientais por seu descarte ao meio ambiente, 

podem servir em muitos dos casos, como fontes ricas de diversas substâncias bioativas 

(RUBILAR et al., 2007). 

Dentre as substâncias bioativas, os compostos fenólicos têm recebido atenção da 

comunidade científica por seus numerosos efeitos biológicos, como sequestro de espécies 

reativas de oxigênio, modulação da atividade de algumas enzimas específicas, inibição da 

proliferação celular, bem como por seu potencial como agente antibiótico, antialergênico e 

anti-inflamatório (HORST & LAJOLO, 2009). Além disso, são efetivos doadores de 

hidrogênio e essa capacidade antioxidante é dependente do número e da posição dos 

grupamentos hidroxilas e sua conjugação (PATIL et al., 2009; NEWMAN & CRAGG, 2012). 

Os compostos fenólicos ou polifenóis podem ser definidos quimicamente como 

substâncias que possuem pelo menos um anel aromático contendo um ou mais grupos 

hidroxila (EBUN & SANTOSH, 2011; MARAIS et al., 2006). Estes são comumente 

encontrados nos frutos e hortaliças, nas formas livre e associada a polissacarídeos de parede 

celular através de ligação de hidrogênio entre os grupos hidroxilas dos compostos fenólicos e 

os átomos de oxigênio dos açúcares dos polissacarídeos (PINELO et al., 2006; PÉREZ-

JIMÉNEZ & SAURA-CALIXTO, 2006; KUSKOSKI & ASUERO, 2005). 

Com base no número de anéis de fenol e na maneira pela qual esses anéis ligam-

se uns aos outros, os polifenóis podem ser classificados em dois grandes grupos: não 
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-flavonóides e os flavonóides. O grupo dos não-flavonóides inclui, entre outras classes, os 

ácidos fenólicos e os estilbenos. Os flavonóides constituem o grupo mais abundante que 

engloba diferentes subclasses de compostos tais como flavons, flavonas, flavanonas, 

catequinas,  isoflavonas,  antocianidinas, di-hidroflavonóis e chalconas  (D'ANDREA, 2015; 

EBUN & SANTOSH, 2011). 

Os flavonóides são pigmentos naturais que apresentam milhares de substâncias 

derivadas de plantas, frutas, verduras, sementes e flores que compartilham um esqueleto 

comum de fenilcromano. Sua estrutura básica consiste de dois anéis aromáticos interligados 

via cadeia heterocíclica do pirano, que apresentam 15 átomos de carbono distribuídos em 3 

anéis denominados A, B e C (Figura 2.1) (D'ANDREA, 2015; MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ 

et al, 2010; MARAIS et al., 2006). Conforme o estado de oxidação e o perfil de substituições 

do anel C (pirano), permite várias estruturas de diferentes substituições (PATEL et al., 2018; 

D'ANDREA, 2015; EBUN & SANTOSH, 2011). 

.  

Figura 2.1: Estrutura básica dos flavonóides com os respectivos anéis aromáticos A, B e C. 

 
Fonte: Autora do trabalho. 

 

A atenção nos flavonóides tem se expandido nas últimas décadas após a 

publicação de estudos epidemiológicos mostrando uma conexão direta entre a ingestão de 

flavonóis, sendo reduzida a ocorrência e taxa de mortalidade de distúrbios cardíacos e 

doenças relacionadas ao câncer (PATEL et al., 2018; D'ANDREA, 2015; EBUN & 

SANTOSH, 2011).   

Na natureza existe uma elevada variedade flavonóides que apresentam uma 

grande diversidade estrutural que estão presentes em diversos alimentos dentre estes 

destacam-se:  catequina, quercetina, quercitrina e rutina que tem atraído interesse de diversos 

pesquisadores nas suas determinações e quantificações devido as diversas funções benéficas 

https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/flavonols
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/flavone
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/flavanones
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/catechin
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/isoflavones
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/anthocyanidin
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/dihydroflavonols
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/chalcones
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/flavonoids
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/dietary-intake
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/flavonols
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mortality-rate
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/mortality-rate
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/disorder
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que desempenham no organismo humano (NEWMAN & CRAGG at al., 2012; 

MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ, 2010; TIEPPO et al., 2007; MAITI et al., 2005). 

 2.1.1. Catequina 

A catequina ((2R,3S)-2-(3,4-di-hidroxifenil)-3,4-di-hidro-2H-cromeno-3,5,7 

triol), é um fitonutriente que pertence à família dos flavanóides e são constituídas por um anel 

floroglucinol (A), um anel catecol (B), um anel pirânico (C) e apresenta hidroxilas ligadas aos 

carbonos 3, 5, 7, 4’ e 5’ (Figura 2.2) (MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al., 2010). Possui 

centros quirais, dos quais resultam 4 isômeros: (+), (-)-catequina e (+), (-) epicatequina. Na 

natureza os isômeros mais abundantes são a (+)-catequina e a (-)-epicatequina. São 

amplamente distribuídas em plantas, frutas e bebidas, incluindo chá verde, chá preto, vinho 

tinto, maçãs e chocolate (BARANOWSKA et al., 2018; PATEL et al., 2018;  NAPOLITANO 

et al., 2014). 

Figura 2.2: Estrutura molecular da catequina 

 
Fonte: Autora do trabalho. 

A molécula da catequina (Figura 2.2) apresenta importantes componentes 

estruturais que estão relacionados com sua atividade antioxidante. Um deles é a presença do 

grupo catecol (anel B), responsável pela formação de radical fenoxil estáveis após a doação 

do átomo de hidrogênio (MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al., 2010; DUFRESNE & 

FARNWORTH, 2001). 

 A literatura apresenta diversos estudos que mostram os benefícios do consumo 

contínuo da catequina e enfatizam a importância de suas determinações, como o trabalho 

realizado por Dufresne e Farnworth (2001) estudaram que o consumo contínuo de chás verde 

e preto, que apresentam como componentes majoritários as catequinas, auxiliam na prevenção 

e tratamento de diversas doenças crônico-degenerativas, incluindo o câncer, doenças 

cardiovasculares, diabetes, a prevenção de dano ao DNA, devido à oxidação e à melhoria do 
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fluxo sanguíneo e da função hepática. Youdim e Joseph (2001) demonstraram que as 

catequinas protegem os neurônios e células hepáticas contra os danos dos radicais livres 

gerados durante isquemia. 

Mandel e colaboradoes (2006) estudaram o uso da catequina como ação anti-

inflamatórias, prevenção de doenças neurológicas e atividades quelantes eliminadoras de 

radicais livres. Singh e Katiyar (2011) investigaram o uso da catequina como inibidora da 

radiação ultra-violeta que causa câncer na pele e reduz o nível de colesterol por inibir a 

peroxidação das lipoproteínas. Baranowska et al. (2018a) avaliaram o potencial da atividade 

antioxidante das catequinas e concluíram que doses em concentrações adequadas de 

catequinas mantêm o status redox celular e doses excessivas podem desregular o organismo e 

se tornar prejudicial. Li et al (2019) que realizaram estudos in vivo contra melanoma 

metastático com base em nanocomplexos de metal lantanídeo samário (Sm3+) e catequinas, e 

os resultados revelaram que a administração dos nanocomplexos satisfazem um tratamento do 

melanoma em estágio avançado, sendo observado a diminuição do volume do tumor e a 

metástase do melanoma. 

 2.1.2. Quercetina 

A substância bioativa quercetina (3,3 ', 4', 5,7-penta-hidroxiflavona) pertence à classe 

dos flavonóis que apresenta mais de 4000 compostos fenólicos vegetais disponíveis, cujo 

isolamento e reconhecimento biológico foram descritos pela primeira vez por Szent-Gyorgyi 

(1936). É um dos flavonóis dietéticos mais abundantes encontrados em frutas (principalmente 

cítricas), vegetais de folhas verdes, em sementes, trigo mourisco, nozes, flores, cascas, 

brócolis, azeite, maçãs, cebolas, chá verde, uvas vermelhas, vinho, cerejas escuras e bagas, 

como mirtilos (PATEL et al., 2018; MI et al., 2010; WANG et al., 2012). Contém em sua 

estrutura (Figura 2.3), grupos hidroxílicos e fenólicos, possui uma ligação dupla entre os 

carbonos 2 e 3, substituintes hidroxilas nos carbonos 3, 5, 7, 3’, 4’ e grupo cetona na posição 

4. Estes grupos garantem a quercetina uma ação antioxidante com importante potencial 

terapêutico, devido à sua capacidade de eliminação de radicais livres especificamente o 

superóxido e hidroxila, considerados espécies reativas do oxigênio de grande reatividade 

(WANG et al., 2012; GAVELOVÁ et al., 2008; MAITI et al., 2005). 

 

 

 

 

https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/phenolic-compound
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/plant
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/chemistry/phenolic-compound
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/recognition
https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/biological-product
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 Figura 2.3: Estrutura molecular da quercetina 

 
Fonte: Autora do trabalho. 

 
 

Devido as diversas propriedades benéficas que o consumo da quercetina 

proporciona, podendo-se destacar a prevenção de  osteoporose, certos tipos de melanoma, 

doenças pulmonares e cardíacas, e ainda contra o envelhecimento precoce (MI et al., 2010; 

TIEPPO et al., 2007; TOKYOL et al., 2006), várias pesquisas têm sido realizadas com o 

intuito de comprovar  tais efeitos farmacológicos, bem como possíveis propriedades 

toxicológicas deste flavonóide (MI et al., 2010). 

Erden e Kahrman (2000) estudaram a ação da quercetina em bloquear a 

peroxidação lipídica celular por meio da depuração dos radicais livres e/ou quelação dos 

metais de transição presentes no meio. Foi observado que a administração de uma solução 

contendo quercetina induziu a diminuição dos níveis de malondialdeído, um dos produtos 

gerados durante a peroxidação lipídica em ratos que foram submetidos à radiação ultravioleta. 

Concomitantemente foi verificado a potencialização na atividade de enzimas antioxidantes e 

catálise no fígado. 

Tan e colaboradores (2003) evidenciaram que a quercetina inibiu a proliferação, 

migração e formação in vitro do tubo de células endoteliais, além de promover atividade 

antiangiogênica in vivo. Tais resultados sugerem que o constante consumo de alimentos ricos 

em quercetina pode ser benéfico na prevenção e controle de alguns tipos de câncer. 

Patel et al. (2018) apresentaram em seu artigo de revisão estudos com a utilização 

da quercetina no tratamento como agente anti-inflamatório (CHUN et al., 2008), redutor da 

pressão arterial (EDWARDS et al., 2007), ação cardioprotetora (protege contra a 

aterosclerose, estresse oxidativo, cardiotoxicidade, disfunção das células endoteliais, 

insuficiência cardíaca) testados tanto ex vivo quanto in vivo (BONDONNO et al., 2015),  

https://www-sciencedirect.ez14.periodicos.capes.gov.br/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/osteoporosis
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inibe a acumulação de gordura na maturação de células de gordura humana e, 

simultaneamente, desencadeia a apoptose (destruição programada) em células de gordura 

existente (AHN et al., 2008); previne distúrbios neurodegenerativos (como doença de 

Alzheimer e Parkinson) (CHOI et al., 2012). Yan, et al. (2019) também avaliaram o efeito 

neuroprotetor nas células expostas à privação de oxigênio. O estudo resultou na melhoria do 

dano celular neuronal na anoxia cerebral. 

É importante ressaltar que a quercetina é considerada um dos bioflavonóides mais 

utilizados no tratamento de distúrbios metabólicos e inflamatórios, sendo pouco solúvel em 

água quente, bastante solúvel em álcool e lipídios e é insolúvel em água fria que resulta na 

fraca absorção limitando seu potencial na aplicação clínica (WANG et al., 2012). 

 2.1.3. Quercitrina 

A quercitrina (quercetina-3-O-ramnosídeo) (Figura 2.4) é um glicosídeo de cor 

amarela formado a partir do flavonoide quercetina e da desoxirribose, açúcar ramnose, e pode 

ser obtido a partir do chá do trigo mourisco e da casca de diferentes espécies de carvalhos 

(FABJAN, et.al, 2003).  

Figura 2.4: Estrutura molecular da quercitrina. 

 
Fonte: Autora do trabalho. 

 

Na literatura contém estudos enfatizando os efeitos biológicos com uso da 

quercitrina como o estudo proposto por Gomez-Florit et. al. (2016) que propuseram um 

implante dentário utilizando nanopartículas de quercitrina e titânio, observaram com o 

estudo, que diminuiu a adesão bacteriana, enquanto aumentou a adesão de fibroblastos 
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gengivais humanos. Além disso, o estudo demonstrou aumento nos níveis de colágeno e 

reduziu a inibição de enzimas, tais resultados sugerem que as superfícies dos implantes 

poderiam melhorar o desempenho dos implantes dentários, integração de tecidos duros e 

moles ao redor do implante, aumentando a vida útil e diminuindo o risco de periimplantite 

que se apresenta como a principal causa de falência de implante de coroa oral com uma 

prevalência na ordem de 10% para os implantes e 20% para os implantes pacientes até 5-10 

anos após a colocação do implante (MOMBELLI et al., 2012). 

Satué e colaboradores (2013) estudaram o uso da quercitrina como regeneração 

óssea e os resultados demonstraram efeitos benéficos no metabolismo ósseo se mostrando um 

potente estimulador da diferenciação dos osteoblastos. Dönder et al. (2018) realizaram 

estudos com ratos avaliando a ação da quercitrina como  antiinflamatória e protetora da 

mucosa intestinal, o tratamento com quercitrina pode ser usado como alternativa de 

tratamento na doença inflamatória intestinal, devido a sua eficácia na prevenção da 

translocação bacteriana e na supressão do processo de colite.  Afirmam ainda, que a  

quercitrina funciona como um antioxidante contra lesões cutâneas induzidas UVB. 

 2.1.4.. Rutina 

O composto bioativo rutina (3,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavone-3-rhamnoglucoside) 

pertencente também à classe dos flavonóides possui como estrutura básica, uma molécula de 

quercetina, ligada a duas moléculas de glicose, sendo elas respectivamente, uma glicose e 

uma ramnose substituintes na posição 3 do anel pirano (Figura 2.5) (KHALIFA et al., 1983). 

E, assim como a catequina, a quercetina, quercitrina e demais flavonóides, a rutina pode ser 

encontrada em diversos alimentos presentes em nosso cotidiano como em frutas, vegetais, 

chás, maçãs, feijão, tomate, plantas em geral, entre outros (NEWMAN & CRAGG at al., 

2012; LIN et al., 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/inflammatory-bowel-disease
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Figura 2.5: Estrutura molecular da rutina 

 
Fonte: Autora do trabalho. 

 

A rutina tem sido estudada por vários autores, que buscam elucidar suas possíveis 

ações e funcionalidades (dessa forma, é possível encontrar na literatura alguns estudos em que 

a atua de forma benéfica no combate, prevenção ou melhora de doenças) como podemos citar 

o trabalho de Guardia et al. (2001) apresentaram um estudo em ratos, avaliando a ação anti-

inflamatória da rutina e obteve ótimo efeito, quando testada no tratamento de artrite em 

modelo experimental, com redução de até 100% nas lesões observadas. 

Abdel‐Raheem (2010) estudou o efeito gastroprotetivo para úlceras e lesões 

gástricas, afirmando que o consumo contínuo da rutina inibe a infiltração de neutrófilos e 

modula a produção de óxido nítrico na mucosa gástrica. Hao et al. (2012) estudaram os efeitos 

preventivos da rutina no desenvolvimento de nefropatia diabética experimental em ratos e 

concluíram que a rutina diminuiu significativamente os níveis de glicose no sangue e a 

intensidade do estresse oxidativo. Lin et al. (2018) apresentam em seu estudo que o consumo 

contínuo da rutina diminui significativamente a possibilidade de infarto, atenua a disfunção 

cardíaca e regula positivamente os sistemas antioxidantes no coração, apresentando potencial 

para o tratamento do estresse oxidativo e doenças miocárdicas. 
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Diante dos diversos benefícios que o consumo dos flavonóides apresentam, é de 

suma importância o desenvolvimento de técnicas para suas determinações e quantificações, 

pois o consumo excessivo destes acarretam em desequilíbrio ao organismo, se tornando 

prejudicial (LIN et al., 2018; BARANOWSKA et al., 2018; PATEL et al., 2018). Dentre as 

alternativas possíveis para determinação e quantificação de substâncias bioativas, encontram-

se os métodos eletroanalíticos. 

2.2.  Métodos eletroanalíticos  

A eletroanalítica compreende um grupo de métodos analíticos baseados na 

propriedade elétricas e químicas de um analito em solução (BARSAN et al., 2015; DAGO et 

al., 2015; XU et al., 2015). Estes métodos possibilitam o estabelecimento de relações diretas 

entre a concentração do analito e alguma propriedade elétrica e química como corrente, 

potencial, condutividade, resistência ou carga, que são utilizadas no desenvolvimento de 

metodologias analíticas com aplicações nos seguimentos farmacêutico, biotecnológico, 

alimentício, de combustível, ambiental, etc (CUNHA et al., 2013; FELIX & ANGNES, 2010; 

DOS SANTOES et al., 2009; QUINTINO & ANGNES, 2004). 

A literatura contém diversos estudos que utilizaram os métodos eletroanalíticos 

para determinação de substâncias bioativas como pode ser citado o trabalho realizado por 

Oliveira et al. (2016a) que usaram detecção amperométrica para determinação da astaxantina 

em amostras de salmão, empregando um eletrodo de carbono vítreo para a oxidação 

eletroquímica do composto bioativo. TANG et al. (2019), que usaram a voltametria de pulso 

diferencial para desenvolver uma metodologia sensível e seletiva empregando o eletrodo de 

grafeno modificado com nanopartículas de ouro para a determinação de luteolina em cascas 

de amendoim. SHI et al. (2019) desenvolveram uma metodologia utilizando a voltametria 

cíclica e voltametria de pulso diferencial para detecção do ácido caféico, empregando 

eletrodos de carbono vítreo modificados com nanocristais de PtCu.  . 

Dentre as vantagens da utilização das técnicas eletroanalíticas podemos citar o 

menor consumo de reagentes e de resíduos gerados, quando comparada a outras técnicas, pois 

o analito interage diretamente com a superfície do eletrodo. Além disso, a aparelhagem é 

relativamente barata em relação a outras técnicas instrumentais, e há a disponibilidade utilizar 

instrumentos portáteis, extremamente úteis para aplicações em campo (DAGO et al., 2015; 

BARSAN et al., 2015; QUINTINO & ANGNES, 2004). 
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Para a realização das medidas eletroquímicas é necessário o uso de um sistema 

eletroquímico semelhante ao descrito na Figura 2.6 que inclui uma célula eletroquímica (a), 

na qual é inserida, por um orifício (c) na tampa da célula, uma solução de eletrólito suporte 

(b), contendo ou não o analito, bem como um conjunto de eletrodos, sendo estes: eletrodo de 

referência (ER) (d), eletrodo auxiliar (EA) (e) e eletrodo de trabalho (ET) (f). Estes 

componentes são conectados a um potenciostato (g) o qual permanece interfaceado a um 

computador e equipado com o software adequado, que realiza o controle das variáveis da 

técnica eletroquímica e registra os resultados obtidos (BACKES et al., 2017; MEDVIDOVIĆ-

KOSANOVIĆ et al, 2010; QUINTINO; ANGNES, 2004).  

Figura 2.6: Sistema convencional para medições eletroquímicas 

 
Fonte: Autora do trabalho. 

 

As medidas eletroquímicas contam com uma grande variedade de eletrodos de 

trabalho incluindo eletrodos de pasta de carbono, de carbono vítreo, grafite, mercúrio, ouro, 

cobre, entre outros, que podem ser utilizados com ou sem modificações em suas superfícies 

(LASCHI et al., 2006; NASCIMENTO & ANGNES, 2008; MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et 

al., 2010). Dentre estes, o uso do carbono vítreo como eletrodo de trabalho tem atraído 

interesse da comunidade acadêmica, pois este apresenta características como baixa corrente 

residual sobre uma faixa de potencial em meio aquoso, em solventes orgânicos e inorgânicos, 

baixa porosidade e a alta sensibilidade (OLIVEIRA et al., 2016a). 
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A literatura apresenta autores que estudaram o eletrodo de carbono vítreo para 

determinar diferentes compostos (ou analitos). Medvidović-Kosanović et al. (2010) estudaram 

as propriedades eletroquímicas da catequina, quercetina e rutina. Ferreira et al. (2012) 

estudaram a determinação de ciclopirox em amostras farmacêuticas.  Oliveira e colaboradores 

(2016b) estudaram o sistema eletroquímico com detecção amperométrica para determinação 

do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). Shaidarova et al. (2016) eletrodepositaram óxido de 

ferro e irídio na superfície do eletrodo de carbono vítreo e mostraram a atividade catalítica 

para a oxidação da cafeína. 

Outro eletrodo que vem se destacando é o chamado eletrodo impresso (do inglês 

"screen-printed electrode") por apresentar características desejáveis que combina a facilidade 

de montagem com uma ótima relação de custo-benefício, além da possibilidade de serem 

descartáveis, pequenos, portáteis e de fácil operação (BACKES et al.,2017; DAGO et al., 

2015; MISCORIA et al., 2014). Estes eletrodos consistem basicamente em um filme 

depositado sobre um suporte inerte, pelo método conhecido por “silk-screen”, coberto por 

uma segunda camada de material isolante elétrico, que é responsável pela definição de uma 

área de contato elétrico interligado a área superficial ativa do eletrodo em outra extremidade, 

porém recoberta superficialmente (Figura 2.7) (NASCIMENTO & ANGNES, 2008). 

Figura 2.7: Imagem ilustrativa de um eletrodo de carbono impresso típico com os três eletrodos 

acoplados: trabalho (ET), referência (ER) e eletro auxiliar (EA). 

 
Fonte: dropsens.com. 

 

Os eletrodos impressos são dispositivos que apresentam alta sensibilidade, 

estabilidade, precisão, resposta rápida, facilidade de uso e robustez (NASCIMENTO & 

ANGNES, 2008), por isso, na literatura, são encontrados muitos estudos que utilizam estes 
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eletrodos com e sem modificações em suas superfícies para diversas aplicações, tais como: 

eletrodo impresso a base de ouro para detecção de metais pesados (LASCHI et al., 2006) e 

detecção de cromo IV (MISCORIA et al., 2014); determinação rápida e simples de citrato de 

sildenafila (viagra e genéricos) utilizando eletrodos de carbono impressos (BACKES et al., 

2017); eletrodo impresso com superfície modificada com nanotubos de carbono e grafeno 

para determinação de fitoquelantinas em plantas (DAGO et al., 2015), entre outros.  

A otimização da metodologia para utilização das técnicas eletroquímicas deve 

buscar melhor desempenho, levando em consideração parâmetros como, sensibilidade e 

reprodutibilidade do sinal obtido. Tratando-se de técnicas para o propósito de determinação de 

diversos compostos, o sinal analítico deve fornecer baixos desvios, apresentando uma alta 

versatilidade de aplicações tanto utilizando eletrodos convencionais quanto na forma de 

eletrodos impressos (DAGO et al., 2015; NASCIMENTO & ANGNES, 2008). 

Dentre as técnicas eletroquímicas mais utilizadas, destacam-se a voltametria linear 

(VL), a voltametria cíclica (VC), as voltametrias de pulso (onda quadrada - VOQ, pulso 

diferencial - VPD), a amperometria (potencial constante) e a amperometria de múltiplos 

pulsos (MPA) (do inglês multiple amperometric detection). Nas seções posteriores será dada 

ênfase apenas às técnicas eletroquímicas (voltamétricas e amperométricas) que foram 

empregadas nesta tese. 

 2.2.1. Técnicas voltamétricas 

As técnicas voltamétricas compreendem um grupo de métodos eletroquímicos nos 

quais as informações sobre o analito são obtidas por meio de medidas de correntes em função 

do potencial aplicado e em condições que estimulam a polarização de um eletrodo de trabalho 

(SKOOG et al., 2002). É aplicada uma diferença de potencial no ET em relação ao ER. Como 

resposta a esta perturbação, a corrente flui entre o ET e EA, sendo então registrada. Em 

função do tempo, o potencial aplicado pode ser constante (amperometria) ou variável 

(voltametrias), e o incremento de potencial pode ser linear (VL e VC) ou pulsado (VOQ e 

VPD) (WANG, 2000; BRETT & BRETT, 1993). 

Historicamente, o campo da voltametria foi o que mais se desenvolveu, a partir da 

polarografia, que é um tipo particular de voltametria, a qual foi proposta pelo químico 

tchecoslovaco Jaroslav Heyrovsky no início dos anos 1920 (Skoog, 2002). A polarografia que 

é ainda um ramo importante da voltametria, difere dos outros tipos de voltametria porque o 

microeletrodo tem a forma de um eletrodo gotejante de mercúrio (SKOOG, 2002; WANG, 

2000), a sua importância deve-se às suas propriedades especiais deste tipo de eletrodo como 
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em particular, a fácil restauração do eletrodo e o largo alcance na faixa de potenciais 

catódicos (WANG, 2000). 

A voltametria cíclica é uma das técnicas eletroquímicas mais empregadas na 

caracterização de um processo eletródico. Nela registra-se a resposta da corrente de um 

eletrodo estacionário em uma solução eletrolítica quando este é excitado por uma onda 

triangular de potencial. O potencial varia linearmente em uma direção até um dado valor, 

então, a direção da varredura é invertida e o potencial volta ao valor inicial aplicado, como 

mostra a Figura 2.8A. Os potenciais nos quais ocorre a reversão são chamados potenciais de 

inversão. O intervalo de potenciais de inversão escolhido para um dado experimento é aquele 

no qual ocorre a oxidação ou a redução controlada por difusão de um ou mais analitos. A 

direção da varredura inicial pode ser tanto negativa como positiva, dependendo da 

composição da amostra (SKOOG et al., 2002). Dependendo da informação requerida, pode 

ser utilizado um ciclo único ou múltiplos ciclos. O voltamograma é a representação da 

corrente produzida em relação ao potencial aplicado como mostra a Figura 2.8 (WANG, 

2000). Na prática, utilizam-se velocidades de varredura que variam desde 10 mV s−1 até 10 

kV s−1, sendo mais comum trabalhar entre 20 e 200 mV s−1 (BRETT & BRETT, 1993; 

SKOOG et al., 2002; WANG, 2000). 

Figura 2.8: (A) Sinal de excitação para a voltametria cíclica e, (B) voltamograma cíclico para um processo 

redox reversível. 

 
Fonte: WANG, 2000. 

 

A Figura 2.8B mostra a resposta esperada para um par redox reversível durante 

um único ciclo de potencial. Inicialmente considera-se que somente a espécie oxidada (O) 

está presente. Uma varredura de potencial na direção negativa é escolhida para o primeiro 
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meio ciclo, começando em um valor onde não ocorre redução. Conforme o potencial aplicado 

se aproxima do potencial padrão (Eº) característico para o processo redox, a corrente catódica 

começa a aumentar, até que um pico é alcançado. Após atravessar a região de potencial em 

que ocorre o processo de redução, a direção da varredura do potencial é invertida (WANG, 

2000; BRETT & BRETT, 1993). Para uma reação reversível de eletrodo, as correntes de pico 

catódico e anódico são aproximadamente iguais em valor absoluto, mas de sinais opostos e a 

diferença entre os potenciais de pico é 0,059V/n para 25ºC, onde n é o número de elétrons 

envolvidos na semi-reação (SKOOG et al., 2002). 

Os parâmetros mais importantes para uma voltametria cíclica compreendem os 

potenciais de pico catódico e anódico (Epc e Epa), as correntes de pico catódica e anódica (Ipc 

e Ipa) e os potenciais de meia onda (E1/2). A análise da dependência do potencial e da corrente 

de pico com a variação da velocidade de varredura, com a concentração da substância 

eletroativa e a partir da adição de eletrófilos, nucleófilos ou prótons, é a base de testes de 

diagnósticos, que permitem obter informações importantes, como a reversibilidade e 

irreversibilidade do processo de transferência eletrônica, a variação da presença de reações 

químicas acopladas, de adsorção e de fenômenos catalíticos, além de se poder caracterizar o 

fenômeno que controla a corrente de pico, ou seja, a difusão, migração ou convecção 

(WANG, 2000, SKOOG et al., 2002). 

 2.2.2. Técnicas amperométricas 

Outra técnica eletroanalítica bastante utilizada para estudar reações de eletrodo e 

suas velocidades em sistemas de fluxo é a amperometria. Esta técnica é normalmente 

empregada para complementar a voltametria cíclica na análise de mecanismos eletroquímicos. 

A amperometria consiste em se aplicar um potencial fixo e constante, definido de acordo com 

potenciais de oxidação/redução de diferentes analitos, com resposta obtida de corrente 

coletada em relação ao tempo, correlacionados com concentração em técnicas analíticas 

(BRETT et al., 1994; DOS SANTOS et al., 2008; PEREIRA et al., 2016a). A amperometria 

ocorre sob duas formas: a potencial constante, amperometria convencional (AC) ou múltiplos 

potenciais (MPA) que permite a aplicação de degraus pulsos de potencial seguidos no mesmo 

ET. 

A AC baseia-se na aplicação de um único degrau de potencial (Figura 2.9A), 

produzindo-se uma corrente que decai com o tempo (Figura 2.9B), apresenta elevada 

sensibilidade, pois permite a aquisição de correntes bem baixas, e, portanto, a detecção de 

baixas concentrações, devido a quase total ausência de corrente capacitiva.  
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Figura 2.9 (A) Perturbação aplicada, variando de Ei a Ef. (B) resposta de corrente para um experimento 

de degrau único de potencial.  

 

Fonte: QUINTINO, 2003. 

 

A técnica de AC, assim como as demais técnicas amperométricas, apresenta 

limitação quanto a estabilidade do sinal eletroquímico em função do tempo quando 

determinados compostos são analisados, comprometendo a repetibilidade da resposta e a 

reprodutibilidade dos resultados da análise (DOS SANTOS et al., 2011). A estabilidade do 

sinal eletroquímico é dependente da taxa de transferência de carga (elétrons) entre o eletrodo 

e a espécie eletroativa (presente na interface eletrodo-solução), que por sua vez depende das 

condições da superfície do eletrodo (SKOOG, 2002; DOS SANTOS et al., 2011; JOHNSON 

et al., 1986). A superfície do eletrodo pode ser modificada gradativamente durante o 

experimento, dependendo do tipo de composto que está envolvido no processo eletroquímico 

(BRETT et al., 1994; DOS SANTOS et al., 2008). Quando uma espécie eletroativa e/ou 

produto de reação adsorve ou eletropolimeriza na superfície do eletrodo de modo irreversível 

ou quase irreversível, pode ocorrer uma contaminação e/ou passivação do eletrodo (DOS 

SANTOS et al., 2011). Este problema pode ser verificado, por exemplo, na determinação 

eletroquímica de flavonoides e seus derivados (GALLI et al., 2006). A passivação e/ou 

contaminação da superfície do eletrodo pode afetar a taxa de transferência de carga entre o 

eletrodo e o analito, assim como produzir sinais eletroquímicos devido aos produtos 

adsorvidos, que interferem no sinal eletroquímico de interesse (DOS SANTOS et al.,2011). 

Outra limitação, que vale ressaltar, da técnica AC é a impossibilidade da 

determinação simultânea de compostos eletroativos com potenciais redox distintos em 

determinadas condições experimentais usando um único eletrodo de trabalho. Quando a 

diferença de potencial envolvida em ambos os processos eletroquímicos é suficientemente 
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grande, superior a 0,1 V, é possível contornar esta limitação realizando-se medidas do sinal 

amperométrico em potenciais distintos (E1 e E2) sequencialmente (SKOOG, 2002; DOS 

SANTOS et al., 2011). Na injeção da primeira alíquota da amostra e aplicando o potencial E1, 

somente uma das espécies é reduzida ou oxidada, sendo o sinal amperométrico proporcional à 

concentração desta espécie. Em seguida, com a injeção de uma segunda alíquota da mesma 

amostra e aplicação do potencial E2, ambas as espécies sofrem processo de oxidação ou 

redução (DOS SANTOS et al., 2011). O sinal amperométrico diferencial corresponderá à 

concentração da segunda espécie. Além disto, essa análise pode ser realizada simultaneamente 

utilizando-se uma célula eletroquímica em fluxo com dois eletrodos de trabalho em paralelo, 

um fixado no potencial E1 e outro em E2 (PAIXÃO et al., 2003). Entretanto, cabe ressaltar que 

nestes casos, um bipotenciostato ou multipotenciostato são exigidos para controlar o potencial 

de cada eletrodo de trabalho, o que aumenta a complexidade (e consequentemente o custo) da 

instrumentação requerida para realização da medida. Ademais, os softwares (atualmente 

disponíveis) não permitem que se utilize mais de um potencial simultaneamente, visto que a 

mesma não pode ser programada no transcorrer do experimento (DOS SANTOS et al., 2011). 

Como já mencionado, outra forma de detecção amperométrica pode ser 

implementada no modo pulsado, na qual pulsos de potenciais são aplicados ao eletrodo de 

trabalho sequencialmente e continuamente em função do tempo. Esse modo de detecção é 

conhecido na literatura como amperometria de múltiplos potenciais (MPA).  

A MPA é uma técnica disponibilizada, segundo nosso conhecimento, pelo 

software GPES que controla os potenciostatos comercializados pela empresa 

Metrohm/AutoLab (Eco Chemie) e permite a aplicação de até 10 pulsos de potenciais com a 

possibilidade de aquisição da corrente em função do tempo em cada pulso de potencial (o que 

corresponde à aquisição de 10 amperogramas distintos "sequencialmente"). Na Figura 2.10A 

é apresentado um esquema no qual são aplicados três pulsos de potencial (E1, E2, E3) em 

sequência sobre o ET, durante um certo período de tempo, como resposta a MPA fornece três 

amperogramas distintos, cada qual correspondendo a um pulso aplicado (Figura 2.10B). 
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Figura 2.10: (A) Três degraus aplicados em sequência e (B) respectivos sinais coletados por amperometria 

de múltiplos pulsos.  

 

 
Fonte: Adaptado de DOS SANTOS et al., 2011. 

 

 A MPA contorna de forma simples as limitações da AC em relação à realizar 

determinação simultânea e ainda, a estabilidade do sinal eletroquímico em função do tempo, 

visto que em sistemas em fluxo, permite que a resposta do eletrodo apresente estabilidade por 

um período de tempo maior devido a possibilidade de utilização de um potencial para a 

periódica limpeza eletroquímica realizada durante o experimento, evitando ou diminuindo a 

contaminação da superfície do eletrodo (OLIVEIRA et al., 2016a; DOS SANTOS et al., 

2008; DOS SANTOS et al., 2011). 

A amperometria é uma técnica é muito utilizada em eletroanálise, principalmente 

em aplicações envolvendo titulações amperométricas, sensores e medições em fluxo com a 

finalidade de melhorar o desempenho dos métodos analíticos sendo empregados em diversas 

áreas, e quando associada a métodos de análise como FIA e BIA, esta técnica, torna-se ainda 

mais atraente em eletroanalítica (BACKES et al., 2017; OLIVEIRA et al., 2016b). 

2.3 Análise por injeção em batelada (BIA)  

Na química analítica as análises em campo se tornaram essenciais em virtude da 

procura por respostas rápidas, redução do custo e por inconvenientes relacionados ao 

deslocamento das amostras para os laboratórios. Todavia, se faz necessário o 

desenvolvimento de sistemas que apresentem elevada velocidade, menor custo nas análises, 

precisão e exatidão (TORMIN et al., 2014, QUINTINO & ANGNES, 2004). Os métodos 

baseados em análise em fluxo FIA e BIA, são comumente utilizados por proporcionar tais 
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qualidades, além de apresentarem uma boa sensibilidade e seletividade (FELIX & ANGNES, 

2010).  

A Análise por Injeção em Batelada (BIA) foi uma técnica proposta por Wang e 

Taha em 1991 que consiste na injeção de pequenos volumes, do analito ou padrão a ser 

analisado, com o auxílio de uma micropipeta ou seringa simples, diretamente sobre a 

superfície do ET totalmente imerso em um grande volume de solução eletrolítica, dessa 

forma, a amostra, ao entrar em contato com a superfície do ET, gera um sinal transiente que é 

proporcional a concentração do analito ou padrão em questão (WANG & TAHA, 1991; 

QUINTINO & ANGNES, 2004; OLIVEIRA et al., 2016b). Na Figura 2.11 é apresentado o 

diagrama esquemático de uma célula BIA convencional (A) e o diagrama de etapas na 

aquisição do sinal BIA (B) (QUINTINO & ANGNES, 2004). 

Figura 2.11: Esquema de uma célula de BIA (A) e as etapas na aquisição do sinal BIA (B). a) eletrodo de 

trabalho; b) solução eletrolítica; c) ponteira da micropipeta; d) eletrodo de referência; e) eletrodo 

auxiliar; f) micropipeta ou seringa; g) antes da injeção; h) transporte durante a injeção; i) fim da injeção; 

j) lavagem do eletrodo de trabalho; k) equilíbrio final.  

 
Fonte: Autora do trabalho. 

São observadas as seguintes etapas de aquisição do sinal BIA (QUINTINO & 

ANGNES, 2004):  

 (g) Antes da injeção: a corrente medida permanece constante ao longo do tempo, 

devido apenas a corrente capacitiva do eletrólito, ausência de transferência de elétrons na 

interface eletrodo/solução;  

K 
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(h) Transporte do analito durante a injeção: aumento significativo da corrente 

faradáica, devido à reação redox do analito, oxidação ou redução, que é transportado 

mecanicamente pela micropipeta automática até a superfície do eletrodo de trabalho; 

(i) Final da injeção do analito: obtenção de uma corrente máxima, platô de 

corrente faradáica, valor é constante durante um curto intervalo de tempo;  

(j) Lavagem do eletrodo de trabalho: diminuição acentuada da corrente devido ao 

fim da injeção mecânica da micropipeta automática. Este evento é promovido devido à 

mudança do transporte mecânico para o difusional, no qual a amostra é diluída no eletrólito (≈ 

1000 vezes).  

(k) Equilíbrio final: após a diluição completa do analito no eletrólito a 

concentração do analito é pequena e uniforme em toda a célula BIA, restabelecendo 

praticamente o mesmo equilíbrio existente antes da injeção. O alcance deste equilíbrio pode 

ser acelerado pela convecção criada por um agitador inserido na célula BIA.  

Inicialmente, os volumes de solução eletrolítica, dentro da célula, utilizados nesta 

técnica, variavam entre 250 a 700 mL (WANG & TAHA, 1991; QUINTINO & ANGNES, 

2004). No entanto, estudos têm demonstrado que podem ser realizados experimentos BIA 

com células de menores volumes, em que o volume de eletrólito suporte é suficiente para 

proporcionar a diluição do analito ou padrão, após obtido o sinal transiente, mantendo as 

mesmas características atraentes das células de grandes volumes. Além disso, proporcionam o 

desenvolvimento de sistemas portáteis miniaturizados e evitam o desperdício de reagentes 

(TORMIN et al., 2014; QUINTINO & ANGNES, 2004; OLIVEIRA et al., 2016b). Em 2004, 

Quintino e Angnes realizaram um trabalho, no qual foi utilizada uma célula BIA com 

capacidade de 40 mL de eletrólito suporte, sendo todas as determinações realizadas sem 

agitação, obtendo bons resultados de repetibilidade e baixos valores de desvio padrão. 

Adicionalmente sugerem que a utilização de uma micropipeta eletrônica na etapa de injeção, 

que aumenta a precisão da análise, em comparação com o uso de seringas ou micropipetas 

convencionais. 

Na literatura são encontrados trabalhos que empregam o sistema BIA com 

detecção amperométrica para determinações, com análises individuais e simultâneas, em 

amostras de substâncias bioativas e farmacêuticas como pode ser citado o trabalho de Ferreira 

et al. (2012) que estudaram a determinação de ciclopirox em amostras farmacêuticas usando o 

eletrodo de carbono vítreo com a técnica de AC acoplada tanto ao sistema FIA quanto ao 

BIA. As análises em BIA proporcionaram uma maior sensibilidade (0,091 μA μmol─1), limite 

de detecção 0,147 μmol─1, excelente frequência analítica (300 injeções por hora - sem 
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considerar o tempo necessário para preenchimento da pipeta com solução, ou seja, uma 

frequência analítica teórica). As faixas lineares de trabalho obtidas no sistema BIA foram de 

2,0 a 200 μmol L─1. Apresentou valores de DPR entre 1,8 e 4,8 % para soluções de 100 e 10 

μmol L─1 de ciclopirox, respectivamente.  

Cunha e colaboradores (2013) desenvolveram um método analítico rápido para 

determinação de hidroquinona em formulações farmacêuticas usando o sistema BIA com 

detecção de MPA empregando um eletrodo de diamante dopado com boro. O método mostrou 

boa repetibilidade (DPR de 0,45%, n = 20), faixa linear (10 a 2000 μmol L─1, R = 0,9999), 

baixo limite de detecção (0,016 μmol L─1) e valores de recuperação satisfatórios (91 - 96%). 

A precisão do método foi avaliada por análises comparativas usando cromatografia líquida de 

alta performance.  

Gimenes et al. (2015) descrevem um método eletroquímico para a determinação 

simultânea de captopril e hidroclorotiazida usando um eletrodo de diamante dopado com boro 

associado ao sistema BIA com detecção MPA. O método BIA proposto requer uma 

manipulação mínima da amostra e a determinação simultânea é conseguida com um único 

passo de injeção de 150 μL de uma solução com a amostra. Os resultados obtidos com o 

método BIA foram comparados com os obtidos por eletroforese capilar onde apresentaram 

resultados semelhantes (95% de nível de confiança). O sistema BIA apresenta vantagens 

quanto à simplicidade na determinação, mínima geração de resíduos, além do baixo custo e 

alta frequência de análise (100 injeções por hora). O método BIA apresentou boa 

sensibilidade e alta precisão (Desvio padrão relativo (DPR) < 1,6%). 

Oliveira e colaboradores (2016b) estudaram o sistema BIA com detecção 

amperométrica usando o eletrodo de carbono vítreo com detecção amperométrica 

convenvional para determinação do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). O método forneceu 

180 injeções por hora, altamente preciso (DPR 0,7%), sensível e seletivo. Comparando o 

método BIA com espectrofotometria UV, os resultados foram concordantes em amostras reais 

(plantas e chá), todavia na espectofotometria é afetado pela cor ou turbidez das amostras o 

que afeta nos resultados, já o método BIA não é afetato. 

Pereira et al. (2016b) estudaram o sistema BIA com detecção MPA na 

determinação do sulfametoxazol, trimetoprim e fenazopiridina, em eletrodo de diamante 

dopado com boro.  O método proposto mostrou ser simples, robusto, boa precisão (DPR 

3,5%, n = 15), alta frequência analítica (até 70 injeções por hora) e geração de pequeno 

volume de resíduos por análise. Os resultados obtidos com o método BIA proposto foram 



    49 
REFERENCIAL TEÓRICO 
 

Ribeiro, G. A. C.  

comparados com os obtidos pelo HPLC e apresentaram resultados semelhantes (nível de 

confiança de 95%). 

Shaidarova et al. (2016) apresentaram um sistema BIA com detecção 

amperométrica convencional na determinação da cafeína usando um eletrodo de carbono 

vítreo modificado com irídio e rutênio. Nas condições otimizadas pelo sistema BIA foram 

obtidas 180 injeções de amostras por hora e o sinal analítico foi linearmente dependente da 

concentração de cafeína. Foram obtidos resultados satisfatórios para a determinação da 

cafeína em comprimidos, soluções para injeção de benzoato de cafeína-sódio e comprimidos 

de coffetamin onde a cafeína foi quantificada com alta sensibilidade numa vasta gama de 

concentrações. Uma vantagem do sistema BIA observada pelos autores foi que método 

apresenta benefícios sobre outros métodos de fluxo como a diminuição do consumo de 

solventes e a falta de uma bomba e tubos de conexão. O método desenvolvido poderia ser 

usado para determinar a cafeína em drogas. 

Oliveira e colaboradores (2016a) realizaram um estudo sobre a oxidação 

eletroquímica da astaxantina usando um eletrodo de carbono vítreo no sistema BIA com 

detecção de MPA. O método proposto apresentou 240 injeções por hora, baixo DPR (desvio 

padrão relativo) (2,4%) e fora testado em amostras de salmão que obteve valores de 

recuperação entre 83 e 97% atestando a precisão do método. 

Backes e colaboradores (2017), descreveram dois procedimentos analíticos, um 

sistema BIA e um sistema FIA (análise por injeção em fluxo), com detecção amperométrica 

convencional, para a determinação do Citrato de Sildenafil (SC) em medicamentos para 

disfunção erétil (Viagra® e genéricos). A técnica eletroquímica escolhida foi a amperometria 

utilizando um eletrodo de carbono impresso comercial da Dropsens® (CI) para ambos os 

sistemas FIA e BIA em tampão Britton-Robinson (pH 2). O SC apresentou um pico anódico 

irreversível em + 1,0 V, o qual foi avaliado em cinco diferentes eletrodos de trabalho de CI 

não modificado selecionando o melhor eletrodo de trabalho, proporcionando boa 

sensibilidade, precisão e baixo custo. A detecção amperométrica do SC para dois métodos 

propostos foi realizada em + 1,1 V. As melhores condições para a determinação de SC por 

sistemas hidrodinâmicos foram obtidas através de volumes de injeção de 50 e 150 μL a 

vazões de 100 e 75 μL s-1, para BIA e FIA, respectivamente. Nestas condições, o sistema BIA 

mostrou melhor sensibilidade (0,188 μA) e frequência analítica teórica (360 h-1) para 

determinação do SC. 
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3. OBJETIVOS  

3.1. Objetivo geral 

Desenvolver, otimizar e aplicar procedimentos eletroanalíticos para determinação 

das substâncias bioativas catequina e quercetina utilizando a técnica de análise por injeção em 

batelada (BIA) com detecção eletroquímica. 

3.2. Objetivos específicos 

Para o cumprimento do objetivo geral, têm-se como objetivos específicos: 

 Estudar as propriedades redox das substâncias bioativas catequina e quercetina 

sobre as superfícies dos eletrodos de trabalho de carbono vítreo e de carbono impresso;  

 Verificar a influência da composição, concentração e pH do eletrólito suporte 

na resposta analítica dos eletrodos para a determinação de substâncias bioativas (catequina e 

quercetina);  

 Avaliar a resposta das substâncias bioativas (catequina e quercetina) em 

sistema de análise por injeção em batelada (BIA) utilizando os eletrodos de trabalho de 

carbono vítreo e de carbono impresso; 

 Otimizar as condições experimentais para o sistema BIA como a velocidade, 

volume de injeção e repetibilidade do método; 

 Avaliar a influência de possíveis interferentes (rutina e quercitrina) nas 

respostas do método proposto; 

 Aplicar os métodos propostos na determinação de catequina e quercetina em 

amostras de extratos plantas e/ou chás.  
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4.  JUSTIFICATIVA 

Em 2008, cerca de 72% das mortes no Brasil foram atribuídas às doenças crônicas 

não transmissíveis (DCNT), como doenças renais, cardiovasculares, artrite, catarata, 

respiratórias, diabetes, parkinson, alzheimer, câncer, patologias relacionadas ao processo de 

envelhecimento, disfunções cognitivas entre outras, e este percentual só vem aumentando ao 

longo dos anos (SILVA-JUNIOR, 2009). A incidência de morte por tais doenças pode ser 

minimizada pelo uso prévio de substâncias bioativas presentes em determinados alimentos, 

chás, plantas e frutas (BARANOWSKA et al., 2018a; PATEL et al., 2018; LIN et al., 2018).  

O consumo de substâncias bioativas, como catequina e quercetina, promovem 

diversos benefícios à saúde inclusive na prevenção das DCNT (YAN, et al., 2019; 

BARANOWSKA et al., 2018a; PATEL et al., 2018) e muitos estudos têm sido conduzidos 

para as suas determinações.  Entretanto, a maioria das técnicas reportadas na literatura para a 

determinação de substâncias bioativas são baseadas em metodologias cromatográficas 

(BARBA et al., 2006; VIÑAS et al., 2008), espectrofotométricas (BARBA et al., 2006; 

BISWAS et al., 2011) e eletroforese capilar (PIOVEZAN et al., 2013; BALLUS et al., 2012) 

que, na maioria das vezes, necessitam de alto investimento (aquisição, operação e manutenção 

do equipamento) e uso de reagentes (solventes) de custo elevado (alta pureza).  

Assim, há uma necessidade crescente de desenvolver novas estratégias de análise 

para a determinação e quantificação dessas substâncias bioativas e que sejam tão eficientes 

como as técnicas citadas anteriormente, bem como, supere suas desvantagens. O sucesso de 

novas metodologias pode permitir que menores investimentos viabilizem o controle de 

qualidade com custos de aquisição, operação e manutenção consideravelmente inferiores. 

Neste sentido, a associação de técnicas eletroquímicas (com o uso de eletrodos de custo 

relativamente baixos como o eletrodo de carbono vítreo e impresso) com sistemas de análises 

por injeção em fluxo ou em batelada, apresentam-se como alternativas promissoras. 

Especificamente, o sistema BIA com detecção eletroquímica é simples, basta 

acoplar a um potenciostato, o notebook (ou computador) e os eletrodos. O sistema fornece 

informações qualitativas e quantitativas eliminando a etapa preparo de amostra (a diluição é 

realizada no próprio eletrólito), a determinação é obtida com uma única etapa de injeção e 

podem ser portáteis o que garante rápidos resultados, sendo muito vantajosos sob os pontos de 

vista temporal e econômico, além de apresentarem elevada seletividade e sensibilidade nas 

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

consequentemente com geração de resíduos em menor volume. 

.  
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MMééttooddoo  ddee  aannáálliissee  rrááppiiddoo,,  
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6. MÉTODO DE ANÁLISE RÁPIDO, DIRETO E SENSÍVEL PARA 

DETERMINAÇÃO DE CATEQUINA EM CHÁ VERDE USANDO ANÁLISE POR 

INJEÇÃO EM BATELADA COM AMPEROMETRIA DE PULSOS MÚLTIPLOS 

(BIA- MPA)* 

Resumo 

Os compostos bioativos apresentam várias atividades biológicas que promovem a saúde. 

Entre esses, aqueles com propriedades antioxidantes, como as vitaminas e os compostos 

fenólicos, têm despertado grande interesse pelos seus efeitos comprovados na proteção contra 

o estresse oxidativo decorrente de um desequilíbrio entre a geração de compostos oxidantes e 

radicais livres e/ou espécies reativas resultante do metabolismo de oxigênio. Neste sentido, 

este trabalho descreve a determinação do composto bioativo catequina por oxidação 

eletroquímica utilizando análise por injeção em batelada (BIA) com detecção amperométrica 

de pulsos múltiplos (MPA), empregando um eletrodo de carbono vítreo (ECV) não 

modificado em solução tampão acetato (pH 4,5). O método proposto é baseado na aplicação 

de potenciais de pulso múltiplos de + 0,4 V (potencial de oxidação), + 1,4 V (potencial de 

limpeza) e 0,0 V (potencial de condicionamento) vs Ag/AgCl/KClsat, evitando a passivação 

por produtos de oxidação e permitindo a quantificação da catequina. Nestas condições, a 

repetibilidade do método para injeções sucessivas de catequina a 50 μmol L−1 (n = 30) 

apresentou DPR 0,85% e a taxa de amostragem de 120 injeções por hora. A resposta 

amperométrica apresentou um intervalo linear para soluções contendo catequina de 20 a 100 

μmol L−1 (R = 0,999), com limite de detecção de 0,03 μmol L─1 e limite de quantificação de 

0,10 μmol L−1. Além disso, o método proposto mostrou-se rápido e sensível para 

determinação de catequina em amostras de chá verde e os resultados foram comparáveis 

àqueles obtidos por cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), com nível de confiança 

de 95%. 

6.1.  Introdução  

Os compostos bioativos possuem várias atividades biológicas benéficas para a 

saúde. Entre esses, aqueles com propriedades antioxidantes, como vitaminas e compostos 
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 fenólicos, têm atraído grande interesse devido aos seus efeitos comprovados na proteção 

contra o estresse oxidativo (PEREZ-JIMENEZ & SAURA-CALIXTO, 2006). As substâncias 

antioxidantes são moléculas que podem retardar ou impedir a formação de espécies reativas 

de oxigênio (ROS) in vivo e in vitro, agindo nos estágios finais da cadeia de reações 

oxidativas. Consequentemente, os antioxidantes são capazes de prevenir ou retardar os 

efeitos deletérios da oxidação, inibindo o efeito da lipoperoxidação, sequestrando os radicais 

livres e os íons metálicos quelantes. Eles protegem o organismo contra espécies reativas de 

oxigênio que podem levar a doenças como câncer e doenças cardiovasculares (MENDOZA-

WILSON & GLOSSMAN-MITNIK, 2006; MAKRIS at al., 2007). 

Os antioxidantes naturais de extratos vegetais vêm ganhando grande atenção, 

devido ao interesse dos consumidores, pois contêm diversas substâncias ativas, como ácido 

ascórbico, carotenoides e compostos fenólicos, que atuam na captura e neutralização de 

espécies oxidantes como o radical hidroxila (OH•) e, desta forma, podem contribuir para a 

proteção contra o dano oxidativo (PEREZ-JIMENEZ & SAURA-CALIXTO, 2006). 

As catequinas, que são compostos fenólicos pertencentes à classe flavonóides, 

possuem propriedades que podem ser benéficas em problemas de saúde como diabetes, 

doenças cardíacas, infecções virais, inflamações e doenças degenerativas. Elas podem ajudar 

na prevenção do envelhecimento precoce e podem inibir o crescimento de células 

cancerígenas, enquanto ao mesmo tempo protegem as células saudáveis (SVOBODA et al., 

2015; NOVAK et al., 2010; JANEIRO & BRETT, 2004). Como pode ser visto na Figura 6.1, 

as catequinas consistem de um grupo floroglucinol (A), um grupo pirânico (B) e um grupo 

catecol (B). Eles têm dois centros quirais, resultando em quatro isômeros: (+) - catequina, (-) - 

catequina, (+) - epicatequina e (-) - epicatequina. Na natureza, os isômeros mais abundantes 

são (+) - catequina e (-) - epicatequina (MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al., 2010), que são 

amplamente distribuídos em plantas, frutas e bebidas, incluindo chá verde, chá preto, vinho 

tinto, maçãs e chocolate (MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al., 2010; PIRES et al., 2017; 

MÜLLER et al., 2016). 

A maioria dos métodos analíticos relatados na literatura para a determinação de 

catequina e outros compostos orgânicos em plantas medicinais são baseados em técnicas 

cromatográficas (SVOBODA & NOVAKOVA et al., 2015; WANG et al., 2017; EL-HADY 

& ALBISHRI, 2014) e eletroforese capilar (PIOVEZAN et al., 2013; BALLUS et al., 2012; 

PERES et al., 2011). No entanto, essas análises são demoradas, caras e trabalhosas. Além 

disso, a aplicabilidade desses métodos em extratos vegetais pode ser limitada pela 

complexidade da matriz. 
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Figura 6.1:  Estrutura química da catequina (1), da rutina (2) e da quercitrina (3) 

 
Fonte: Autora do trabalho. 

 

As técnicas eletroquímicas oferecem vantagens consideráveis na análise de 

substâncias bioativas e em amostras farmacêuticas (MIYANO et al., 2014). Em comparação 

com outras técnicas, as vantagens de seu uso para a determinação de compostos fenólicos 

(como catequinas) incluem um tempo de resposta rápido, baixo limite de detecção e custo 

relativamente baixo (OLIVEIRA et al., 2016; DOS SANTOS et al., 2016; SILVA et al., 

2016). Devido às fortes características de adsorção do processo de oxidação da catequina no 

ECV (CASTAIGNÈDE et al., 2003; VESTERGAARD et al., 2005), a maioria dos métodos 

eletroquímicos relatados para a determinação de catequinas empregaram eletrodos 

quimicamente modificados (YANG et al., 2009; FERNANDES et al., 2008; EL-HADY & 

EL-MAAL, 2008; MANASA et al., 2017; PANG et al, 2017; YAO et al.,, 2015; EL-HADY, 

2007;  WU et al., 2005). Recentemente, demonstrou-se que as análises eletroquímicas podem 

ser realizadas usando eletrodos não modificados, em vez de modificados, com as vantagens de 

serem mais robustos, menos caros, mais fáceis de substituir e não necessitarem de nenhuma 

preparação além do polimento (AREIAS et al., 2016a; AREIAS et al., 2016b). A estratégia 

para superar o problema de bloqueio da superfície do eletrodo foi acoplar um sistema de 

injeção em batelada com detecção eletroquímica baseada na técnica de amperometria de 

múltiplo pulso (BIA ‒ MPA). Esse método combina as características desejáveis dos sistemas 

em fluxo, como o baixo custo dos componentes do sistema, alta frequência analítica, redução 

do consumo de reagentes e amostras e baixa geração de resíduos, com os atraentes recursos 

analíticos das técnicas de MPA, incluindo alta sensibilidade e efeitos reduzidos de 
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contaminação do eletrodo de trabalho e corrente capacitiva desprezível (permitindo a detecção 

de baixas concentrações), tornando o método mais robusto (SANTOS et al., 2017). 

No presente trabalho, um método simples, rápido, seletivo e preciso para a 

detecção de catequina em amostras de chá verde é apresentado. As vantagens de usar um 

eletrodo de carbono vítreo (ECV) associado a um sistema BIA ‒MPA permitiu a 

determinação de catequina com alta seletividade, superando o problema de envenenamento do 

eletrodo. O método foi validado em termos de faixa linear, repetibilidade, limites de detecção 

e quantificação, e os resultados com o método proposto foram comparados com os obtidos de 

análises realizadas usando HPLC. 

6.2. Parte Experimental  

  6.2.1. Reagentes, soluções e amostras 

Todos os reagentes foram de grau analítico e utilizados sem qualquer purificação. 

As soluções aquosas foram preparadas usando água purificada (resistividade ≥ 18 MΩ cm) 

num sistema Milli-Q Direct (Millipore, Bedford, EUA). O cloreto de potássio foi adquirido da 

Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Acetato de sódio anidro, ácido acético e metanol foram 

adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). A catequina ((+) - catequina, ≥ 98% pureza) foi 

obtida da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).  

Solução tampão acetato de sódio 0,1 mol L−1 (pH 4,5) foi utilizado como eletrólito 

de suporte em todos os experimentos, a menos que especificado de outra forma. Soluções 

stock de catequina em metanol foram preparadas semanalmente e mantidas em um 

refrigerador, onde a solução foi estável por pelo menos 1 mês. Soluções de trabalho foram 

preparadas por diluição até a concentração desejada com o eletrólito suporte. 

  6.2.2. Instrumentação e equipamentos 

As análises eletroquímicas foram realizadas utilizando um potenciostato Autolab 

PGSTAT302N (Eco Chemie B.V., Utrecht, Holanda) (Figura 6.2D). As medidas 

voltamétricas e amperométricas foram conduzidas utilizando um sistema de três eletrodos: um 

eletrodo de trabalho de carbono vítreo (5,0 mm de diâmetro), um eletrodo de referência 

Ag/AgCl/KClsat e um fio de platina como eletrodo auxiliar (Figura 6.2A). Uma micropipeta 

eletrônica motorizada (EDP1-Plus, Rainin Instruments) foi usada para injetar os padrões e as 

soluções das amostras (Figura 6.2C). A célula BIA usada para todas as medições 
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amperométricas foi uma célula construída no laboratório, como descrito anteriormente na 

literatura (Figura 6.2B) (DOS SANTOS et al., 2016). A célula consiste em um cilindro de 

acrílico (40 mL de volume) com fundo e tampa construídos em Teflon® e encaixados 

firmemente dentro do cilindro. Um orifício foi perfurado no centro da parte inferior, 

permitindo o posicionamento preciso do eletrodo de trabalho no centro da célula. Dois anéis 

de vedação do tipo O-ring foram posicionados dentro deste orifício para evitar vazamentos da 

solução da célula. Três orifícios foram perfurados na tampa, sendo um central para uma 

instalação precisa da micropipeta sempre na mesma posição. Os outros dois orifícios, nas 

laterais do orifício central, permitiam a inserção dos eletrodos de referência e auxiliares. A 

ponta da pipeta foi mantida a uma distância fixa de 2 mm do eletrodo de trabalho, movendo-

se o último para a posição desejada (a posição da pipeta foi mantida inalterada) (Figura 6.2). 

Um orifício lateral foi perfurado no lado da célula para permitir a drenagem do excesso de 

solução. 

Figura 6.2: Sistema utilizado para medições eletroquímicas: (A) célula para medições voltamétricas; (B) 

célula para medições sistema BIA; (C) micropipeta eletrônica motorizada; (D) sistema eletroquímico BIA 

completo. 

 
Fonte: Autora do trabalho. 

A B C 

D 
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 6.2.3. Análise por HPLC 

Os resultados obtidos com o método BIA ‒ MPA foram comparados com aqueles 

obtidos por HPLC usando um sistema Shimadzu consistindo de um módulo de distribuição de 

solvente com uma bomba de pistão duplo, um detector UV-VIS  (λ = 280 nm), e uma coluna 

AQUA RP C18 (150 mm × 4,6 mm, 5 mm). Os solventes de eluição foram 0,02% de ácido 

fórmico em água (eluente A) e 0,02% de ácido fórmico em metanol (eluente B), a uma taxa de 

1 mL min−1, empregando um gradiente de 0% a 100% de B em 60 min e tempo adicional de 

60 min a 70 min com 100% de B para limpeza do sistema . A coluna foi mantida a 

temperatura ambiente e o volume de injeção da amostra foi de 10 µL. Os dados foram 

coletados e processados usando o software Shimadzu LC Solution v. 1.25. 

  6.2.4. Preparação da amostra 

Amostras de chá verde foram compradas em um supermercado local e o chá foi 

preparado por infusão, extraindo aproximadamente 1 g do chá em 100 mL água deionizada 

Milli-Q a 80 °C durante cerca de 1 h. A solução foi então filtrada em algodão, para evitar 

adsorção de espécies bioativas no papel de filtro, e analisada no mesmo dia. Para a injeção no 

sistema HPLC-UV / Vis, as amostras de extrato foram filtradas em um filtro de nylon 

(tamanho de poro de 0,22 μm). 

6.3. Resultados e Discussão  

 6.3.1. Comportamento voltamétrico da catequina sobre o eletrodo de carbono vítreo 

O comportamento eletroquímico da catequina é bem conhecido e foi caracterizado 

em estudos anteriores utilizando diferentes substratos (MASOUM et al., 2014; 

MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al., 2010; YANG et al., 2009; JANEIRO e BREATT, 

2004). A Figura 6.3 mostra os voltamogramas cíclicos obtidos para o eletrodo de carbono 

vítreo em solução tampão acetato 0,1 mol L−1 pH 4,5, na ausência (a) e na presença de 94,33 

μmol L−1 de catequina (b). O voltamograma cíclico da catequina mostrou dois picos de 

oxidação associados ao catecol (pico 1) e grupo floroglucinol (pico 2) presentes na molécula 

(NOVAK et al., 2010; JANEIRO & BRETT, 2004; MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al., 

2010), sendo um pico reversível (Epa1 = + 0,400 V e Epc = + 0,240 V), e um pico de oxidação 

irreversível (Epa2 = + 0,779 V). A corrente de pico Epa1 é muito elevada quando comparado 
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com a corrente do pico Epa2 e que está de acordo com o aumento da atividade de eliminação 

de radicais correspondente à oxidação da porção catecol (JANEIRO & BREATT, 2004; 

MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al.,2010). A figura inserida mostra a faixa de varredura em 

potenciais menores evidenciando o perfil redox do composto catequina. 

Figura 6.3: Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de carbono vítreo em solução tampão acetato 

0,1 mol L−1, pH 4,5 na ausência (a) e na presença da catequina (94,33 µmol L−1) (b). Velocidade de 

varredura de v = 0,05 V s−1. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 6.3.2. Otimização do potencial aplicado 

A voltametria hidrodinâmica foi empregada para investigar a faixa de potencial de 

trabalho para a oxidação eletroquímica da catequina, no sistema BIA com detecção 

amperométrica. O voltamograma hidrodinâmico foi obtido com aplicação de dezesseis 

potenciais sobre o eletrodo de trabalho, no intervalo de 0,00 a 1,50 V (em experimentos 

individuais) e com injeções (em triplicata) de uma solução padrão de 50 μmol L−1 de 

catequina. A Figura 6.4 mostra o voltamograma hidrodinâmico resultante com as correntes 

médias (n=3) obtidas em função dos potenciais aplicados para cada registro amperométrico. É 

importante notar que, para obtenção dos valores de corrente em cada potencial na Figura 6.3, 

foi necessário polimento do eletrodo antes de cada análise, uma vez que a catequina causa 

desativação do eletrodo por processo de adsorção de produtos de oxidação (MEDVIDOVIĆ-

KOSANOVIĆ et al., 2010). 
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Figura 6.4: Voltamograma hidrodinâmico obtido pelo sistema do BIA com detecção amperométrica para 

injeções em triplicata de 50 µmol L−1 de catequina. Eletrólito suporte: solução tampão acetato 0,1 mol L−1, 

pH 4,5; volume de injeção: 100 μL, potenciais variáveis (0,00 - 1,50 V vs Ag/AgCl/KClsat). 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 

A oxidação eletroquímica da catequina sob condições hidrodinâmicas resultara em 

dois picos anódicos, o primeiro (Epa1) em + 0,40 V e o segundo (Epa2) em + 0,80 V, em boa 

concordância com os dados obtidos sob condições estacionárias. Com base neste 

voltamograma hidrodinâmico, e para evitar a interferência de espécies eletroativas que podem 

estar presentes na amostra matriz, o potencial de + 0,40 V foi selecionado para medições 

amperométricas posteriores. 

  6.3.3. Análise por injeção em batelada (BIA) com detecção amperométrica 

A oxidação de compostos fenólicos, como a catequina, é acompanhada de um 

processo de polimerização na superfície do eletrodo de carbono vítreo, devido a formação de 

radical fenoxilo (JANEIRO & BREATT, 2004). Consequentemente, a (+) - catequina adsorve 

fortemente na superfície do eletrodo e seus subprodutos da oxidação final adsorvem sobre a 

superfície do eletrodo, como demonstrado pela diminuição do pico 1 de oxidação da  

(+) - catequina durante repetidos ciclos. Portanto, um estudo de repetibilidade foi conduzido 

para avaliar a resposta do método BIA na oxidação da catequina a um potencial constante de 

+ 0,40 V (Figura 6.5). Este teste foi realizado utilizando uma série de 30 injeções de uma 

solução de catequina 50 μmol L−1 de concentração. O primeiro sinal registrado foi 

considerado como 100%. A corrente produzida na primeira injeção da solução de catequina 
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foi em torno de 12,13 μA, enquanto na trigésima injeção produziu uma corrente de 1,72 μA, 

ou seja, uma diminuição de 75% do sinal. A diminuição nos valores de corrente para 

sucessivas injeções mostrou que a oxidação da catequina produz um grave efeito de 

desativação da superfície ativa do eletrodo por produtos de oxidação da catequina (Figura 6.5) 

impossibilitando a detecção amperométrica convencional sobre o eletrodo de carbono vítreo. 

Figura 6.5: (A) Dados de repetibilidade e (B) respectivos valores de correntes obtidos a partir de 

sucessivas injeções de catequina 50 µmol L−1 (n=30) usando amperometria. Eletrólito de suporte: solução 

tampão acetato de 0,1 mol L−1 (pH 4,5); volume de injeção: 100 μL; taxa de injeção: 76,92 μL s−1; 

potencial: + 0,4 V vs Ag/AgCl/KClsat. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 

A técnica amperometria de pulsos múltiplos (MPA) foi empregada, a fim de 

superar a baixa estabilidade do sinal eletroquímico ao longo do tempo. Neste método, uma 

sequência de pulsos de potenciais foi aplicada sobre o eletrodo de trabalho (LOURENÇÃO et 

al., 2015; MEDEIROS et al., 2010), envolvendo potenciais para determinação, limpeza e 

condicionamento. Para isso, experimentos da otimização destes parâmetros foram realizados 

(Apêndices A.1 e A.2), e a sequência de três pulsos de potencial estabelecida foi: + 0,40 V 

(potencial de determinação), + 1,40 V (potencial de limpeza) e 0,0 V (potencial de 

condicionamento) vs Ag/AgCl/KClsat, usando 0,1 s como tempo de pulso aplicado. Para 

avaliar a precisão do método BIA na determinação da catequina, uma série de 30 injeções de 

uma solução contendo 50 μmol L−1 de catequina foi realizada e os resultados (Figura 6.6) 

mostraram excelente repetibilidade dos picos iniciais, com um valor de corrente 

aproximadamente constante com DPR de 0,85% (n = 30),  permitindo a viabilidade do uso do 

BIA ‒ MPA com um ECV não modificado para determinação de catequinas, sem adsorver na 

superfície do ECV pelos produtos de oxidação da catequina. Um procedimento semelhante foi 
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relatado na literatura para determinação de nimesulida usando um eletrodo pirolítico de 

grafite (DA SILVA et al., 2013). 

Figura 6.6: (A) Dados de repetibilidade e (B) respectivos valores de correntes obtidos a partir de 

sucessivas injeções de catequina 50 µmol L−1 (n=30) usando amperometria BIA- MPA. Eletrólito de 

suporte: 0,1 mol L−1 de solução tampão acetato (pH 4,5); injeção volume: 100 μL; taxa de injeção: 76,92 

μL s−1; potenciais: + 0,40 V, + 1,40 V e 0,00 V vs Ag/AgCl/KClsat.  
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Fonte: Autora do trabalho. 

 

A otimização do método BIA associado a detecção amperométrica para a 

determinação da catequina foi avaliada considerando a influência da velocidade de injeção da 

micropipeta programável e o volume injetado. As Figura 6.7A e Figura 6.7B mostram os 

efeitos da velocidade de dispensa do método BIA proposto (27,72 - 76,92 μL s−1) e o volume 

de injeção (20-200 μL), respectivamente. O sinal aumenta progressivamente à medida que a 

velocidade de injeção da micropipeta vai aumentando, com a melhor resposta amperométrica 

obtidas em 76,92 μL s−1, este que foi selecionado para os experimentos subsequentes. Para 

todas as velocidades de dispensa avaliadas, o DPR ficou abaixo de 0,2%. No caso do volume 

de injeção, o sinal aumentou substancialmente até 100 μl, enquanto acima deste valor não 

houve aumento significativo na resposta amperométrica. Devido ao reprodutivo sinal analítico 

e baixo DPR obtido para o volume de injeção de 100 μL (Figura 6.7B), este volume foi 

selecionado para as demais medições. Os valores de DPR obtidos para a série de injeções 

foram 2,92% e 0,99% para soluções de catequina 10 e 50 μmol L−1, respectivamente (Figura 

6.8). Após o início da injeção, apenas 30 s foram necessários para que o sinal atingisse o valor 

máximo e depois diminuir para 5%, resultando em uma frequência teórica de 120 injeções por 

hora (sem considerar o tempo necessário para encher a pipeta). 
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Figura 6.7: (A) Efeitos da taxa de injeção da micropipeta automática (27,72 - 76,92 μL s−1) e (B) volume de 

injeção (20-200 μL) usando o sistema BIA com detecção amperométrica para injeções em triplicadas de 

catequina 50 μmol L−1. Eletrólito de suporte: solução tampão de acetato 0,1 mol L−1 (pH 4,5); volume de 

injeção: 100 μL; potenciais: + 0,40 V, + 1,40 V e 0,00 V vs Ag/AgCl/KClsat, + 1,40 V e 0,00 V vs. 

Ag/AgCl/KClsat. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

Figura 6.8:  Amperogramas obtidos para injeções em triplicatas (n = 3) intercalado soluções contendo 10 

(a) e 50 (b) µMol L−1 catequina volume de injeção: 100 μL; taxa de injeção: 76,92 μL s−1; potenciais: + 0,40 

V, + 1,40 V e 0,00 V vs Ag/AgCl/KClsat. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 6.3.4. Aplicações analíticas 

O desempenho da metodologia proposta usando a técnica de amperometria de 

múltiplos pulsos foi avaliado com amostras de padrão de catequina e de chá verde. A Figura 
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6.9A mostra as respostas obtidas para MPA em um potencial de + 0,40 V, para injeções em 

triplicatas e usando concentrações de catequina na faixa de 20 a 100 μmol L−1. As soluções 

foram injetadas em concentrações crescentes de catequina, a fim de identificar qualquer efeito 

de memória, e foram intercaladas com injeções triplicadas de amostras de chá verde em duas 

concentrações distintas e amostras de chá verde enriquecidas com padrão de catequina. As 

análises das curvas analíticas obtidas (Figura 6.9B) mostraram uma resposta linear, na faixa 

de 20 - 100 μmol L−1, descrita pela equação: Ip (μA) = 0,05979 + 0,24045 × CCatechin (μmol 

L−1) (R =0,999). Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram de 0,03 e 0,10 μmol 

L−1, baseados nas equações 3×Sb/m e 10×Sb/m, respectivamente, onde Sb representa o desvio 

padrão do sinal em branco e m a inclinação da curva de calibração (n=7). O amplo intervalo 

linear do método amperométrico, combinado com sua alta sensibilidade, permite a análise de 

amostras contendo diferentes concentrações de catequina. Na Tabela 6.1 são apresentados os 

resultados obtidos em diferentes estudos reportados na literatura e comparados com os obtidos 

neste trabalho, foi demonstrado que o uso de um ECV em associação com o método BIA-

MPA apresenta excelente resultado para a quantificação da catequina. Como mostrado na 

Tabela 6.1, os valores de LD e LQ foram tão bons quanto os obtidos pela maioria dos 

trabalhos reportados na literatura. 

Figura 6.9: (A) Amperogramas obtidos a partir de injeções em triplicata de soluções contendo 

concentrações crescentes de catequina (μmol L−1) (a = 20; b = 30; c = 40; d = 50; e = 60; f = 80; g = 100), 

amostras de chá verde (h e i) e amostras de chá verde enriquecidas com catequina (j, k e l). Eletrólito de 

suporte: 0,1 μmol L−1 de solução tampão acetato (pH 4,5); volume de injeção: 100 μL; taxa de injeção: 

76,92 μL s−1; potenciais: + 0,40 V, + 1,40 V e 0,00 V vs Ag/AgCl/KClsat. (B). Respectiva curva de 

calibração (R = 0,999). 
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Tabela 6.1: Comparação do desempenho analítico do método proposto com alguns métodos da literatura para determinação de catequinas. 

Eletrodo Eletrólito Técnica 
Sensibilidade 

µA / (µmol L−1) 
Faixa linear 

µmol L−1 

LD 
µmol 
L−1 

LQ 
µmol 
L−1 

Ref. 

GCE Hidroalcoólico (pH 3,6) DPV 0,025 10 - 600 - - 
CASTAIGNÈDE 

et al., 2003 

SWNTs–CTAB/GCE PBS (pH 7) DPV 2,34 × 103 0,372 – 2,38 × 
10−3 

1,12 × 
10−4 

- 
YANG et al., 

2009 

Complexo de cobre  Tapão fosfato  (pH 7,5) SWV 0,057 4,95 – 32,7 0,28 0,35 
FERNANDES et 

al., 2003 

CD/CPE fosfato/tampão borato (pH 7,4) SWV ND 8,61 - 241 4,651 11,885 
EL-HADY et al., 

2008 

PMB/CPE (pH 7) DPV 
66,8 
0,031 

0,001 - 0.1 
1,0 - 1000 

4,9 × 
10−3 

14 × 
10−3 

MANASA et al., 
2017 

N-Gr/GCE PBS (pH 7) DPV 
0,44 
2,11 

0 - 10 
10 - 30 

0,088 - 
PANG  et al., 

2017 
f-
SWCNTs/PEDOTM/GCE 

PBS (pH 7) CV 4,049 0,039 – 40,84 0,013 - YAO et al., 2015 

β-CD/CPE 

Tampão Britton- 
Robinson (pH 2,20) 

SWV 0,101 0,344 – 24,8 4,13 × 
10−4 

3,79 × 
10−3 

EL-HADY, 2007 
Tampão Britton- 
Robinson (pH 4,40) 

DPV 0,106 
6,901 × 10−3 – 
14,469 

1,03 × 
10−3 

9,65 × 
10−3 

Ru(bpy)3
3+/BDD Solução NaNO3

 (pH 12) CV 2,25 × 10−5 10 - 800 0,121 - WU et al., 2005 
GCE Tampão acetato ( pH4,5) BIA-MPA 0,060 20 - 100 0,03 0,10 Este Trabalho 

GCE: eletrodo de carbono vítreo; CPE: eletrodo de pasta de carbono; CV: voltametria cíclica; DPV: voltametria de pulso diferencial; SWNTs – CTAB / GCE: nanotubos de carbono 

de parede simples – eletrodos de carbono vítreo modificados com brometo de cetil-metil- -etilamônio; PBS: solução salina tamponada com fosfato; SWV: voltametria de onda 

quadrada; CA: cronoamperometria; DPCV: voltametria catódica de pulso diferencial; CD: ciclodextrina; β-CD: β-ciclodextrina; PMB: poli (azul de metileno); DPV: voltametria de 

pulso diferencial; N-Gr / GCE: eletrodo de carbono vítreo modificado com grafeno dopado com N (N-Gr); ND: não discriminado. 
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 6.3.5. Avaliação de precisão, recuperação e interferências 

Avaliações de interferências, recuperação e precisão foram realizadas para 

demonstrar a robustez do método e validar seu uso. A seletividade do método para a 

determinação da catequina no chá verde foi investigada considerando possíveis interferências 

de dois compostos (quercetrina e rutina), que têm estruturas moleculares semelhantes às da 

catequina. Experimentos (Apêndice A.3) usando uma solução padrão de 50 μmol L−1 de 

catequina na presença dos interferentes na solução padrão com proporções 1: 1, 1: 5 e 1:10. 

Os sinais registrados para estas soluções foram comparados com os obtidos para a solução 

padrão na ausência de quaisquer interferentes. Tanto quercitrina quanto rutina não mostraram 

interferência significativa até a proporção de concentração de 1: 5. Em proporções de 1:10, 

somente a interferência da rutina foi observada (assumindo um limite de tolerância 

correspondendo a um erro relativo de ± 5%). 

A precisão do método foi avaliada por meio de experimentos de adição e 

recuperação empregando uma amostra de chá verde contendo catequina em três concentrações 

diferentes. Os valores de recuperação (média de três análises) variaram de 98 a 99% (Tabela 

6.2), demonstrando uma boa precisão do método proposto e que não há interferências de 

matriz. A precisão da técnica também foi confirmada por comparação dos resultados obtidos 

pelo método BIA-MPA com HPLC. A quantificação da catequina por HPLC foi realizada por 

padronização das áreas, baseada na equação [Amostra] g mL−1 = Área padrão × [padrão g 

mL−1] / área da amostra. Os cromatogramas para a solução padrão de catequina e amostra de 

chá verde são mostrados na Figura 6.10. As concentrações de catequina encontradas nas 

amostras de chá verde foram 7,1 × 10−3 e 7,0 × 10−3 mol L−1 pelo método proposto e por 

HPLC, respectivamente, mostrando que não foram significativamente diferentes (a 95% nível 

de confiança) e pode-se concluir que o método proposto não sofre qualquer interferência de 

matriz da amostra de chá verde, confirmando a viabilidade da técnica na determinação de 

catequina em amostras reais. 

Tabela 6.2: Recuperações de padrões de catequina adicionados em amostras de chá verde. 

Amostra 
Catequina (μmol L−1) 

Recuperado (%) 
Adicionado Encontrado 

Chá verde 
25,0 24,5 ± 0,4 98,0 
50,0 49,3 ± 0,6 98,6 
75,0 74,3 ± 0,7 99,0 

n = 3; nível de confiança 95%. 
Fonte: Autora do trabalho. 
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Figura 6.10: Cromatograma da solução padrão catequina (A) e amostra de chá verde (B) por detector de 

UV, 270 nm. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

6.4. Conclusão  

Este trabalho descreveu, pela primeira vez, a determinação de catequina por BIA 

com detecção amperométrica de múltiplos pulsos, usando um eletrodo de carbono vítreo não 

modificado. Problemas de desativação da superfície do eletrodo foram superadas 

simplesmente com aplicação de uma sequência de pulsos de potenciais, que garantiram 

limpeza e estabilidade da resposta do eletrodo. O método BIA-MPA mostrou excelente 

detecção, sensibilidade e seletividade. Outras características favoráveis incluíram a 

preparação da amostra (requerendo apenas extração em uma placa aquecedora e diluição no 

eletrólito), alta frequência analítica (120 injeções por horas), baixo custo operacional e baixos 

limites de detecção e quantificação (0,03 e 0,10 μmol L−1, respectivamente). Além disso, o 

método proposto mostrou-se rápido e sensível para a determinação de catequina em amostras 

de chá verde com os resultados estatisticamente iguais aos obtidos por HPLC, com um nível 

de confiança de 95%. 
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7. DETERMINAÇÃO DE CATEQUINA EM EXTRATOS DE PLANTAS BIOATIVAS 

USANDO ELETRODOS DE CARBONO IMPRESSOS EM UM SISTEMA DE 

ANÁLISE POR INJEÇÃO EM BATELADA (BIA) * 

Resumo 

Este trabalho apresenta um estudo analítico para determinação de catequina, 

extraída das plantas brasileiras Rhizophora mangle, Arrabidaea brachypoda e Lippia 

origanoides vs., usando eletrodos de carbono impressos (ECI) acoplados a um sistema de 

análise por injeção em batelada (BIA). Experimentos preliminares de voltametria cíclica em 

solução tampão acetato (pH 4,5) contendo catequina revelaram processos redox reversíveis, 

com potenciais de pico anódico e catódico localizados em ~ 0,16 V e ~ 0,10 V vs. Ag / AgCl, 

respectivamente, e um pico irreversível em ~ 0,49 V. Em condições otimizadas, a 

repetibilidade para determinação amperométrica da catequina, realizada a + 0,30 V com o 

ECI no sistema BIA, usando injeções sucessivas de 50 μmol L−1 de catequina, foi RSD = 

1,03% (n = 30). A amostragem (R = 0,999), com limites de detecção e quantificação de 0,021 

e 0,070 μmol L−1. A taxa de amostragem de 120 injeções por hora. A resposta amperométrica 

mostrou um intervalo linear de 1 a 150 μmol L−1, respectivamente. A aplicação da 

metodologia proposta para a determinação de catequina em extratos de plantas medicinais 

forneceu resultados quantitativos semelhantes aos obtidos por cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC), com nível de confiança de ~ 95%. 

7.1 Introdução 

As plantas são fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos, das 

quais derivam diversos medicamentos comercializados em todo o mundo. O estudo químico e 

farmacológico de plantas medicinais permitiu a produção de vários compostos com 

propriedades valiosas, como os fenóis e polifenóis. Em baixas concentrações, em relação à de 

um substrato oxidável, essas substâncias podem retardar ou impedir a oxidação deste 

substrato, além de prevenir o câncer e vários outros tipos de doenças (NEWMAN & CRAGG, 

2012). 

  A determinação do conteúdo fenólico total das matrizes vegetais é uma tarefa 

complexa, devido a uma série de fatores, incluindo a grande variedade de compostos 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/cyclic-voltammetry
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/anodic-peak-potential
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/amperometric
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/sampling
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/high-performance-liquid-chromatography
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/high-performance-liquid-chromatography
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 fenólicos, a complexidade química da matriz, a presença de interferentes, e a dificuldade de 

extrair os compostos da matriz. Como ainda não é possível determinar a concentração exata 

de compostos fenólicos, uma estimativa da concentração total é utilizada, conhecida como 

índice de polifenóis totais.  

Entre os vários compostos fenólicos, a catequina (Figura 7.1) é notável por sua 

presença em muitos produtos alimentícios, incluindo plantas, frutas (maçãs, mirtilos, 

groselhas, sementes de uva, kiwi e morangos), chá verde e preto, vinho tinto, cerveja, licor de 

cacau, entre outros (AHMAD et al., 2019; EL-HADY & EL-MAALI, 2008; CLEMENT, 

2009). Estudos de catequina realizados in vitro (AHMAD et al., 2019; BARANOWSKA et 

al., 2018; LIU et al., 2018) e in vivo (LIU et al., 2018; YUAN et al., 2018) demonstraram seus 

efeitos benéficos, incluindo a proteção contra doenças crônicas não transmissíveis (DCNT) e 

atividade antioxidante, anticarcinogênica, anti-inflamatória, antiaterogênica e hipoglicêmica, 

além de atividades antibacterianas e antivirais. Essas propriedades são empregadas na 

prevenção e tratamento de várias doenças (AHMAD et al., 2019; CLEMENT, 2009; 

BARANOWSKA et al., 2018; LIU et al., 2018; YUAN et al., 2018; GRZESIK et al., 2018). 

Figura 7.1: Estrutura química da catequina. 

 
Fonte: Autora do trabalho. 

  

O conteúdo de catequina de amostras bioativas é geralmente determinado usando 

métodos como espectrofotometria (ROGGIA et al, 2016; AHMADI et al., 2018; SUN, et al., 

2014), cromatografia (FERREIRA‐NUNES et al., 2018; MOREIRA et al., 2018; 

FERNANDO & SOYSA, 2016) e eletroforese capilar (MÜLLER et al., 2016; PIOVEZAN et 

al., 2013; ARCARI et al., 2013). Essas técnicas fornecem boa sensibilidade, mas exigem 

instrumentos sofisticados e caros, procedimentos demorados de preparação e análise de 

amostras, e reagentes de alta pureza. Além disso, eles podem gerar grandes volumes de 

resíduos que são frequentemente tóxicos. Portanto, o desenvolvimento de métodos 

alternativos para monitorar a catequina é de considerável importância nas indústrias 

farmacêutica e alimentícia, onde é necessário estabelecer a autenticidade dos materiais 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/spectrophotometry
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/chromatography
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/capillar-electrophoresis
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vegetais, a fim de evitar quaisquer riscos associados ao uso de fitoterápicos, como por 

exemplo, as concentrações de catequina podem estar abaixo dos níveis considerados ativos, 

ou níveis suficientemente altos para serem considerados tóxicos.  

No Brasil, muitas espécies de plantas ricas em catequinas foram investigadas, com 

resultados biológicos promissores. Entre essas espécies podem ser destacadas Rhizophora 

mangle, Arrabidaea brachypoda e Lippia origanoides. 

Rhizophora mangle L. (Rhizophoraceae) é uma das espécies mais proeminentes 

nos ecossistemas manguezais brasileiros. Na medicina tradicional da América Latina, a R. 

mangle é utilizada no tratamento da angina, asma, dor, diarreia, úlceras, inflamação, tumores, 

convulsões e diabetes (KANDIL et al., 2004; NEBULA et al., 2013). Compostos 

polifenólicos como proantocianidinas (PAs), consistem em emoligômeros e polímeros com 

unidades de flavan-3-ol (catequina), são os compostos abundantes no gênero Rhizophora (HE 

et al., 2008).  

Arrabidaea brachypoda, uma planta nativa brasileira conhecida localmente como 

“Cervejinha do campo”, é popularmente usada para tratar cálculos renais e artrite e tem 

apresentado atividade anti-inflamatória significativa em trabalhos experimentais (DA 

ROCHA et al., 2014; DA ROCHA et al., 2011). Nós recentemente demonstramos a atividade 

in vitro e in vivo de anti-Trypanosoma cruzi do extrato aquoso de etanol das raízes de 

Arrabidaea brachypoda e sua fração CH2Cl2 (DA ROCHA et al., 2011). Estudos fitoquímicos 

indicaram que o gênero Arrabidaea é uma fonte de glicosilxantonas, fenilpropanóides, 

flavonóides, antocianidinas, alantoínas, flavonóides diméricos e triterpenos (GONZÁLEZ et 

al., 2000; MARTIN et al., 2008; DA ROCHA et al., 2017).  

A espécie Lippia organoide é indicada para uso contra doenças respiratórias como 

gripe, bronquite, tosse e asma; como um carminativo no tratamento de distúrbios 

gastrointestinais, incluindo o estômago dor, náusea e indigestão; e como anti-séptico para a 

boca, garganta e feridas. Esta espécie também é usada na culinária como tempero, bem como 

para aguçar o apetite. As agliconas flavonóides são os principais fitoquímicos encontrados em 

L. origanoides, incluindo os flavanones naringenin (nas formas ceto e enol), eriodictiol e 

hesperetina, oisoflavonas dihidroglicita e 3'-hidroxi-irilona e catequina (STASHENKO et. al, 

2010).  

Essas três espécies de plantas citadas anteriormente são usadas na medicina 

tradicional brasileira, compondo-se catequina e seus derivados. Todos os estudos realizados 

com estas espécies para identificar este polifenol foram fundamentados em cromatografia 

acoplada à detecção ultravioleta e espectrometria de massa, entre outras técnicas de 
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caracterização e quantificação. Este manuscrito descreve a primeira aplicação analítica de 

eletrodos impressos em um sistema de análise por injeção em batelada (BIA) para 

determinação de catequina em extratos dessas três plantas medicinais. O sistema BIA com 

detecção eletroquímica é simples e portátil, composto por uma célula eletroquímica contendo 

os eletrodos conectados a um potenciostato e interligado a um notebook (ou computador). O 

sistema fornece informações qualitativas e quantitativas, com a eliminação do estágio de 

preparação da amostra, a diluição é realizada no próprio eletrólito. A determinação é realizada 

com uma única etapa de injeção, resultando em resultados rápidos de baixo custo. A 

metodologia apresenta alta seletividade e sensibilidade, alto rendimento de amostragem, 

consumo mínimo de reagentes e amostras, e pequenos volumes de resíduos (DOS SANTOS 

PEREIRA et al., 2016; RIBEIRO, et al., 2018; CAETANO et al., 2018; ROCHA et al., 2018; 

STEFANO et al., 2017; CORREA et al., 2018). Em resumo, este trabalho apresenta um 

método simples, rápido, seletivo e sensível para a determinação da catequina que é uma 

substância bioativa presente em matrizes complexas de extratos vegetais. A grande vantagem 

da metodologia é a utilização de eletrodos impressos comerciais de custo relativamente 

baixos, não modificados, acoplados a um sistema de análise por injeção em batelada. 

Detecção amperométrica permite a determinação de catequina com alta seletividade, sem 

adsorção de produtos de oxidação na superfície do eletrodo (que pode ser reutilizado para 

várias análises). Estudos anteriores relataram que os polifenóis podem polimerizar e adsorver 

na superfície dos eletrodos, diminuindo assim a área ativa do eletrodo (RIBEIRO, et al., 2018; 

CAETANO et al., 2018; ROCHA et al., 2018; STEFANO et al., 2017; CORREA et al., 2018; 

MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al., 2010). O método foi validado em termos de 

linearidade, repetibilidade, reprodutibilidade, limite de detecção, e limite de quantificação, e a 

precisão foi confirmada pelo método de adição e recuperação. A metodologia proposta foi 

aplicada para a determinação de catequina em três grupos de extratos hidroetanólicos obtidos 

das folhas das espécies Rhizophora mangle, Arrabidaea brachypoda e Lippia origanoides, e 

foi comparado com análises realizadas por cromatografia líquida de alta performance. 

7.2 Experimental 

 7.2.1 Reagentes e Soluções 

As soluções aquosas foram preparadas usando água de um sistema de purificação 

Milli-Q Direct 8. O cloreto de potássio foi adquirido da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Os 



87 
ARTIGO 2 

 

 
Ribeiro, G. A. C 

reagentes acetato de sódio anidro, ácido acético e metanol foram adquiridos da Merck 

(Darmstadt, Alemanha). O padrão de Catequina ((+) - catequina, pureza ≥98%) foi obtida da 

Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Com base em trabalhos anteriores (RIBEIRO, et al., 2018; 

CAETANO et al., 2018; ROCHA et al., 2018; STEFANO et al., 2017; CORREA et al., 2018; 

MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al., 2010), todas as experiências foram realizadas utilizando 

tampão acetato de sódio 0,1 mol L−1 (pH 4,5) como eletrólito de suporte, a menos que 

especificado de outra forma. Soluções estoque de catequina foram preparadas semanalmente 

em metanol e mantidas em geladeira, onde a solução se mostrou estável por pelo menos 1 mês 

(RIBEIRO, et al., 2018; CAETANO et al., 2018; ROCHA et al., 2018; STEFANO et al., 

2017; CORREA et al., 2018; MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al., 2010). Soluções de 

trabalho foram preparadas por diluição até a concentração desejada com o eletrólito de 

suporte. 

 7.2.2 Instrumentação e equipamentos 

Todas as medidas eletroquímicas foram realizadas utilizando um potentiostato Autolab 

PGSTAT-302 N (Eco Chemie B.V., Utrecht, Holanda). Experimentos voltamétricos e 

amperométricos empregaram Eletrodos de carbono impresso da DropSens® (ref. C110) (ECI) 

(Figura 7.2C). Os três eletrodos encontravam-se no mesmo substrato de cerâmica (dimensões 

3,4 × 1,0 × 0,05 cm), com um disco de carbono de aproximadamente 0,4 cm diâmetro 

depositado no centro como o eletrodo de trabalho (ET), junto com um eletrodo auxiliar de 

carbono (EA) e um eletrodo pseudo-referência de prata (ERP). Uma micropipeta automática 

(Modelo LTS 200, Mettler Toledo, São Paulo, Brasil) (Figura 7.2B) foi usada para injetar a 

catequina no sistema eletroquímico. A célula BIA empregada nas medições eletroquímicas, 

foi construída especificamente para uso com ECI, como descrito anteriormente (STEFANO et 

al., 2017; CORREA et al., 2018; MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al., 2010; TORMIN et al., 

2014). A célula consiste em um cilindro de 100 mL de Teflon® (diâmetro interno = 8 cm e 

comprimento = 6 cm), com uma tampa de Teflon® bem presa ao topo. Uma abertura central 

(~ 0,5 cm de diâmetro) na tampa permitiu a inserção da ponta da micropipeta, que foi mantida 

sempre na mesma posição, a uma distância fixa de ~ 0,2 cm do eletrodo de trabalho. O ECI 

foi posicionado no lado inferior da célula (ao lado da parede), em frente a micropipeta, e um 

o-ring foi colocado na superfície do ECI para delimitar a região dos três eletrodos e evitar o 

vazamento da solução (Figura 7.2A). 
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Figura 7.2: Sistema utilizado para medições eletroquímicas: (A) partes da célula BIA; (B) célula BIA para 

ECI com micropipeta automática motorizada; (C) sistema eletroquímico BIA completo. 

 

 
Fonte: Autora do trabalho.  

 

Os resultados obtidos com o método BIA foram comparados com aqueles obtidos por 

HPLC usando um sistema Shimadzu consistindo em um módulo de propulsão de solvente 

com uma bomba de duplo pistão, um detector UV-Vis (λ = 280 nm) e uma coluna AQUA RP 

C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 mm). Os solventes de eluição foram água com 0,02% de ácido 

fórmico (eluente A) e metanol com 0,02% de ácido fórmico (eluente B), bombeados a uma 

taxa de 1 mL min−1, empregando um gradiente de 0% até 100% B em 50 min e tempo 

adicional para limpeza do sistema de 50 min a 60 min com 100% B. A coluna foi mantida à 

temperatura ambiente e o volume de injeção da amostra foi de 10 μL. A coleta e o 

processamento de dados foram realizados utilizando o software LC Solution v. 1.25 

(Shimadzu). 

 7.2.3 Preparação de amostra 

As plantas Lippia origanoides (LO), Rhizophora mangle (RM) e Arrabidaea 

brachypoda (AB-MG) foram coletados no município de João Pinheiro-MG (17°44′45″S e 

A B 

C 
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46°10′43″W). Todos os extratos foram obtidos das folhas das plantas (1000 g), que foram 

secas a 50° C em estufa (Quimis, Q317M) por 72 h, seguido de moagem em um moinho de 

facas (MARCONI, modelo MA 580). O pó obtido foi extraído por percolação exaustiva com 

água-etanol 70% à temperatura ambiente. Após a extração, o líquido foi evaporado em rota 

vapor Fisatom 802, sob pressão reduzida, a uma temperatura inferior a 40° C. O extrato foi 

transferido para frascos de vidro e foi então liofilizado (K105 Líotop) para remoção do 

solvente (DA ROCHA et al., 2017). Antes da injeção de cada extrato no sistema HPLC-UV / 

Vis, as amostras foram diluídas em metanol / água (80/20) e filtrada através de um filtro de 

nylon com 0,22 μm. 

7.3 Resultados e discussões 

 7.3.1 Voltametria cíclica 

O comportamento eletroquímico da catequina, em estado estacionário foi avaliado 

aplicando a voltametria cíclica usando o ECI em tampão acetato de sódio 0,1 mol L−1 pH 4,5. 

Os resultados são apresentados na Figura 7.3, e o voltamograma cíclico integral mostra dois 

processos associados aos centros de oxidação presentes na molécula de catequina que ocorre 

nos potenciais de pico (Ep) de Epa1 = 0,16 V e Epa2 = 0,49 V. Obtendo-se, a primeira onda 

anódica reversível, com um potencial de pico de redução de Epc = 0,10 V, como mostrado na 

Figura 7.3, que mostra o perfil voltamétrico obtido, sendo este semelhante ao relatado 

anteriormente sobre a superfícies do ECV (RIBEIRO et al., 2018). O gráfico inserido, 

mostraram os resultados alcançados em regiões de potenciais menores entre - 0,20 V e 0,40 

V. 

O mecanismo de oxidação eletroquímica da catequina sobre a superfície de um 

eletrodo de carbono vítreo, usando diferentes técnicas eletroquímicas, investigado por Janeiro 

e Brett (2004), foi constatado que o mecanismo de oxidação da catequina é dependente do pH 

e ocorre de acordo com estágios bem definidos envolvendo o grupo catecol. A reação de 

oxidação do catecol (3,4-di-hidroxila) ocorre em potenciais positivos muito baixos e é 

caracterizada por um processo reversível (ver inserção da Figura 7.3). Portanto, um processo 

de oxidação envolvendo dois prótons e dois elétrons nos primeiros potenciais de pico para a 

formação de orto-quinona (MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al., 2010; JANEIRO & BRETT, 

2004). 
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Figura 7.3: Voltamogramas cíclicos obtidos com o ECI em tampão acetato de sódio a 0,1 mol L−1 (pH 4,5) 

na ausência (a) e presença (b) de 100 μmol L−1 de catequina (v = 0,05 V s−1). A inserção B mostra o 

comportamento reversível da catequina no ECI em uma janela de potencial mais estreita. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 7.3.2 Voltametria Hidrodinâmica 

A resposta eletroquímica da catequina também foi investigada 

sob condições hidrodinâmicas com detecção amperométrica. Um conjunto de experimentos 

foi conduzido com uma solução padrão de 50 μmol L−1 injetada (em triplicata) na célula BIA 

preenchida com 0,1 μmol L−1 de solução tampão de acetato de sódio (pH 4,5). Este estudo foi 

realizado aplicando-se vinte e seis potenciais diferentes, variando de 0,00 V a +1,50 V vs ERP 

sobre o ECI em função do tempo. Cada potencial foi avaliado como um experimento 

individual e o eletrodo impresso foi trocado para garantir a precisão dos resultados, uma vez 

que os produtos de oxidação da catequina poderiam se adsorver na superfície do eletrodo, 

causando sérios problemas de adsorção na superfície do eletrodo (RIBEIRO et al., 2018). A 

corrente em cada potencial foi monitorada continuamente através de injeções em triplicatas de 

50 μmol L−1 catequina (Figura 7.4) utilizando uma micropipeta automática. Como apresentado 

nos experimentos de voltametria cíclica, dois picos de oxidação também foram observados no 

voltamograma hidrodinâmico. Vale ressaltar que o comportamento observado esteve de 

acordo com o obtido na voltametria cíclica com o uso do mesmo eletrólito suporte utilizando 

o ECI (Figura 7.3).  Com base nestes resultados, o potencial de + 0,30 V foi selecionado para 

os demais estudos no sistema BIA, a fim de aplicar um menor potencial obtido e evitar a 

oxidação de outros possíveis compostos fenólicos presentes nas matrizes complexas. 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/hydrodynamics
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/amperometric
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0026265X1831484X?dgcid=author#f0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0026265X1831484X?dgcid=author#f0010
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/phenolic-compound
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Figura 7.4: Voltamograma hidrodinâmico obtido pela plotagem dos valores médios das correntes de pico 

para injeções em triplicata (n = 3) de 50 μmol L−1 de catequina, em função do potencial aplicado no 

sistema BIA. Solução tampão de suporte de eletrólito: 0,1 mol L−1 de acetato de sódio (pH 4,5); volume de 

injeção: 100 μL; faixa de potencial: 0,0–1,5 V. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 7.3.3 Método BIA com detecção amperométrica 

A fim de otimizar os parâmetros do método BIA com detecção amperométrica 

convencional para a determinação da catequina, investigou-se os efeitos do volume da 

amostra e da velocidade de dispensa, com o objetivo de melhorar a resposta em termos de 

sensibilidade e taxa de amostragem. Os efeitos dos volumes de injeção foram investigados na 

faixa de 20 a 200 μL e a velocidade de dispensa dispôs de um conjunto de três velocidades 

distintas (27,72, 45,45 e 76,92 μL s−1), ambos estudos são mostrados na Figura 7.5. Para o 

estudo do volume de injeção, a corrente de oxidação aumentou para volumes de até 100 μL 

(experimentos realizados a 50 μmol L−1 de catequina). A injeção de 100 μL resultou em um 

alto sinal analítico para catequina, com baixo desvio padrão relativo (RSD = 0,71%, n = 3) 

(Figura 7.5A). Portanto, este volume foi selecionado para os demais experimentos. Na faixa 

de velocidades de dispensa empregadas, as correntes de oxidação da catequina aumentaram à 

medida que a taxa de velocidade aumentou, o que era o esperado, com base na teoria de 

configuração “wall-jet” que consiste em uma forma de injeção da amostra perpendicularmente 

sobre a superfície do eletrodo (BRETT et al., 1995). A corrente de pico mais alta e a menor 

DPR (0,66%) foram obtidas usando uma velocidade de injeção de 76,92 μL s−1 (Figura 7.5B), 

que foi, portanto, selecionada como a melhor taxa de velocidade de dispensa. 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/sampling
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Figura 7.5: Otimização dos parâmetros BIA: parâmetros amperométricos e dados de pico de corrente 

para (A) diferentes volumes de injeção (20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 e 200 μL) e (B) diferentes 

taxas de velocidade de dispensa da micropipeta programável (27,72, 45,45 e 76,92 μL s−1). Eletrólito 

suporte: 0,1 μmol L−1 de acetato de sódio (pH 4,5); potencial: +0,30 V vs PRE. A inserção mostra os sinais 

amperométricos do BIA para ambas Figuras. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

A estabilidade da resposta do sistema BIA sobre o ECI foi avaliada em um estudo 

de repetibilidade realizado sob condições otimizadas (Figura 7.6). Uma série de 30 injeções 

sucessivas de soluções contendo 50 μmol L−1 de catequina resultaram em um valor DPR de 

1,03% (n = 30), o que poderia ser considerado baixo quando comparado a outros estudos que 

empregam sistemas BIA com detecção amperométrica (DOS SANTOS PEREIRA et al., 

2016; CAETANO et al., 2018; STEFANO et al., 2017; CORREA et al, 2018). O estudo 

apresentou amostragem de pelo menos 120 injeções por hora, desconsiderando o tempo para 

reabastecer a ponta da micropipeta com uma nova solução de amostra. O baixo valor DPR 

demonstrou que o método BIA usando o ECI apresenta alta precisão e estabilidade, sem efeito 

de memória e interferência de subprodutos da oxidação na superfície do eletrodo. Este 

resultado é de grande importância porque permite a reutilização do ECI para várias injeções. 
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Figura 7.6: Amperogramas e dados de corrente de pico obtidos no estudo da repetibilidade com sucessivas 

injeções (n = 30) de catequina a 50 μmol L−1 no sistema BIA. Solução de eletrólito suporte:  tampão 

acetato de sódio 0,1 mol L−1 de (pH 4,5); volume de injeção: 100 μL; velocidade de injeção: 76,92 μL s−1; 

potencial: + 0,3 V vs ERP. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

A reprodutibilidade do sistema BIA e a estabilidade a longo prazo dos eletrodos 

de trabalho em dias diferentes de análises também foram avaliadas por duas metodologias 

distintas. Primeiramente, selecionou-se quinze ECIs comerciais da DropSens® e foram 

injetados em triplicata (n = 3), sob as condições otimizadas do método BIA (Figura 7.7A), 

alíquotas 100 μL da solução padrão de catequina 50 μmol L−1. Os resultados obtidos para os 

diferentes ECIs apresentaram sinais de correntes de pico equivalentes e baixa DPR (1,40%), 

indicando boa reprodutibilidade da resposta e confirmando a otimização satisfatótia do 

método proposto. Posteriormente, na Figura 7.7B estão dispostos os resultados para os 

experimentos realizados em oito dias consecutivos de análises, utilizando o mesmo ECI sob 

as condições otimizadas, onde cada ponto corresponde a mediana para dez injeções (n = 10) 

de catequina 50 μmol L−1. Os resultados demonstraram boa reprodutibilidade e baixos valores 

de DPR (<1,3%) por até 6 dias de análises consecutivas, com sinais de correntes de pico 

equivalentes. No sétimo dia, houve uma diminuição da corrente de pico, enquanto no oitavo 

dia, o eletrodo não apresentou sinais analíticos significativos acima do ruído de fundo. Estes 

resultados indicam que o ECI poderia ser usado por até 6 dias de análise, considerando um 

erro relativo máximo de 5%. 
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Figura 7.7: Amperogramas e dados de correntes de pico obtidos na reprodutibilidade estudo usando (A) 

diferentes ECIs e injeções em triplicado (n = 3), e (B) um ECI em diferentes dias de análise, com dez 

injeções por dia (n = 10). Eletrólito suporte: solução tampão acetato sódio (pH 4,5) 0,1 mol L−1; volume de 

injeção: 100 μL; velocidade de injeção: 76,92 μL s−1; potencial: +0,3 V vs ERP. A inserção mostra os sinais 

amperométricos do BIA. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 7.3.4 Aplicações analíticas 

O método BIA proposto usando o ECI foi aplicado para a determinação de catequina 

em três extratos vegetais diferentes, sob condições otimizadas com respostas amperométricas 

registradas a + 0,30 V, injetando em triplicata um volume de100 μL (Figura 7.8A). A faixa 

linear de trabalho foi determinada usando injeções de soluções padrão de catequina em 

concentrações crescentes e decrescentes entre 1 e 150 μmol L−1 (a – i), alternando com 

injeções em triplicata dos extratos vegetais RM (j), AB-MG (k) e LO (l), assim como o 

extrato RM enriquecido com diferentes concentrações de solução padrão de catequina (m1, m2 

e m3). Um comportamento linear foi observado nesta faixa de concentração (Figura 7.8B), 

com bons coeficientes de correlação (R = 0,999). As curvas não apresentaram diferenças 

significativas na inclinação, indicando que não houve efeitos de memória (como aqueles 

causados pela adsorção de subprodutos da oxidação na superfície do eletrodo) entre as 

injeções sucessivas, uma vez que não houve diminuição na corrente de pico de oxidação a 

catequina. Nas condições otimizadas, os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) da 

catequina foram 0,021 e 0,070 μmol L−1, respectivamente (LD = 3 × Sb / me LQ = 10 × Sb / 

m, onde Sb é o desvio padrão do sinal em branco e m é a inclinação da curva de calibração). 
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Figura 7.8: Registros amperométricos obtidos a partir de injeções em triplicatas de soluções contendo 

concentrações de catequina (µmol L−1):  a = 1; b = 10; c = 30; d = 50; e = 70; f = 90; g = 110; h = 130; i = 

15; amostras de extratos RM (j), AB-MG (k) e LO (l) e amostras do extrato RM enriquecidas com 

catequina (m1, m2 e m3). Eletrólito suporte solução tampão acetato de sódio 0,1 mol L−1, pH 4,5; volume de 

injeção: 100 μL; velocidade de injeção: 76,92 µL s−1; potencial + 0,3 V vs ERP. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 7.3.5 Avaliação da precisão e seletividade do método BIA 

Para fins comparativos, as amostras foram analisadas por cromatografia líquida de 

alta eficiência (HPLC), com injeções (em triplicata) de padrões de catequina e dos extratos. 

Nas condições experimentais empregadas, a catequina apresentou um tempo de retenção de 

15,3 min, conforme apresentado na Figura 7.9, que representa o perfil de uma injeção para 

cada análise. Os resultados obtidos para as três injeções são fornecidos na Tabela 7.1. Foi 

aplicado o teste t de Student aos resultados obtidos para cada amostra usando os dois métodos 

analíticos (BIA e HPLC). Indicaram que não houve diferenças significativas, com os 

resultados sendo estatisticamente semelhantes (com um nível de confiança de 95%). Esses 

resultados evidenciaram a equivalência do método BIA, demonstrando a acurácia e 

confiabilidade da nova técnica para a determinação da catequina. 
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Figura 7.9: Cromatogramas registrados para solução padrão de catequina (a) e extratos vegetais RM (b), 

AB-MG (c) e LO (d). Detector UV ʎ = 280 nm,  coluna AQUA RP C18. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

Tabela 7.1: Concentrações de catequina nas amostras de extrato vegetal (n = 3), obtidas usando o sistema 

BIA e HPLC-UV / Vis. 

Amostras BIA 
mmol L−1 

HPLC-UV 
mmol L−1 

RM 25,61 ± 0,03 25,51 ± 0,11 
AB-MG 51,92 ± 0,02 51,86 ± 0,15 

LO 64,97 ± 0,02 64,87 ± 0,41 
Fonte: Autora do trabalho. 

 Uma comparação das características analíticas do método BIA proposto e outros 

métodos relatados na literatura para a determinação da catequina é fornecida na Tabela 7.2. O 

método proposto é rápido e alcançou uma taxa de amostragem menor que 100 análises por 

hora, juntamente com boa sensibilidade e baixos valores LD e LQ. As vantagens dos 

eletrodos impressos incluem custo relativamente baixo e capacidade de reutilização em várias 

determinações. Além disso, a portabilidade do sistema BIA permite que seja aplicado em 

análises de campo. 
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Tabela 7.2: Comparação das características analíticas do método proposto com outros métodos 

reportados na literatura para a determinação de catequina. 

Método RL 
µmol L−1 

LD 
µmol L−1 

LQ 
µmol L−1 

FA 
h−1 

Ref. 

HPLC-UV  
(230 nm) 

1,70- 
34,40a 

0,38a 1,18a 4b FERREIRA‐NUNES, 
2018 

HPLC-UV  
(280 nm) 

8,61 - 
86,12a 

0,38a 13,09a 3b FERNANDO & 
SOYSA, 2016 

MEC-UV  
(200 nm) 

 

91,99 –
551,92a 

35,73a 108,28a 6b PIOVEZAN et al., 
2013 

Espectrofotometria 
UV (244 nm) 

1,38 -
120,60a 

1,27a 358,29a n.m ROGGIA et al., 2016 

Espectrofotometria 
UV (406 nm) 

1,37 - 
17,22a 

0,24a 1,82a n.m. AHMADI et al., 
2018 

SWV (Dinuclear 
copper 

Complex) 

4,95 – 
32,70a 

0,28a 0,35a n. m. FERNANDES et al., 
2008 

SWV (CD/CPE) 8, 61 – 
241a 

4,65 a 11,88 a n.m. EL-HADY &  EL-
MAALI, 2008 

AMP (GCE) 20,00-
100,00 

0,03 0,10 120 RIBEIRO, 2018 

AD (C-SPE) 1,00 – 
150,00 

0.02 0.07 120 Este trabalho 

RL: range linear; LD: limite de detecção; LQ: limite de quantificação; FA: frequência 
analítica; REF.: referência; HPLC-UV: cromatografia líquida de alta eficiência com detecção 
ultravioleta; MEC-UV: cromatografia eletrocinética micelar com detecção ultravioleta; SWV: 
voltametria de onda quadrada; CD/CEP: eletrodo de pasta de carbono modificado com beta-
cilcodextrina; AMP: amperometria de pulsos múltiplos; GCE: eletrodo de carbono vítreo; 
AD: amperometria direta;; C-SPE: eletrodo de carbono impresso; 
n.m.: não mencionado 
a: os valores de concentração foram convertidos para µmol L−1 com base nos dados relatados 
nos respectivos artigos. 
b:  FA dos métodos HPLC foram obtidos com base no tempo de retenção do analito. 
 

A exatidão do método BIA foi avaliada por meio de ensaios de recuperação 

realizados com adição de catequina, em três diferentes concentrações do extrato da planta LO 

(Figura 7.8A). 
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Tabela 7.3: Valores de recuperação obtidos pela análise no método BIA após fortificação com amostra 

padrão de catequina (µmol L−1). 

Amostra 
Catequina (μmol L−1) 

Recuperado (%) 
Adicionado Encontrado 

RM 

25,0 24,6 ± 0,4 98,5 

50,0 49,7 ± 0,2 99,4 

75,0 74,2 ± 0,7 98,9 

Fonte: Autora do trabalho. 

 

Os valores de recuperação obtidos, apresentaram-se entre 98,5% e 99,4% (Tabela 3), 

demonstrando assim que o procedimento analítico proposto não foi afetado por quaisquer 

interferências significativas decorrentes das matrizes amostrais. A seletividade do método de 

determinação da catequina foi investigada, considerando possíveis interferências de dois 

compostos (quercetina e rutina) com estruturas moleculares semelhantes às da catequina. Os 

experimentos de seletividade foram realizados utilizando uma solução padrão de 50 μmol L−1 

de catequina na presença dos interferentes, nas proporções de 1: 1, 1:3 e 1:5. Os sinais 

registados para estas soluções foram comparados com os obtidos para a solução padrão na 

ausência de qualquer interferente. Os resultados (Apêndice A) demonstraram que os sinais 

analíticos não foram significativamente afetados por nenhum dos interferentes. A quercetina 

apresentou interferência na proporção de 1: 3, enquanto a interferência da rutina foi observada 

na proporção de 1: 5 (assumindo um limite de tolerância correspondente a um erro relativo de 

± 5%). 

7.4 Conclusão 

Os resultados deste trabalho evidenciaram a viabilidade do uso de um sistema 

BIA com detecção amperométrica direta do ECI para determinar a catequina em matrizes 

complexas. Os resultados mostraram boa precisão, reprodutibilidade, sensibilidade e 

seletividade, com possibilidade de reutilização do eletrodo por até seis dias consecutivos, sem 

perda do sinal analítico ou da desativação do eletrodo, podendo ainda ser realizada uma 

análise completa com apenas um eletrodo sem perda de sensibilidade do sistema. Além disso, 

o método apresentou boa taxa de amostragem (120 amostras h− 1), utilizando um volume de 

amostragem de apenas 100 μL. A nova metodologia permitiu a determinação da catequina em 

extratos hidroalcoólicos de plantas. Essa técnica pode ser aplicada para controle de processos 
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nas indústrias farmacêutica e de alimentos, onde resultados rápidos e confiáveis são essenciais 

para garantir a qualidade do produto. 
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8. DETERMINAÇÃO RÁPIDA, SIMPLES E PRECISA DE QUERCETINA EM 

EXTRATOS VEGETAIS POR AMPEROMETRIA ASSOCIADA A ANÁLISE POR 

INJEÇÃO EM BATELADA (BIA) 

Resumo 

Este trabalho apresenta um estudo que consiste na comparação de dois métodos para a 

determinação de quercetina em matrizes complexas empregando análise por injeção em 

bateladas (BIA) com detecção amperométrica. Os resultados mostraram a possibilidade da 

aplicação de metodologias envolvendo um eletrodo de carbono vítreo e amperometria de 

pulsos multiplos (BIA-MPA) ou um eletrodo de carbono impresso e amperometria 

convencional (BIA-AC). Os métodos propostos requerem manipulação mínima da amostra 

(apenas diluição no eletrólito suporte) e a determinação é obtida com uma única etapa de 

injeção de 100 μL de uma solução contendo a amostra. O método BIA-MPA mostrou-se 

altamente preciso (DPR de 0,74%; n = 30), rápido (72 injeções h−1) com baixos limites de 

detecção (0,004 µmol L−1) e de quantificação (10 µmol L−1). O método BIA-AC também 

mostrou-se preciso (DPR de 1,06%; n= 30), rápido (120 injeções h−1), com limites de 

detecção de 0,027 µmol L−1 e de quantificação de 10 µmol L−1. Aplicações destas 

metodologias na determinação de quercetina em amostras de extratos das folhas das plantas 

Brunfelsia uniflora (BU), Vismia guianensis (VG) e Arrabidaea brachypoda (AB-MA) 

apresentaram resultados consistentes com os obtidos por cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC), com nível de confiança de 95%. 

8.1.  Introdução  

Os flavonóides são compostos polifenóis que representam um dos grupos mais 

importantes e diversificados entre os produtos de origem natural (SHAIDAROVA et al., 

2016). São amplamente distribuídos no reino vegetal e encontrados em grande quantidade em 

frutas e plantas (BALASUNDRAM et al., 2006). Apresentam uma estrutura base (Figura 8.1) 

constituída por dois anéis aromáticos (A e B) ligados através de um anel pirano (C) 

(D'ANDREA, 2015; MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al., 2010; BALASUNDRAM et al., 

2006; TIMBOLA et al., 2006). 

Dentre os compostos fenólicos, a quercetina vem se destacando por ser um dos 

flavonóides mais presentes na dieta humana, sendo encontrada em grande quantidade nas 
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frutas, verduras e chás e detém diversos efeitos farmacológicos, incluindo efeitos contra o 

envelhecimento, anti-inflamatórios, cardioprotetores, antioxidantes, anticancerígenos e 

antivirais (WANG et al, 2016; SHAIDAROVA et al., 2016; D'ANDREA, 2015).  

A quercetina contém em sua estrutura (Figura 8.1) o grupo floroglucinol no anel 

A com hidroxilas na posição C-5 e C-7, o grupo catecol no anel B (C-3’e C4’), o substituinte 

OH na posição C-3, a carbonila em C-4 e a insaturação entre C-2 e C-3 e o grupo pirânico no 

anel C (D'ANDREA, 2015; MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al, 2010; BRETT & GHICA, 

2003).  

Figura 8.1: Estrutura química dos flavonóides: (1) Quercetina, (2) Rutina e (3) Catequina. Os grupos OH 

estão presentes nos anéis A, B e C. 

 

Fonte: Autora do trabalho. 

 

A quercetina tem atraído cada vez mais interesse devido principalmente, ao seu 

potencial antioxidante e a inibição da proliferação de diferentes tipos de células cancerosas 

(WANG et al, 2016; D'ANDREA, 2015). A maioria das metodologias analíticas reportadas na 

literatura para a determinação de quercetina são baseadas em métodos espectrofotométricos 

(WANG et al, 2016) e técnicas cromatográficas (ABDELKAWY et al., 2017) que dependem 

de etapas iniciais de preparação das amostras e demandam tempo, utilizam grande quantidade 

de reagentes (solventes) e os equipamentos associados são de custos elevados, tornando muito 

caro o custo final das análises.  

Entre as alternativas possíveis para a quantificação da quercetina, as técnicas 

eletroquímicas aparecem como viáveis e promissoras, por apresentarem vantagens como 
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alcance de baixos limites de detecção, possibilidade de especiação dos analitos, alta 

velocidade de análise, pré-tratamento da amostra desnecessário ou minimizado, baixo custo 

de análise e versatilidade da técnica (PLIUTA et al., 2018; TORMIN et al., 2014; 

MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al, 2010; TIMBOLA et al., 2006; WANG & TAHA, 1991). 

Este trabalho tem como propósito apresentar duas estratégias de análise para a 

determinação do composto fenólico quercetina em matrizes complexas. Ambos métodos 

demostraram ser simples, rápidos, seletivos e com elevada sensibilidade. Além disso, as 

metodologias apresentam como grande diferencial a vantagem de usar eletrodos de carbono 

não modificados acoplado a um sistema de analise por injeção em batelada (BIA) com 

detecção amperométrica convencional (AC) ou amperometria de múltiplos pulso (MPA), de 

modo a evitar os problemas associados com a passivação destes eletrodos e permitir a 

determinação da quercetina com alta seletividade, superando o problema de contaminação do 

eletrodo. O método foi avaliado em termos de linearidade, repetibilidade, reprodutibilidade, 

detecção e quantificação, e a exatidão do método foi confirmada pelo método de adição e 

recuperação. 

8.2. Parte Experimental  

 8.2.1. Materiais e Reagentes 

Todos os reagentes foram de grau analítico e utilizados sem purificação prévia. 

Água deionizada de alta pureza (resistividade ≤ 18 MΩ cm) foi obtida a partir de um sistema 

de purificação de água Milli-Q® Direct (Millipore, Bedford, EUA). Suspensão aquosa de 

alumina 0,30 μm (Micropolishing Material, Buehler Ltda) e cloreto de potássio adquirido da 

Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), ácido fosfórico, ácido bórico, ácido acético, hidróxido de sódio 

e metanol adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Quercetina (≥ 95%) foi obtido da 

Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). As amostras dos extratos das plantas Brunfelsia uniflora 

(BU), Vismia guianensis (VG) e Arrabidaea brachypoda (AB-MA) foram gentilmente 

cedidas pelo Laboratório de Estudos Avançados em Fitomedicamentos (LEAF) da 

Universidade Federal do Maranhão (UFMA). 

A quercetina é um sólido amarelo amorfo que tem baixa solubilidade em água, 

mas é solúvel em soluções aquosas alcalinas, etanol, acetona e acetato de etila (WANG et al, 

2016; D'ANDREA, 2015), dessa forma, no presente trabalho, utilizou-se 20% de etanol no 

eletrólito suporte para garantir a  sua solubilidade. 
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Uma solução stock padrão de quercetina (10−2 mol L−1) foi preparada 

semanalmente em metanol e mantida em geladeira (a solução foi estável durante pelo menos 1 

mês) (MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ, 2010). Esta solução foi diluída na concentração 

desejada com o eletrólito suporte e utilizada para as medições eletroquímicas. 

 8.2.2. Instrumentação 

8.2.2.1. Medidas Eletroquímicas 
 

As análises eletroquímicas foram realizadas utilizando um potenciostato Autolab 

PGSTAT302N (Eco Chemie B.V., Utrecht, Holanda) interfaceado a um computador e 

controlado através do software GPES versão 4.0.007. Os voltamogramas e os amperogramas 

foram registrados utilizando dois sistemas: sendo um primeiro sistema composto por três 

eletrodos: um eletrodo de trabalho de carbono vítreo (ECV) (~5,0 mm de diâmetro), um 

eletrodo de referência de Ag/AgCl/KClsat e um eletrodo auxiliar de fio de platina. O outro 

sistema utilizou eletrodo de carbono impresso (ECI) comercial da Dropsens® que contém os 

contatos elétricos de prata e os três eletrodos no mesmo substrato de cerâmica (dimensões 3, 4 

× 1, 0 × 0, 05 cm) apresentando um disco de aproximadamente 4 mm de diâmetro de carbono 

depositado no seu centro como eletrodo de trabalho, um eletrodo auxiliar de carbono e um 

eletrodo referência de prata (ERP). Para as injeções da quercetina no sistema eletroquímico 

foi utilizada uma micropipeta automática Rainin LTS 200 (São Paulo, Brasil). Um sistema de 

banho ultrassom da Unique (USC-1400) foi utilizado para remoção de possíveis partículas 

provenientes do processo de polimento que ficam impregnadas na superfície do ECV. 

A célula BIA usada para as medições amperométricas com o eletrodo de ECV foi 

construída de acordo com Ribeiro et al. (2018) consistia de um cilindro de acrílico (~40 mL 

de volume) com fundo e tampa construídos em Teflon® e encaixados firmemente dentro do 

cilindro. Um orifício foi perfurado no centro da parte inferior, permitindo o posicionamento 

preciso do eletrodo de trabalho no centro da célula. Um anel de vedação do tipo O-ring foram 

posicionados dentro deste orifício para evitar vazamentos da solução da célula. Três orifícios 

foram perfurados na tampa, sendo um central para uma instalação precisa da micropipeta 

sempre na mesma posição. Os outros dois orifícios, nas laterais do orifício central, permitiam 

a inserção dos eletrodos de referência e auxiliar. A ponta da pipeta foi mantida a uma 

distância fixa de ~2 mm do eletrodo de trabalho, movendo-se o último para a posição 

desejada (a posição da pipeta foi mantida inalterada). Um orifício lateral na célula foi 

perfurado para permitir a drenagem do excesso de solução. 
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A célula usada para as medições amperométricas com o ECI consiste em um  

cilindro de Teflon® (diâmetro interno de ~ 6 cm e altura de  ~5,5 cm) e uma tampa também de 

Teflon® firmemente encaixada no topo, com um orifício central (~ 4 mm de diâmetro) para a 

inserção da ponteira da micropipeta eletrônica mantida sempre na mesma posição a uma 

distância fixa de ~2 mm do eletrodo de trabalho em oposição à superfície do ECI (RICHTER 

et al., 2016). 

7.2.2.2. Medidas Cromatográficas 

Os resultados obtidos com o método BIA‒MPA e BIA-AC  foram comparados 

com aqueles obtidos por HPLC usando um sistema Shimadzu Corp consistindo de um módulo 

de distribuição de solvente com uma bomba de pistão duplo, um detector UV-VIS SPA-10A 

(λ = 245 nm), e uma coluna AQUA RP C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 mm).  Os solventes de 

eluição foram 0,02% de ácido fórmico em água (eluente A) e 0,02% de ácido fórmico em 

metanol (eluente B), a uma taxa de 1 mL min−1, empregando-se um gradiente de 5% a 100% 

de B em 50 min e tempo adicional para limpeza do sistema de 50 min a 60 min com 100% B . 

A coluna foi mantida na temperatura ambiente e o volume de injeção de amostra foi de 10 µL. 

Os dados foram coletados e processados usando o software Shimadzu LC Solution v. 1.25. 

 8.2.3. Preparo das amostras  

Os extratos das plantas Brunfelsia uniflora (BU) e Arrabidaea brachypoda (AB-

MA) foram coletadas no município de Carolina-MA (07°20′16″S e 47°28′04″W) e Vismia 

guianensis (VG)  foi coletada na cidade de São Luís-MA (03°33′29″S e 43°31′22″W ). Todos 

os extratos foram obtidos a partir das folhas secas (1000 g) e foram extraídas por percolação 

exaustiva (tempo mínimo de 24 horas), à temperatura ambiente, com etanol-água a 70%. O 

extrato etanólico bruto foi obtido após filtração e evaporado à secura sob vácuo a 

aproximadamente 40°C, produzindo aproximadamente 200,0 g de extrato hidroetanólico (DA 

ROCHA et al., 2017). Antes da injeção de cada extrato no sistema HPLC-UV/Vis, as 

amostras foram filtradas através de um filtro de nylon com tamanho de poro de 0,22 μm. 

8.3. Resultados e Discussão  

  8.3.1. Comportamento Voltamétrico da Quercetina sobre o eletrodo de carbono 

vítreo (ECV) e o eletrodo de carbono impresso (ECI) 
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Medidas eletroquímicas preliminares utilizando os ECV (Figura 8.2A) e ECI 

(Figura 8.2B) foram realizadas a fim de investigar o comportamento eletroquímico da 

quercetina na superfície destes eletrodos. A Figura 8.2 mostra os voltamogramas cíclicos da 

quercetina (100 µmol L−1) em solução tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 6,0) registradas entre -

0,3 V e + 1,0 V numa velocidade de varredura de 50 mV s−1. Os gráficos inseridos, mostraram 

os resultados obtidos em regiões de potenciais menores entre - 0,3 V e 0,5 V. 

Figura 8.2: (A) Voltamogramas cíclicos obtidos com o eletrodo de carbono vítreo (ECV) e (B) eletrodo de 

carbono impresso (ECI) em solução tampão fosfato 0,1 mol L−1
 água/etanol (80/20), pH 6,0 na ausência (1) 

e na presença da quercetina 100 µmol L−1 (2). Velocidade de varredura de v=0,05 V.s−1. 

-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2
-6

0

6

12

18

0,0 0,2 0,4

-6

0

6

12

E / V 

Epc

Epa
2

1

 

 

I 
/ 

A

E / V vs Ag/AgCl/KClsat

Epc

2

 

 
I 
/ 

A

A

1
Epa

-0,3 0,0 0,3 0,6 0,9 1,2

0

40

80

120

-0,3 0,0 0,3 0,6
-15

0

15

30

E / V 

I 
/ 

A

Epc

1

2
Epa

 

 

E / V vs ERP

Epa

Epc

1

2
B

I 
/ 

A

 

 

 

Fonte: Autora do trabalho. 

 

O perfil geral dos voltamogramas cíclicos mostrados na Figura 8.2 são 

semelhantes ao relatados na literatura para quercetina (MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al, 

2010; TIMBOLA et al., 2006; BRETT & GHICA, 2003), com a presença de  um pico na 

região anódica, em + 0,20 V (Epa) para o e ECV e em + 0,09 V para o ECI e atribuido à 

oxidação do substituinte 3 ', 4'-di-hidroxi no anel B da quercetina (Figura 8.1) 

(MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al., 2010; TIMBOLA et al., 2006). Na região catódica, um 

pico de menor intensidade, pode ser observado em − 0,15 V (Epc) para o ECV e em − 0,03 V 

para o ECI, indicando a formação de espécies fortemente adsorvidas por produtos de oxidação 

na superfície dos eletrodos na varredura catódica de polifenóis (TIMBOLA et al., 2006). 

A fim de otimizar a sensibilidade do método e a faixa de potencial de trabalho 

para a oxidação eletroquímica da quercetina utilizando o sistema BIA com detecção 

amperométrica, foram avaliados, com o ECV, os parâmetros experimentais pH e composição 

do eletrólito suporte. Os voltamogramas hidrodinâmicos foram obtidos pela aplicação de doze 
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potenciais no intervalo de - 0,10 a + 1,00 V (em experimentos individuais com polimento 

antes de cada alteração de potencial) e injeções em triplicatas de uma solução padrão de 

quercetina 50 µmol L−1. Os resultados estão dispostos na Tabela 8.1.   

Tabela 8.1: Parâmetros experimentais obtidos pelo voltamograma hidrodinâmico da quercetina com o 

ECV (resultados médios para injeções em triplicata de uma solução padrão de quercetina 50 µmol L−1). 

Eletrólito Potencial 
V 

Corrente 
µA 

Desvio Padrão Médio 
% 

Tampão Briton Robson pH 2,0 0,40 3,09 ± 0,04 1,75 
Tampão Briton Robson pH 4,0 0,35 4,26 ± 0,10 2,45 
Tampão Briton Robson pH 6,0 0,30 6,06 ± 0,10 1,96 
Tampão Briton Robson pH 7,0 0,20 7,60 ± 0,21 2,03 
Tampão Briton Robson pH 8,0 0,15 4,00 ± 0,26 2,54 
Tampão Briton Robson pH 10,0 0,10 3,12 ± 0,68 3,16 
Tampão acetato pH 3,8 0,35 3,76 ± 0,07 1,93 
Tampão acetato pH 4,5 0,30 4,18 ± 0,08 2,04 
Tampão acetato pH 5,5 0,25 5,43 ± 0,06 1,87 
Tampão Fosfato pH 6,0 0,30 8,98 ± 0,08 1,33 
Tampão Fosfato pH 8,0 0,15 4,77 ± 0,09 2,91 
Tampão Fosfato pH 10,0 0,10 3,70 ± 0,05 1,99 

Fonte: Autora do trabalho. 

Com base no voltamograma hidrodinâmico e para evitar a interferência de 

espécies eletroativas que podem estar presentes na matriz da amostra, o potencial de corrente 

de pico foi escolhido para demais medições eletroquímicas (OLIVEIRA et al., 2016; 

FREITAS et al., 2016, PEREIRA et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018). Além disso, nos 

eletrólitos estudados, foi escolhido para demais estudos o tampão fosfato pH 6,0, por 

apresentar maior corrente de pico e menor desvio padrão relativo (DPR 1,33 %) entre as 

injeções de quercetina (n = 3). 

A Figura 8.3 mostra os voltamogramas hidrodinâmicos obtidos no tampão fosfato 

pH 6 sob a superfície do ECV e ECI. O estudo foi realizado na faixa de potencial - 0,10 V até 

+ 1,00 V e os dados da corrente média obtidas nas injeções em triplicata (n = 3) de uma 

solução de quercetina (50 µmol L−1) sendo registradas no modo amperométrico em função 

dos potenciais aplicados para cada registro.  É importante salientar que, para cada ponto da 

Tabela 8.1, foi realizado o polimento antes das análises com o ECV e nas análises com o ECI, 

inicialmente, foram feitas as trocas do eletrodo impresso, uma vez que a oxidação da 

quercetina pode resultar na adsorção de subproduto(s) oriundos do processo de oxidação, na 

superfície do eletrodo. 

 

 



111 
ARTIGO 3 
 

 
Ribeiro, G. A. C 

 Figura 8.3: Voltamogramas hidrodinâmicos obtidos no sistema do BIA com detecção amperométrica 

para injeções em triplicata (n=3) de 50 µmol L−1 de quercetina em solução tampão fosfato 0,1 mol L−1 pH 

6,0 água/etanol (80/20), volume de injeção 100 μL. (A) ECV; (B) ECI; potenciais variáveis entre -0,10 e 

1,00 V. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

A oxidação eletroquímica da quercetina sob condições hidrodinâmicas apresentou 

potencial de pico em + 0,30 V para o ECV e + 0,20 V para o ECI atingindo correntes de 9,00 

µA para o ECV e de 6,48 µA para o ECI. Estes potenciais de pico foram selecionados para as 

demais medições amperométricas, evitando-se assim possíveis interferentes que possam estar 

presentes em matrizes complexas e que se oxidam em potenciais mais elevados. 

 8.3.2 Otimização dos Parâmetros para o sistema BIA 

Um estudo de repetibilidade foi conduzido para avaliar a resposta do método BIA 

na oxidação da quercetina a um potencial constante de + 0,30 V para o ECV (Figura 8.4A) e + 

0,20 V para o ECI (Figura 8.4B). Este estudo foi realizado utilizando uma série de 30 injeções 

de uma solução contendo 50 μmol L−1 quercetina. O resultado obtido para repetibilidade 

usando o ECI (Figura 8.4B) produziu uma corrente, na primeira injeção de quercetina, de 6,67 

μA e de 6,50 μA na trigésima. O valor DPR foi de 1,06 % o que é considerado ótimo quando 

comparável com os dados obtidos por outros métodos BIA (BACKES et al., 2017; 

OLIVEIRA et al., 2016; GIMENES et al., 2015) e um baixo valor de DPR registrado assegura 

injeções precisas fornecidas pela micropipeta programável associada ao sistema BIA. 
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Figura 8.4: Dados de repetibilidade com os respectivos valores de correntes obtidos a partir de sucessivas 

injeções de quercetina 50 µmol L−1 (n=30) em solução tampão fosfato 0,1 mol L−1 pH 6,0 água/etanol 

(80/20), volume de injeção 100 μL. (A) ECV em + 0,30 V vs Ag/AgCl/KClsat; (B) ECI em + 0,20 V vs Ag 

(ERP). 
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Fonte: Autora do trabalho. 

Em contrapartida, o resultado obtido para repetibilidade usando o ECV (Figura 

8.4A) produziu uma corrente, na primeira injeção de quercetina de 9,08 μA e na trigésima 

injeção uma corrente de 3,66 μA, resultando num DPR de 32,62%, que quando comparado a 

dados obtidos por outros métodos BIA (OLIVEIRA et al., 2016; GIMENES et al., 2015) é 

considerado alto para a análise. Tal resultado mostra que houve passivação na superfície do 

ECV, devido à formação de subprodutos de oxidação (MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et al., 

2010; TIMBOLA et al., 2006; BRETT & GHICA, 2003). Em resumo, a quercetina adsorve na 

superfície do ECV, com a diminuição do pico de oxidação durante as injeções, e 

impossibilitando, a determinação de quercetina por amperometria convencional (BIA-AC) 

sobre o ECV. Para evitar esta problemática foi investigada a técnica de amperometria de 

múltiplos pulsos (BIA-MPA), a fim de evitar a diminuição no sinal analítico e garantir a 

estabilidade do sinal ao longo do tempo. Este método, requer uma sequência de três etapas, 

que são geralmente realizadas em um potencial de determinação, um potencial de limpeza e 

um de condicionamento (GIMENES et al., 2015). Assim, para evitar a passivação do ECV 

foram realizados estudos (Apêndice B.1) com a utilização de três potenciais:  + 0,30 V 

(potencial de oxidação), + 1,30 V (potencial de limpeza) e 0,00 V (condicionamento) vs 

Ag/AgCl/KClsat, usando 0,1 s como tempo de pulso aplicado (Figura 8.5) na avaliação da 

precisão do método BIA-MPA. 
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Figura 8.5: Dados de repetibilidade com os respectivos valores de correntes obtidos a partir de sucessivas 

injeções de quercetina 50 µmol L−1 (n=30) usando o ECV com BIA-MPA em solução tampão fosfato 0,1 

mol L−1 pH 6,0 água/etanol (80/20); potencial de oxidação + 0,30 V, limpeza + 1,30 V e condicionamento 

0,00 V vs Ag/AgCl/KClsat. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 
Os resultados mostraram uma excelente repetibilidade das corretes de picos, com 

um valor de DPR de apenas 0,74% para n = 30. A precisão das correntes obtidas demonstrou 

que o uso de BIA-MPA com um ECV apresenta excelentes resultados para a determinação de 

quercetina, sem registrar adsorção do(s) seu(s) produto(s) de oxidação. Resultados 

semelhantes foram relatados na determinação de captopril e hidroclorotiazida sobre o eletrodo 

de diamante dopado com boro utilizando o método BIA-MPA (GIMENES et al., 2015) e 

relatados por Ribeiro et al. (2018), que utilizaram o método BIA-MPA com um eletrodo de 

ECV não modificado na determinação de catequina em amostras de chá verde. 

Em continuidade, para otimização dos parâmetros BIA, foram conduzidos estudos 

de velocidade de dispensa da micropipeta programável (Figura 8.6) e o volume injetado 

(Figura 8.7) foram investigados afim de se obter as melhores respostas em função da 

sensibilidade e de frequência analítica. Os estudos foram conduzidos injetando-se uma 

solução em triplicada de quercetina 50 µmol L−1, sob cada condição de modo variável por 

vez, ou seja, variando-se o volume injetado sob uma vazão fixa e, posteriormente, variando a 

vazão sob um volume fixo. 

Nos sistemas BIA-MPA e BIA-AC, a micropipeta eletrônica permitiu a injeção 

das soluções sob três vazões diferentes (27,72; 45,45 e 76,92 µL s−1) e as correntes de pico 

médias das triplicatas em cada vazão são apresentadas na Figura 8.6A para o ECV (BIA-
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MPA) e na Figura 8.6B para o ECI (BIA-AC), sendo os sinais diretamente proporcionais às 

velocidades de injeção devido à diminuição da camada de difusão de Nernst (BACKES et al., 

2017). Com base referente aos resultados, a vazão 76,92 µL s−1 foi escolhida para realizar as 

demais medições. 

Figura 8.6: Avaliação da taxa de distribuição da micropipeta programável (27,72; 45,45 e 76,92 µL s−1) 

para injeções em triplicata (n=3) de 50 µmol L−1 de quercetina em solução tampão fosfato 0,1 mol L−1 pH 

6,0 água/etanol (80/20), volume de injeção 100 μL. (A) BIA-MPA usando o ECV com potencial de 

oxidação + 0,30 V, limpeza + 1,30 V e condicionamento 0,00 V vs Ag/AgCl/KClsat e (B) BIA-AD usando o 

ECI em + 0,20 V vs Ag (ERP). 
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Fonte: Autora do trabalho. 

Figura 8.7: Avaliação do volume de injeção (10 - 200 µL) obtidos pelo sistema BIA com detecção 

amperométrica para injeções em triplicata (n=3) de 50 µmol L−1 de quercetina em solução tampão fosfato 

0,1 mol L−1 pH 6,0 água/etanol (80/20), volume de injeção 100 μL, taxa de injeção 76,92 µL s−1. (A) BIA-

MPA usando o ECV no potencial de oxidação + 0,3 V, limpeza + 1,3 V e condicionamento 0 V vs 

Ag/AgCl/KClsat e (B) BIA-AC usando o ECI no potencial + 0,2 V vs Ag (ERP).  
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Fonte: Autora do trabalho. 
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No estudo do volume injetado em ambos sistemas, a micropipeta automática 

Rainin permitiu a injeção de volumes no intervalo de 10 a 200 μL, e as correntes médias para 

injeções em triplicatas deste estudo são apresentadas na Figura 8.7A para o ECV e Figura 

8.7B para o ECI. Neste estudo observou-se que quando volumes de 10 a 100 µL são injetados 

a corrente aumenta significativamente com o aumento do volume injetado. No entanto, acima 

de 100 μL estes sinais são praticamente constantes, sendo, portanto, este volume escolhido 

para realizar os demais experimentos. 

 

8.3.2.2 Reprodutibilidade da quercetina sobre o ECV e o ECI 

A reprodutibilidade foi avaliada durante quinze dias utilizando o ECV e o ECI no 

sistema BIA-MPA e BIA-AC, respectivamente, experimentos realizados em triplicata numa 

solução padrão de quercetina 50 µmol L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L−1 (pH 6,0) 

água/etanol (80/20). Em cada dia do referido estudo no início das medidas experimentais, o 

eletrodo de carbono vítreo foi polido em feltro contendo suspensão aquosa de alumina de 

granulometria 0,3 μm. A análise com o eletrodo impresso foi realizada com a troca de um 

novo eletrodo a cada dia de leitura. Os sistemas avaliados (Figura 8.8) apresentaram DPR 

1,19%, para o ECV e 2,03% para o ECI, mostrando a excelente reprodutibilidade inter-dias. 

Figura 8.8: Gráfico do estudo de reprodutibilidade inter-dias. (A) BIA-MPA usando o ECV no potencial + 

0,3 V vs Ag/AgCl/KClsat; (B) BIA-AD usando o ECI no potencial + 0,2 V vs Ag (ERP). 
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Fonte: Autora do trabalho. 
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 8.3.3. Aplicações Analíticas 

Após a otimização das condições nos sistemas hidrodinâmicos com detecção 

amperométrica, soluções de concentrações crescentes do padrão de quercetina foram injetadas 

em triplicata, nos sistemas BIA-MPA e BIA-AC, o que permitiu obter alguns parâmetros de 

confiabilidade analítica, como sensibilidade, faixa linear e limite de detecção (LD) e limite de 

quantificação (LQ).  

As respostas amperométricas foram registadas no potencial + 0,30 V aplicado sobre 

o ECV (Figura 8.9A) e + 0,20V aplicado sobre o ECI (Figura 8.9C), para injeções em 

triplicatas, com concentrações crescentes de quercetina (a-h: 10 - 150 µmol L−1). Estas 

soluções foram injetadas na ordem crescente e decrescente de concentração e intermediada 

por injeções em triplicata de soluções dos extratos das plantas BU (i), VG (j), e AB-MA (k); e 

ainda uma solução de GV enriquecida com concentrações diferentes da solução padrão de 

quercetina (l1, l2 e l3). As respectivas curvas analíticas são mostradas nas Figura 8.9B e Figura 

8.9D. A curva de calibração para a série de injeções apresentou um comportamento linear 

com um coeficiente de correlação de 0,999, para ambos os métodos. Uma comparação das 

curvas em ordem crescente e decrescente não apresentaram alterações significativas, 

indicando que não há efeito de memória (contaminação do eletrodo) entre injeções sucessivas, 

não havendo, portanto, diminuição da corrente de pico de oxidação da quercetina durante as 

injeções. Os parâmetros analíticos obtidos para ambos os métodos estão dispostos na Tabela 

7.2 e mostram que os métodos apresentaram excelente linearidade, sensibilidade, baixos 

limites de detecção e quantificação, quando comparados a outros métodos propostos para 

determinação de quercetina (ABDELKAWY et al., 2017; MEDVIDOVIĆ-KOSANOVIĆ et 

al, 2010; TIMBOLA et al., 2006; BRETT & GHICA, 2003). 
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Figura 8.9: Amperogramas obtidos a partir de injeções em triplicatas de soluções contendo concentrações 

crescentes de quercetina (µmol L−1):  a = 10; b = 30; c = 50; d = 70; e = 90; f = 110; g = 130; h = 150; 

amostras de extratos BU (i), VG (j) e AB-MA (k) e amostras do extrato VG enriquecidas com quercetina 

(l1, l2 e l3). Eletrólito suporte solução tampão fosfato 0,1 mol L−1 pH 6,0 água/etanol (80/20), taxa de injeção 

76,92 µL s−1, volume de injeção 100 μL. (A) BIA-MPA usando o ECV no potencial de oxidação + 0,3 V, 

limpeza + 1,3 V e condicionamento 0 V vs Ag/AgCl/KClsat; (B) Respectiva curva de calibração; (C) BIA-

AC usando o eletrodo de ECI no potencial + 0,2 V vs Ag (ERP); (D) Respectiva curva de calibração. 
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 Fonte: Autora do trabalho. 

Tabela 8.2: Características analíticas obtidas pelos métodos BIA-MPA e BIA-AC para determinação de 

quercetina. 

Características Analíticas BIA-MPA (ECV) BIA-AC (ECI) 
Range linear / µmol L−1 10 – 150 10 - 150 
Sensibilidade / μA µmol L−1 0,182 0,128 
LD / µmol L−1 0,004 0,027 
LQ / µmol L−1 0,015 0,091 
Frequência / h−1 120 120 
LD = (3×Sb/m) onde Sb representa o desvio padrão do sinal em branco e m a sensibilidade (inclinação da curva 
de calibração) e LQ = (10xSb/m).  
Fonte: Autora do trabalho. 
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A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) foi utilizada para fazer uma 

comparação com os resultados obtidos na determinação da quercetina nos extratos hidro 

alcoólicos utilizando o ECV e o ECI pelos métodos propostos. Nas condições experimentais 

empregadas, a quercetina apresentou um tempo de retenção de 31,5 minutos. As análises de 

HPLC foram feitas em triplicatas da solução padrão de quercetina e de cada solução de 

extrato. A Figura 8.10 mostra o perfil de uma injeção de cada análise. Os resultados obtidos 

para quantificação dos métodos BIA-MPA, BIA-AC e HPLC por cromatografia estão 

apresentados na Tabela 8.3 e mostram que a precisão e exatidão dos resultados obtidos pelos 

métodos propostos para determinação da quercetina são semelhantes aos apresentados por 

HPLC-UV. 

Figura 8.10: Cromatogramas da solução padrão quercetina (A) e das amostras dos extratos vegetais BU 

(B), VG (C), AB-MA (D) (detector UV ʎ= 245 nm). 
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Fonte: Autora do trabalho. 

Tabela 8.3: Comparação dos resultados obtidos para determinação de quercetina por BIA-MPA, BIA-AC 

e HPLC (resultado médio, n = 3). 

Amostras BIA-MPA (ECV) 
 mmol L−1 

BIA-AC (ECI) 
 mmol L−1 

HPLC  
mmol L−1 

BU 0,186 ± 0,006 0,185 ± 0,003 0,184 ± 0,009 
VG 0,352 ± 0,003 0,358 ± 0,003 0,346 ± 0,012 

AB-MA 0, 628 ± 0,008 0,635 ± 0,004 0,643 ± 0,016 

Fonte: Autora do trabalho. 
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A exatidão do método também foi avaliada pelo método de adição e recuperação e 

os resultados obtidos (Figura 8.9) apresentaram valores ente 98,19% e 99,70% para o método 

BIA-MPA e valores entre 98,12% e 98,97% para BIA-AC (Tabela 8.4), indicando a ausência 

de efeito de matriz nas amostras para ambos os métodos.  

Tabela 8.4: Valores de recuperação obtidos pela análise em BIA-MPA e BIA-AC após fortificação com 

amostra padrão de quercetina (µmol L−1). 

Amostra 

BIA-MPA (ECV) BIA-AC (ECI) 
Quercetina (µmol L−1) Recuperado  

% 
Quercetina (µmol L−1) Recuperado  

% Adicionado Encontrado Adicionado Encontrado 

VG 

25,0 24,55 ± 0,22 98,19 25,0 24,53 ± 0,08 98,12 
50,0 49,85 ± 0,35 99,70 50,0 49,47± 0,12 98,97 
75,0 74,18 ± 0,32 98,91 75,0 73,89± 0,30 98,53 

Fonte: Autora do trabalho. 

Finalmente avaliações dos estudos de interferentes foram realizadas para 

demonstrar a robustez do método e validar seu uso. A seletividade dos métodos para 

determinação de quercetina em amostras de extratos vegetais foi investigada considerando 

possíveis interferências de dois compostos (rutina e catequina), que têm estruturas 

moleculares semelhantes às da quercetina (Figura 8.1). Experimentos (Apêndice B) foram 

realizados usando uma solução padrão de 50 µmol L−1 de quercetina na presença dos 

interferentes na solução padrão: concentração interferente proporções de 1: 1, 1: 2, 1:3 e 1:5. 

Os sinais atuais obtidos para estas soluções foram comparados com as obtidas para a solução 

padrão na ausência de quaisquer interferentes para ambos eletrodos. Para o método BIA-MPA 

(ECV), tanto rutina quanto catequina não mostraram qualquer interferência significativa, 

exceto na proporção de concentração de 1:3 para catequina e 1:5 para rutina, assumindo um 

limite de tolerância correspondendo a um erro relativo de ± 5%. Por outro lado, quando o 

método BIA-AC (ECI) foi avaliado, nem rutina e nem catequina mostraram qualquer 

interferência significativa, exceto na proporção de concentração de 1:2 para catequina e 1:3 

para rutina, assumindo um limite de tolerância correspondendo a um erro relativo de ± 5%. 

8.4.  Conclusão  

Os métodos propostos para determinação de quercetina em extratos vegetais 

usando BIA-MPA com o ECV e BIA-AD com um ECI apresentaram resultados favoráveis 

como: baixo custo operacional, procedimento simples de preparo das amostras (somente 

dissolução e diluição), alta frequência analítica, alta precisão, baixo consumo de reagente e 

amostras e, consequentemente, geração de pequena quantidade de resíduos por análise. Além 
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disso, os métodos apresentaram resultados comparáveis aos obtidos por HPLC. 

Adicionalmente, as características de portabilidade dos sistemas BIA, permitem serem 

aplicados em análises no campo. 
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9.  CONSIDERAÇÕES FINAIS  

O presente trabalho demonstrou ótimos resultados na utilização da técnica análise 

por injeção em batelada com detecção amperométrica convencional (na determinação de 

quercetina usando eletrodo impresso comercial) e com amperometria de múltiplos pulsos (na 

determinação de catequina e quercetina usando um eletrodo de carbono vítreo). Para as 

determinações da catequina, foram utilizadas matrizes complexas como chá verde e extratos 

vegetais para determinação de quercetina. 

A possibilidade de aplicação dos pulsos de potenciais de limpeza e 

condicionamento foi eficiente para evitar a passivação / contaminação / desativação do 

eletrodo de trabalho na maioria dos casos, exceto para a determinação da quercetina com o 

ECI que utilizou a amperometria convencional mostrando que não houve passivação por 

produtos de oxidação. 

Os estudos propostos para determinação de cada substância bioativa apresentaram 

ótimos resultados em relação à sensibilidade, seletividade, repetibilidade (DPR < 3,5%), 

mesmo usando eletrodos não modificados. 

Os resultados obtidos por BIA-MPA foram semelhantes aos obtidos por HPLC a 

um nível de confiança de 95%. No entanto, o método proposto apresenta vantagens, como 

simplicidade, portabilidade, alta frequência analítica (75 a120 injeções h−1), baixo custo (de 

aquisição e manutenção), uso de pequenas quantidades de reagentes e amostras (geração 

mínima de resíduos por análise), etapas simples de preparo das amostras (somente dissolução 

e/ou diluição) e potencialidade para aplicações no campo. 

Os aspectos acima mencionados fazem dos métodos aqui apresentados muito 

atrativos para a determinação de substâncias bioativas em diversas matrizes e abrem 

perspectivas de trabalhos futuros, dentre os quais empregar o sistema proposto com eletrodos 

modificados na determinação de analitos de interesses de áreas afins.    
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APÊNDICE A - RESULTADOS PRELIMINARES NO ESTUDO DA CATEQUINA 

A.1. Avaliação do potencial de limpeza do ECV  

Figura 9.1: Amperogramas obtidos pelo sistema do BIA-MPA com ECV para dez (n=10) injeções de 50 

µmol L─1 de catequina em solução tampão acetato 0,1 mol L─1, pH 4,5, volume de injeção 100 μL, 

velocidade de injeção da micropipeta programável 76,92 µL s─1 e 0,1 s como tempo de pulso aplicado. (A) 

potenciais 0,4 V (potencial de oxidação), 1,2 V (potencial de limpeza) e 0,0 V (potencial de condicionamento) 

vs Ag/AgCl/KClsat, DPR= 8,28%; (B) potenciais 0,4 V (potencial de oxidação), 1,3 V (potencial de limpeza) 

e 0,0 V (potencial de condicionamento) vs Ag/AgCl/KClsat, DPR= 7,11%; (C) potenciais 0,4 V (potencial de 

oxidação), 1,4 V (potencial de limpeza) e 0,0 V (potencial de condicionamento) vs Ag/AgCl/KClsat, DPR= 

0,82%; e (D) potenciais 0,4 V (potencial de oxidação), 1,5 V (potencial de limpeza) e 0,0 V (potencial de 

condicionamento) vs Ag/AgCl/KClsat. DPR= 0,80%. 
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Fonte: Autora do trabalho.  
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A.2. Avaliação da utilização de dois potenciais no sistema BIA-MPA  

Figura 9.2: Amperogramas obtidos pelo sistema do BIA-MPA com ECV para 10 injeções de 50 µmol L─1 

de catequina em solução tampão acetato 0,1 mol L─1, pH 4,5, volume de injeção 100 μL, velocidade de 

injeção da micropipeta programável 76,92 µL s─1 e 0,1 s como tempo de pulso aplicado. (A) potenciais + 

0,4 V e 0 V vs Ag/AgCl/KClsat, média das correntes 6,06 ± 0,83 µA, DPR= 13,67%; (B) potenciais + 0,4 V e 

1,4 V vs Ag/AgCl/KClsat, média das correntes 0,84 ± 0,63 µA DPR= 75,10%. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

A.3. Avaliação de interferentes (BIA-MPA)  

Figura 9.3: Amperograma obtido pelo sistema BIA-MPA com ECV para injeções em triplicatas (n=3) 

contendo concentrações de 50 µmol L-1: (a) catequina, (b) quercitrina, (c) rutina. Condições: solução 

tampão acetato 0,1 mol L−1, pH 4,5; volume de injeção: 100 μL, velocidade de injeção da micropipeta 

programável 76,92 µL s─1 e 0,1 s como tempo de pulso aplicado nos potenciais + 0,4 V, + 1,4 V e 0,0 V vs 

Ag/AgCl/KClsat. 
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Fonte: Autora do trabalho. 
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Tabela 9.1: Efeito dos interferentes quercitrina e rutina na determinação da catequina. 

Amostras 
[50 µmol L−1] 

Média das Correntes  
(µA) 

DPR  
% 

Catequina 12,06 ± 0,03 0,24 
Quercitrina 0,92 ± 0,02 1,74 
Rutina 2,73 ± 0,03 1,05 
Catequina + quercitrina 12,24 ± 0,04 0,30 
Catequina + rutina 12,43 ± 0,03 0,32 
Catequina + quercitrina + rutina 12,62 ± 0,03 0,26 

Fonte: Autora do trabalho. 

Figura 9.4: Amperograma obtido pelo sistema BIA-MPA com ECV para injeções em triplicatas (n=3) de 

soluções contendo concentrações de 50 µmol L−1 de catequina e diferentes concentrações de quercitrina: 

(a) catequina; (b) catequina e quercitrina 50 µmol L−1; (c) catequina e quercitrina 100 µmol L−1;  (d) 

catequina e quercitrina 150 µmol L−1; (e) catequina e quercitrina 200 µmol L−1;  (f) catequina e 

quercitrina 250 µmol L−1; (g) catequina e quercetina 300 µmol L−1; (h) catequina e quercetina 350 µmol 

L−1; (i) catequina e quercetina 400 µmol L−1; (j) catequina e quercitrina 450 µmol L−1; (k) catequina e 

quercitrina 500 µmol L−1; (l) catequina e quercitrina 1000 µmol L−1. Condições: solução tampão acetato 

0,1 mol L−1, pH 4,5; volume de injeção: 100 μL; velocidade de injeção da micropipeta programável 76,92 

µL s─1 e 0,1 s como tempo de pulso aplicado nos potenciais 0,4 V, 1,4 V e 0,0 V vs Ag/AgCl/KClsat. 
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Fonte: Autora do trabalho. 
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Tabela 9.2: Efeito da quercitrina em diferentes concentrações na determinação da catequina. 

Amostras 
[µmol L−1] 

Média das Correntes  
(µA) 

DPR  
% 

Catequina [50] 12,03 ± 0,02 0,20 
Catequina [50] e quercitrina [50] 12,00 ± 0,02 0,18 
Catequina [50] e quercitrina [100] 11,84 ± 0,01 0,09 
Catequina [50] e quercitrina [150] 11,83 ± 0,06 0,54 
Catequina [50] e quercitrina [200] 11,82 ± 0,01 0,10 
Catequina [50] e quercitrina [250] 11,80 ± 0,01 0,11 
Catequina [50] e quercitrina [300] 11,79 ± 0,03 0,22 
Catequina [50] e quercitrina [350] 11,73 ± 0,03 0,22 
Catequina [50] e quercitrina [400] 11,75 ± 0,05 0,43 
Catequina [50] e quercitrina [450] 11,74 ± 0,05 0,38 
Catequina [50] e quercitrina [500] 11,57 ± 0,02 0,18 
Catequina [50] e quercitrina [1000] 7,04 ± 3,74 53,09 

Fonte: Autora do trabalho. 

Figura 9.5: Amperograma obtido pelo sistema BIA-MPA com ECV para injeções em triplicatas (n=3) de 

soluções contendo concentrações de 50 µmol L−1 de catequina e diferentes concentrações de rutina: (a) 

catequina; (b) catequina e rutina 50 µmol L−1; (c) catequina e rutina 100 µmol L−1;  (d) catequina e rutina 

150 µmol L−1; (e) catequina e rutina 200 µmol L−1;  (f) catequina e rutina 250 µmol L−1; (g) catequina e 

rutina 300 µmol L−1; (h) catequina e rutina 350 µmol L−1; (i) catequina e rutina 400 µmol L−1; (j) 

catequina e rutina 500 µmol L−1. Condições: solução tampão acetato 0,1 mol L−1, pH 4,5; volume de 

injeção: 100 μL, velocidade de injeção da micropipeta programável 76,92 µL s─1 e 0,1 s como tempo de 

pulso aplicado nos potenciais 0,4 V, 1,4 V e 0,0 V vs Ag/AgCl/KClsat. 
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Fonte: Autora do trabalho. 
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Tabela 9.3: Efeito da rutina em diferentes concentrações na determinação da catequina. 

Amostras 
[µmol L−1] 

Média das Correntes  
(µA) 

DPR  
% 

Catequina [50] 11,93 ± 0,04 0,26 
Catequina [50] e rutina [50] 12,11 ± 0,04 0,28 
Catequina [50] e rutina [100] 12,07 ± 0,03 0,24 
Catequina [50] e rutina [150] 12,09 ± 0,03 0,25 
Catequina [50] e rutina [200] 12,13 ± 0,03 0,23 
Catequina [50] e rutina [250] 12,10 ± 0,03 0,24 
Catequina [50] e rutina [300] 12,07 ± 0,03 0,26 
Catequina [50] e rutina [350] 12,04 ± 0,03 0,28 
Catequina [50] e rutina [400] 12,02 ± 1,61 15,77 
Catequina [50] e rutina [500] 3,36 ± 2,98 88,89 

Fonte: Autora do trabalho. 

A.4. Avaliação de interferentes por HPLC na determinação de catequina em chá verde  

Figura 9.6: Cromatogramas registrados para amostra de chá verde (A), da solução padrão de catequina 

(B) e da solução de misturas de padrões (C) (catequina (1), quercitrina (2) e rutina (3)) por detector de 

UV, 270 nm. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 
As análises foram realizadas em triplicatas, os solventes de eluição foram 

acidificados com 0,02% de ácido fórmico em água (eluente A) e 0,02% de ácido fórmico em 

metanol (eluente B), a uma taxa de 1 mL min−1, empregando um gradiente de 0% a 100% de 

B em 60 min e tempo adicional de 60 min a 70 min com 100% de B para limpeza do sistema. 

A coluna foi mantida a temperatura ambiente e o volume de injeção da amostra foi de 10 µL. 

Os dados foram coletados e processados usando o software Shimadzu LC Solution v. 1.25. 
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A.5. Avaliação de interferentes na determinação de catequina (BIA-AC) 

Figura 9.7: Amperograma obtido pelo sistema BIA com eletrodo de carbono impresso para injeções em 

triplicatas (n=3) contendo concentrações de 50 µmol L-1: (a) catequina, (b) quercetina e (c) rutina. 

Condições: Eletrólito suporte solução tampão acetato de sódio 0,1 mol L−1 pH 4,5, volume de injeção: 100 

μL, velocidade de injeção da micropipeta programável 76,92 µL s─1 e potencial 0,3 V vs ERP. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

Tabela 9.4: Efeito dos interferentes quercetina e rutina na determinação da catequina (ECI). 

Amostras 
[50 µmol L−1] 

Média das Correntes  
(µA) 

DPR  
% 

Catequina 8,08 ± 0,08 1,05 
Rutina 0,51 ± 0,02 4,69 
Quercetina 1,14 ± 0,05 4,24 
Catequina e rutina 7,94 ± 0,04 0,5 
Catequina e quercetina 8,39 ± 0,08 0,67 
Catequina, rutina e quercetina 8,66 ± 0,08 0,89 

Fonte: Autora do trabalho. 
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Figura 9.8: Amperograma obtido pelo sistema BIA-AC com eletrodo de ECI para injeções em triplicatas 

(n=3) de soluções contendo concentrações de 50 µmol L−1 de catequina e diferentes concentrações de 

quercetina: (a) catequina; (b) catequina e quercetina 50 µmol L−1; (c) catequina e quercetina 100 µmol 

L−1; (d) catequina e quercetina 150 µmol L−1. Condições: Eletrólito suporte solução tampão acetato de 

sódio 0,1 mol L−1 pH 4,5, volume de injeção: 100 μL, velocidade de injeção da micropipeta programável 

76,92 µL s─1 e potencial 0,3 V vs ERP. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 

Tabela 9.5: Efeito da rutina em diferentes concentrações na determinação da catequina  (C-SPE). 

Amostras 
[µmol L−1] 

Média das Correntes  
(µA) 

DPR  
% 

Quercetina [50] 7,93  ± 0,08 1,04 
Quercetina [50] e rutina [50] 8,11 ± 0,03 0,42 
Quercetina [50] e rutina [100] 8,26 ± 0,08 1,00 
Quercetina [50] e rutina [150] 2,27 ± 2,27 38,98 

Fonte: Autora do trabalho. 
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Figura 9.9: Amperograma obtido pelo sistema BIA-AC com eletrodo de ECI para injeções em triplicatas 

(n=3) de soluções contendo concentrações de 50 µmol L−1 de catequina e diferentes concentrações de 

rutina: (a) catequina; (b) catequina e rutina 50 µmol L−1; (c) catequina e rutina 100 µmol L−1; (d) 

catequina e rutina 150 µmol L−1; (e) catequina e rutina 200 µmol L−1 e catequina e rutina 250 µmol L−1. 

Condições: Eletrólito suporte solução tampão acetato de sódio 0,1 mol L−1 pH 4,5, volume de injeção: 100 

μL, velocidade de injeção da micropipeta programável 76,92 µL s─1 e potencial 0,3 V vs ERP. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 

Tabela 9.6: Efeito da rutina em diferentes concentrações na determinação da catequina  (C-SPE). 

Amostras 
[µmol L−1] 

Média das Correntes  
(µA) 

DPR  
% 

Quercetina [50] 8,06  ± 0,02 0,27 
Quercetina [50] e rutina [50] 8,39 ± 0,06 0,76 
Quercetina [50] e rutina [100] 8,43 ± 0,05 0,65 
Quercetina [50] e rutina [150] 8,54 ± 0,05 0,59 
Quercetina [50] e rutina [200] 8,48 ± 0,27 3,26 
Quercetina [50] e rutina [250] 5,46 ± 1,18 21,57 

Fonte: Autora do trabalho. 
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A.6. Avaliação de interferentes por HPLC na determinação de catequina em extratos de 

plantas medicinais 

Figura 9.10: Cromatogramas registrados para solução dos extratos vegetais LP (A), RM (B) e AB-MG 

(C), da solução padrão de catequina (D) e da solução de misturas de padrões (E) (catequina (1), 

quercetina (2) e rutina (3)) por detector de UV, 280 nm. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 

As análises foram realizadas em triplicatas, os solventes de eluição foram água 

acidificada com 0,02% de ácido fórmico (eluente A) e metanol acidificado com 0,02% de 

ácido fórmico (eluente B), bombeados a uma taxa de 1 mL min−1, empregando um gradiente 

de 0% até 100% B em 50 min e tempo adicional para limpeza do sistema de 50 min a 60 min 

com 100% B. A coluna foi mantida à temperatura ambiente e o volume de injeção da amostra 

foi de 10 μL. A coleta e o processamento de dados foram realizados utilizando o software LC 

Solution v. 1.25 (Shimadzu). 
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APÊNDICE B - RESULTADOS PRELIMINARES NO ESTUDO DA QUERCETINA 

B.1. Avaliação do potencial de limpeza do ECV 

Figura 9.11: Amperogramas obtidos pelo sistema do BIA-MPA com ECV para dez (n=10) injeções de 50 

µmol L─1 de quercetina em solução tampão fosfato 0,1 mol L−1 pH 6,0 água/etanol (80/20), volume de 

injeção 100 μL, velocidade de injeção da micropipeta programável 76,92 µL s─1 e 0,1 s como tempo de 

pulso aplicado. (A) potenciais + 0,3 V (potencial de oxidação), + 1,1 V (potencial de limpeza) e 0,0 

V (potencial de condicionamento) vs Ag/AgCl/KClsat, DPR= 8,19%; (B) potenciais + 0,3 V (potencial de 

oxidação), + 1,2 V (potencial de limpeza) e 0,0 V (potencial de condicionamento) vs Ag/AgCl/KClsat, DPR= 

7,63%; (C) potenciais + 0,3 V (potencial de oxidação), + 1,3 V (potencial de limpeza) e 0,0 V (potencial de 

condicionamento) vs Ag/AgCl/KClsat, 3,0 M, DPR= 0,70%; e (D) potenciais 0,3 V (potencial de oxidação), + 

1,4 V (potencial de limpeza) e 0,0 V (potencial de condicionamento) vs Ag/AgCl/KClsat  DPR= 0,65%. 
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Fonte: Autora do trabalho. 
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B.2. Avaliação de interferentes (BIA-MPA)  

Figura 9.12: Amperograma obtido pelo sistema BIA-MPA com ECV para injeções em triplicatas (n=3) 

contendo concentrações de 50 µmol L-1: (a) quercetina, (b) rutina, (c) catequina. Eletrólito suporte solução 

tampão fosfato 0,1 mol L−1 pH 6,0 água/etanol (80/20); volume de injeção: 100 μL, velocidade de injeção 

da micropipeta programável 76,92 µL s─1 e 0,1 s como tempo de pulso aplicado nos potenciais + 0,3 V, + 

1,3 V e 0,0 V vs Ag/AgCl/KClsat. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

Tabela 9.7: Efeito dos interferentes rutina e catequina na determinação da quercetina (ECV). 

 

Amostras 
[50 µmol L−1] 

Média das Correntes  
(µA) 

DPR  
% 

Quercetina 9,10 ± 0,03 0,34 
Rutina 0,72 ± 0,01 0,97 
Catequina 2,20 ± 0,01 0,46 
Quercetina e rutina 9,21 ± 0,05 0,51 
Quercetina e catequina 9,36 ± 0,02 0,22 
Quercetina, rutina e catequina 9,44 ± 0,03 0,34 

Fonte: Autora do trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



136 
APÊNDICE B  
 

 
Ribeiro, G. A. C 

Figura 9.13: Amperograma obtido pelo sistema BIA-MPA com ECV para injeções em triplicatas (n=3) de 

soluções contendo concentrações de 50 µmol L−1 de quercetina e diferentes concentrações de rutina: (a) 

quercetina; (b) quercetina e rutina 50 µmol L−1; (c) quercetina e rutina 100 µmol L−1; (d) quercetina e 

rutina 150 µmol L−1; (e) quercetina e rutina 200 µmol L−1; (f) quercetina e rutina 250 µmol L−1; (g) 

quercetina e rutina 300 µmol L−1. Eletrólito suporte solução tampão fosfato 0,1 mol L−1 pH 6,0 água/etanol 

(80/20); volume de injeção: 100 μL, velocidade de injeção da micropipeta programável 76,92 µL s─1 e 0,1 s 

como tempo de pulso aplicado nos potenciais 0,3 V, 1,3 V e 0,0 V vs Ag/AgCl/KClsat. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 

Tabela 9.8: Efeito da rutina em diferentes concentrações na determinação da quercetina (ECV). 

 

Amostras 
[µmol L−1] 

Média das Correntes  
(µA) 

DPR  
% 

Quercetina [50] 9,05 ± 0,02 0,25 
Quercetina [50] e rutina [50] 9,17 ± 0,03 0,32 
Quercetina [50] e rutina [100] 9,23 ± 0,02 0,27 
Quercetina [50] e rutina [150] 9,27 ± 0,02 0,26 
Quercetina [50] e rutina [200] 9,31 ± 0,03 0,28 
Quercetina [50] e rutina [250] 9,42 ± 0,03 0,35 
Quercetina [50] e rutina [300] 6,40 ± 3,34 52,15 

Fonte: Autora do trabalho. 
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Figura 9.14: Amperograma obtido pelo sistema BIA-MPA com ECV para injeções em triplicatas (n=3) de 

soluções contendo concentrações de 50 µmol L−1 de quercetina e diferentes concentrações de catequina: 

(a) quercetina; (b) quercetina e catequina 50 µmol L−1; (c) quercetina e catequina 100 µmol L−1; (d) 

quercetina e catequina 150 µmol L−1; (e) quercetina e catequina 200 µmol L−1. Eletrólito suporte solução 

tampão fosfato 0,1 mol L−1 pH 6,0 água/etanol (80/20); volume de injeção: 100 μL, velocidade de injeção 

da micropipeta programável 76,92 µL s─1 e 0,1 s como tempo de pulso aplicado nos potenciais + 0,3 V, + 

1,3 V e 0,0 V vs Ag/AgCl/KClsat. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 

Tabela 9.9: Efeito da catequina em diferentes concentrações na determinação da quercetina (ECV). 

 

Amostras 
[µmol L−1] 

Média das Correntes  
(µA) 

DPR  
% 

Quercetina [50] 9,00 ± 0,02 0,23 
Quercetina [50] e catequina [50] 9,15 ± 0,03 0,27 
Quercetina [50] e catequina [100] 9,28 ± 0,03 0,28 
Quercetina [50] e catequina [150] 9,40 ± 0,02 0,32 
Quercetina [50] e catequina [200] 6,21 ± 3,38 54,45 

Fonte: Autora do trabalho. 
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B.3. Avaliação de interferentes na determinação da quercetina (BIA-AC) 

Figura 9.15: Amperograma obtido pelo sistema BIA-AC com ECI para injeções em triplicatas (n=3) 

contendo concentrações de 50 µmol L-1: (a) quercetina, (b) rutina, (c) catequina. Condições: Eletrólito 

suporte solução tampão fosfato 0,1 mol L−1 pH 6,0 água/etanol (80/20); volume de injeção: 100 μL, 

velocidade de injeção da micropipeta programável 76,92 µL s─1 e potencial 0,2 V vs ERP. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 

Tabela 9.10: Efeito dos interferentes rutina e catequina na determinação da quercetina (ECI). 

 
Amostras 

[50 µmol L−1] 
Média das Correntes  

(µA) 
DPR  

% 
Quercetina 6,52 ± 0,02 0,26 
Rutina 0,64 ± 0,01 1,56 
Catequina 1,58 ± 0,02 0,97 
Quercetina e rutina 6,61 ± 0,02 0,20 
Quercetina e catequina 6,66 ± 0,02 0,26 
Quercetina, rutina e catequina 6,78 ± 0,03 0,28 

Fonte: Autora do trabalho. 
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Figura 9.16: Amperograma obtido pelo sistema BIA-AC com o ECI para injeções em triplicatas (n=3) de 

soluções contendo concentrações de 50 µmol L−1 de quercetina e diferentes concentrações de rutina: (a) 

quercetina; (b) quercetina e rutina 50 µmol L−1; (c) quercetina e rutina 100 µmol L−1; (d) quercetina e 

rutina 150 µmol L−1; (e) quercetina e rutina 200 µmol L−1. Condições: Eletrólito suporte solução tampão 

fosfato 0,1 mol L−1 pH 6,0 água/etanol (80/20); volume de injeção: 100 μL, velocidade de injeção da 

micropipeta programável 76,92 µL s─1 e  0,2 V vs Ag (ERP). 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 

Tabela 9.11:  Efeito da rutina em diferentes concentrações na determinação da quercetina (ECI). 

 

Amostras 
[µmol L−1] 

Média das Correntes  
(µA) 

DPR  
% 

Quercetina [50] 6,46 ± 0,02 0,28 
Quercetina [50] e rutina [50] 6,54 ± 0,02 0,29 
Quercetina [50] e rutina [100] 6,62 ± 0,02 0,27 
Quercetina [50] e rutina [150] 6,66 ± 0,02 0,31 
Quercetina [50] e rutina [200] 4,52 ± 2,38 52,70 

Fonte: Autora do trabalho. 
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Figura 9.17: Amperograma obtido pelo sistema BIA-AC com o ECI para injeções em triplicatas (n=3) de 

soluções contendo concentrações de 50 µmol L−1 de quercetina e diferentes concentrações de catequina: 

(a) quercetina; (b) quercetina e catequina 50 µmol L−1; (c) quercetina e catequina 100 µmol L−1; (d) 

quercetina e catequina 150 µmol L−1. Condições: Eletrólito suporte solução tampão fosfato 0,1 mol L−1 pH 

6,0 água/etanol (80/20); volume de injeção: 100 μL, velocidade de injeção da micropipeta programável 

76,92 µL s─1 e potencial 0,2 V vs ERP. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 

Tabela 9.12: Efeito da catequina em diferentes concentrações na determinação da quercetina (ECI). 

 

Amostras 
[µmol L−1] 

Média das Correntes  
(µA) 

DPR  
% 

Quercetina [50] 6,51 ± 0,02 0,23 
Quercetina [50] e catequina [50] 6,62 ± 0,02 0,29 
Quercetina [50] e catequina [100] 6,75 ± 0,02 0,30 
Quercetina [50] e catequina [150] 4,41 ± 2,48 56,18 

Fonte: Autora do trabalho. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



141 
APÊNDICE B  
 

 
Ribeiro, G. A. C 

B.4. Avaliação de interferentes por HPLC na determinação de quercetina em extratos de 

plantas medicinais 

Figura 9.18: Cromatogramas registrados para solução dos extratos vegetais BU (A), VG (B) e AB-MA (C), 

da solução padrão de quercetina (D) e da solução de misturas de padrões (E) (catequina (1), quercetina (2) 

e rutina (3)) por detector de UV, 245 nm. 
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Fonte: Autora do trabalho. 

 
 

Os solventes de eluição foram 0,02% de ácido fórmico em água (eluente A) e 

0,02% de ácido fórmico em metanol (eluente B), a uma taxa de 1 mL min−1, empregando-se 

um gradiente de 5% a 100% de B em 50 min e tempo adicional para limpeza do sistema de 50 

min a 60 min com 100% B . A coluna foi mantida à temperatura ambiente e o volume de 

injeção da amostra foi de 10 μL. A coleta e o processamento de dados foram realizados 

utilizando o software LC Solution v. 1.25 (Shimadzu). 
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