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RESUMO

A grande procura da humanidade por meios que favorecam uma vida longa e sauddvel tem
impulsionado pesquisas por novas substancias capazes de satisfazer tais necessidades. Entre
estas substancias, destacam-se os compostos bioativos, 0s quais que apresentam diversas
funcdes bioldgicas, tais como: acdo antioxidante, anti-inflamatdria, protetor contra micro-
organismos patogénicos, inibidor do processo de carcinogénese, protecio contra a incidéncia
de raios ultravioleta, entre outras. Tais compostos, uma vez presentes na natureza ou em
varios produtos utilizados no cotidiano, demandam desafios direcionados ao desenvolvimento
de metodologias analiticas para a determinacdo de suas concentragdes. A maioria das técnicas
reportadas na literatura dependem de etapas iniciais de preparacdo das amostras que
demandam muito tempo, utilizam grande quantidade de reagentes (solventes) e os
equipamentos associados sao de custos elevados o que torna caro o custo final das andlises.
Portanto, se faz necessdrio desenvolver técnicas rdpidas, baratas e mais sensiveis. Neste
sentido, as técnicas eletroquimicas surgem como alternativas vidveis e promissoras. Assim, o
presente trabalho apresenta métodos simples, rdpidos e de baixo custo para determinagdo das
substincias bioativas catequina e quercetina utilizando a técnica de andlise por injecdo em
batelada com detec¢do amperométrica convencional (BIA-AC) fazendo uso de eletrodos de
carbono impresso (ECI), e empregando um eletrodo de carbono vitreo (ECV) com um sistema
BIA com detec¢ao amperométrica de pulsos multiplos (BIA-MPA). O método proposto BIA-
MPA ¢ baseado na aplicacio de trés potenciais de pulso (potencial de oxidacao, de limpeza e
de condicionamento) vs Ag/AgCl/KClsy, evitando a passivagdo por produtos de oxidagdo e
permitindo a quantificagdo. Os métodos propostos apresentaram resultados satisfatorios. O
BIA-MPA apresentou um intervalo linear de 20 a 100 pmol L' (R = 0,999), com limite de
detec¢io (LD) de 0,03 umol L' e limite de quantificagio (LQ) 0,10 umol L' que
possibilitou a determinagdo de catequina em amostras de chd verde e extratos de plantas
medicinais. A repetibilidade do método para injegdes sucessivas de catequina a 50 pmol L™
(n = 30) apresentou um desvio padrio relativo (DPR) de 0,85%. J4 o método BIA-AC na
determinacdo da catequina, mostrou um intervalo linear de 1 a 150 umol L' (R = 0,999), com

LD e LQ de 0,021 e 0,070 umol L™! e, a estabilidade do método foi avaliada com injecdes



il
sucessivas de 50 pmol L™! de catequina, apresentando um DPR = 1,03% (n = 30). Ambos os
métodos apresentaram taxa de amostragem de 120 injecdes por hora. Adicionalmente, a
determinacdo da quercetina usando o método BIA-MPA mostrou-se preciso (DPR de 0,74%;
n = 30), rapido (72 injecdes h™') com baixos LD (0,004 umol L") e LQ (10 umol L), e
utilizando o método BIA-AC também se mostrou preciso (DPR de 1,06%; n= 30) e rapido
(120 inje¢des h™!), com LD de 0,027 umol L' e LQ de 10 umol L™'. Ambos os métodos,
apresentaram intervalo linear de 10 a 150 pmol L™!. Aplicacdes destas metodologias na
determinacdo de quercetina em amostras de extratos das folhas das plantas medicinais
apresentaram resultados consistentes com os obtidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), com nivel de confianga de 95%. Os métodos propostos apresentaram
resultados favordveis como: baixo custo operacional, procedimento simples de preparo das
amostras (somente dissolucdo e diluicdo), boa frequéncia analitica, alta precisdo, baixo
consumo de reagente e amostras e, consequentemente, geracdo de pequena quantidade de
residuos por andlise. Adicionalmente, as caracteristicas de portabilidade dos sistemas BIA,

permitem serem aplicados em andlises no campo.

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

vitreo. Eletroquimica.
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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 / KClsy, 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 pmol L' (R = 0.999), with a detection limit (LD) of 0.03 umol L™ and a limit of
quantification (LQ) of 0.10 pmol L™ 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 umol L™! (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 umol L™! (R
=0.999), with LD and LQ of 0.021 and 0.070 umol L™ and the stability of the method was
evaluated with successive injections of 50 umol L' 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™") with low LD (0.004 umol L") and LQ ( 10 umol L™"). The application of BIA-
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AC method was also accurate (1.06% DPR; n = 30) and fast (120 injections h™!), with LD of
0.027 umol L ™" and LQ of 10 umol L. Both methods presented linear range from 10 to 150
umol L', 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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Figura 8.7: Avaliacdo do volume de injecdo (10 - 200 puL) obtidos pelo sistema BIA com
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Figura 9.1: Amperogramas obtidos pelo sistema do BIA-MPA com ECV para dez (n=10)
injecdes de 50 pmol L' de catequina em solucdo tampdo acetato 0,1 mol L™!, pH 4,5, volume
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Figura 9.4: Amperograma obtido pelo sistema BIA-MPA com ECV para injecdes em
triplicatas (n=3) de solucdes contendo concentragdes de 50 umol L ™! de catequina e diferentes
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e quercitrina 200 pmol L!; (f) catequina e quercitrina 250 umol L™!; (g) catequina e
quercetina 300 umol L™!; (h) catequina e quercetina 350 pmol L™!; (i) catequina e quercetina
400 umol L™!; (j) catequina e quercitrina 450 umol L™!; (k) catequina e quercitrina 500 umol
L!; (1) catequina e quercitrina 1000 pmol L™'. Condi¢des: solucdo tampio acetato 0,1 mol
L', pH 4,5; volume de inje¢do: 100 pL; velocidade de inje¢do da micropipeta programédvel
76,92 uLL s'e 0,1 s como tempo de pulso aplicado nos potenciais 0,4 V, 1,4 Ve 0,0 V vs
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rutina 350 umol L™!; (i) catequina e rutina 400 umol L!; (j) catequina e rutina 500 umol L',
Condicoes: solucdo tampdo acetato 0,1 mol L™, pH 4,5; volume de injecio: 100 uL,
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(3)) por detector de UV, 270 NIML ...cceeeeiiiiiiiiiieeeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeeiireeeeeeeeeeesierareeeeeeeessnnnns 129
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Figura 9.8: Amperograma obtido pelo sistema BIA-AC com eletrodo de ECI para inje¢cdes em
triplicatas (n=3) de solu¢des contendo concentracdes de 50 umol L™! de catequina e diferentes
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Figura 9.11: Amperogramas obtidos pelo sistema do BIA-MPA com ECV para dez (n=10)
injecdes de 50 umol L™! de quercetina em solucdo tampdo fosfato 0,1 mol L™! pH 6,0
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(potencial de oxida¢do), + 1,1 V (potencial de limpeza) e 0,0 V (potencial de
condicionamento) vs Ag/AgCl/KCls,, DPR= 8,19%; (B) potenciais + 0,3 V (potencial de
oxidacdo), + 1,2 V (potencial de limpeza) e 0,0 V (potencial de condicionamento) vs
Ag/AgCl/KClsa, DPR= 7,63%; (C) potenciais + 0,3 V (potencial de oxidacdo), + 1,3 V
(potencial de limpeza) e 0,0 V (potencial de condicionamento) vs Ag/AgCl/KCls, 3,0 M,
DPR= 0,70%; e (D) potenciais 0,3 V (potencial de oxidacdo), + 1,4 V (potencial de limpeza) e
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Figura 9.17: Amperograma obtido pelo sistema BIA-AC com o ECI para inje¢cdes em
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VOQ Voltametria de onda quadrada
VPD Voltametria pulso diferencial
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1. INTRODUCAO

A crescente prevaléncia de doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) como
cancer, doencas cardiovasculares e inflamatdrias, tem levado ao aumento do interesse no
consumo de alimentos ricos em substancias bioativas, que promovem beneficios a saide e
contribuem para o bem-estar do consumidor (BAHRI et al., 2019). E, segundo Patil e
colaboradores (2009) substancias bioativas sdo, principalmente, os metabdlitos secundarios,
presentes no reino vegetal e animal que sdo vitais para a manutencao da saide humana. Essas
substancias podem ser encontradas em vdrias partes das plantas, tais como: folhas, caule, flor,
fruta e raiz (ALARA et al., 2019), sendo responsaveis pelo crescimento, reproducio e defesa
natural das plantas. Neste grupo de metabdlitos, estdo envolvidos compostos nitrogenados,
como: alcaloides, aminas, aminodcidos, glicosideos, glicosinolatos e lectinas e ndo
nitrogenados, como os terpenoides, saponinas, flavondides, antocianinas, taninos, dcidos
fendlicos, lignanas, ligninas e poliacetilenos (AZMIR et al., 2013; BRAZ-FILHO, 2010).

Desde os primérdios da histéria da humanidade ha relatos mostrando que o
homem sempre utilizou plantas na cura de doencas. Entretanto, foi apenas no inicio do século
XIX que Sertiirnerse isolou a morfina do 6pio, sendo esta considerada a primeira substancia
bioativa (PARTINGTON, 1989). A partir deste fato, cresceu consideravelmente o interesse no
isolamento de novos compostos naturais apresentando bioatividade. Muitos destes compostos
tém a capacidade de alterar reacdes quimicas e enzimdticas podendo, portanto, desempenhar
diversos papéis em beneficio da saide humana (ALARA et al., 2019).

Dentre as substancias bioativas, aquelas com agdo antioxidante, como as
vitaminas e os compostos fendlicos, tém atraido grande interesse por seus efeitos
comprovados na protecdo contra o estresse oxidativo (BAHRI et al., 2019; PEREZ-JIMENEZ
& SAURA-CALIXTO, 2006; D'ANDREA, 2015). As substincias antioxidantes sdo
moléculas que desaceleram ou previnem reacdes oxidativas por participarem da etapa de
terminacdo da cadeia de reagdes oxidativas. Desta forma, os antioxidantes sdo capazes de
prevenir ou retardar os efeitos deletérios da oxidacdo, inibindo o efeito da lipoperoxidacao,
sequestrando radicais livres e/ou quelando fons metélicos. Eles protegem o organismo de
espécies reativas de oxigénio que podem levar a doengas como o cancer e doengas
cardiovasculares (EBUN & SANTOSH, 2011).

A andlise para determinagdo de substincias bioativas é complexa e longa, ja que
geralmente os compostos presentes em menor propor¢do na planta sdo os que apresentam
melhores efeitos biologicos (BAHRI et al, 2019). A estratégia mais utilizada para

desenvolver os procedimentos analiticos na determinacdo desses compostos tem sido
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INTRODUCAO .
facilitada pela aplicacio de metodologias compreendendo etapas de extracdo e pré-
concentracdo, eliminacdo de interferentes, deteccdo e quantificacdo dos analitos. Neste
contexto, a maioria das metodologias analiticas reportadas na literatura para determinacdo de
substancias bioativas € baseada em métodos cromatograficos (BARBA et al., 2006; VINAS 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,
andlises com estas técnicas comentadas anteriormente, na maioria das vezes apresentam
inconvenientes frente a outras ferramentas analiticas, tais como: elevado custo na aquisi¢ao
dos equipamentos e servigos de manutencao, utilizacao de reagentes de alto custo onerando as
andlises de rotina, baixa frequéncia analitica devido aos macante e recorrentes tratamentos de
amostras, complexidade de operacdo requerendo mao-de-obra qualificada, além da geracdo de
residuos exigindo controle mais complexo e dispendioso dos efluentes para que ndao haja
impacto ambiental (BACKES et al., 2017; GHOLIVAND et al., 2012).

Dessa forma, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos mais rapidas, de
baixo custo e com menos geracdo de residuos que possibilitem sanar ou ainda diminuir as
problematicas citadas acima (GIMENES et al., 2015). Entre as alternativas possiveis, os
métodos eletroanaliticos surgem como alternativa promissora, por apresentarem vantagens
como: baixos limites de detec¢do e quantificacdo, a possibilidade de miniaturizagdo do
sistema de detec¢do, custos de instrumentacdo e andlise reduzidos, além de boa seletividade,
exigindo apenas processos de dissolucdo e dilui¢do no preparo das amostras (GIMENES et
al,, 2015; QUINTINO & ANGNES, 2004; BARSAN et al., 2011). Todavia, as técnicas
eletroanaliticas, podem apresentar problemas associados a reprodutibilidade entre as andlises,
o que dificulta sua aceitacdo pelas indistrias e 6rgaos regulamentadores. Por outro lado, a
utilizag@o dessas técnicas associadas a sistemas de fluxo podem contornar este inconveniente,
tornando-se ainda mais interessantes € promissores em andlise de rotina e no controle de
qualidade de industrias (BACKES et al., 2017; DOS SANTOES et al., 2009).

Deste modo, a injecdo em fluxo associada a um sistema de detec¢do eletroquimica
vem adquirido grande importéncia, pois tem apresentado 6timos resultados em determinagdes
de matrizes complexas bioldgicas, ambientais e farmacos conforme ja 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 Andlise por Injecdo em Fluxo, denominada de FIA (do inglés: Flow
Injection Analysis) é muito utilizada em anélises de dgua, de produtos farmacéuticos e no

controle de processos industriais garantindo maior precisdo do que operagdes manuais como
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INTRODUCAO
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 injecdo de pequenas quantidades da amostra em solu¢do, dentro de um percurso
analitico contendo um reagente adequado. Apds a injecdao, a amostra € transportada até o
detector por um fluxo carregador nao segmentado, que pode ser o proprio reagente ou uma
solucdo quimicamente inerte, onde o sinal analitico € detectado e registrado.

Uma outra técnica inovadora, a qual representa uma maneira alternativa de
realizar testes rdpidos em substituicdo ao FIA, € a andlise por injecdo em batelada (BIA, do
inglés, 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 injecdes dos pequenos
volumes do padrao ou do analito que se deseja determinar diretamente sobre a superficie do
eletrodo de trabalho (configuragdo wall-jet) que permanece imerso em um grande volume de
eletrdlito de suporte, de maneira que ao se injetar a amostra sejam imediatamente diluidos
apds a obtencdo do sinal transiente, possibilitando assim, diversas injecdes consecutivas
(BACKES et al., 2017). A técnica de BIA mantem as caracteristicas analiticas do sistema FIA
e apresenta vantagens com relacdo a menor geracdo de volume de residuos e nao dispde a
necessidade da utilizacdo de injetores e bombas (QUINTINO & ANGNES, 2004).

A metodologia BIA € versitil e promissora para o estudo de processos
tecnolégicos em uma variedade de campos de pesquisa, e tem sido escolhida por suas
vantagens como rapidez de andlise, simplicidade do sistema, sensibilidade, repetibilidade,
possibilidade de se trabalhar com baixos volumes de reagentes e amostras e manipulagao
minima da amostra (dilui¢do no eletrdlito). Além de permitir a construcdo de dispositivos
simples, portdteis e que possibilitam o monitoramento rdpido diretamente no campo
(SHAIDAROVA et al., 2016; GIMENES et al., 2015; QUINTINO & ANGNES, 2004).

Do exposto acima, a presente Tese visa o desenvolvimento, otimizacdo e
aplicacdo de procedimentos eletroanaliticos para determinacdo das substancias bioativas
catequina e quercetina utilizando a técnica de andlise por injecdo em batelada (BIA) com
deteccdo eletroquimica associando o uso de eletrodo de carbono vitreo e eletrodo de carbono

1mpresso.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Substancias Bioativas

Por milhares de anos produtos de origem vegetal, animal e mineral foram as
principais fontes de recursos terapéuticos disponiveis ao homem. Nas ultimas décadas o ser
humano tem manifestado um interesse crescente pelo seu bem-estar e qualidade de vida,
motivando a comunidade cientifica a procurar e identificar substancias, naturais ou sintéticas,
potencialmente benéficas para o organismo (GURIB-FAKIM, 2006; FARAH &
DONANGELO, 2006).

Pesquisas por novas substincias naturais bioativas t€ém aumentado
significativamente nos ultimos anos e os seus diversos beneficios a saide 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 agronegécio de
origem vegetal, sdo geradas grandes quantidades de subprodutos (MARALIS 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 substdncias bioativas
(RUBILAR et al., 2007).

Dentre as substancias bioativas, os compostos fendlicos tém recebido atencdo da
comunidade cientifica por seus numerosos efeitos biolégicos, como sequestro de espécies
reativas de oxigénio, modulacdo da atividade de algumas enzimas especificas, inibicdo da
proliferacdo celular, bem como por seu potencial como agente antibidtico, antialergénico e
anti-inflamatério (HORST & LAJOLO, 2009). Além disso, sdo efetivos doadores de
hidrogénio e essa capacidade antioxidante é dependente do ndmero e da posicdo dos
grupamentos hidroxilas e sua conjugacdo (PATIL et al., 2009; NEWMAN & CRAGG, 2012).

Os compostos fendlicos ou polifendis podem ser definidos quimicamente como
substancias que possuem pelo menos um anel aromdtico contendo um ou mais grupos
hidroxila (EBUN & SANTOSH, 2011; MARAIS et al., 2006). Estes sdo comumente
encontrados nos frutos e hortali¢cas, nas formas livre e associada a polissacarideos de parede
celular através de ligacdo de hidrogénio entre os grupos hidroxilas dos compostos fendlicos e
os dtomos de oxigénio dos acticares dos polissacarideos (PINELO et al., 2006; PEREZ-
JIMENEZ & SAURA-CALIXTO, 2006; KUSKOSKI & ASUERO, 2005).

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

se uns aos outros, os polifendis podem ser classificados em dois grandes grupos: ndo
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-flavondides e os flavondides. O grupo dos ndo-flavondides inclui, entre outras classes, os
acidos fendlicos e os estilbenos. Os flavondides constituem o grupo mais abundante que
engloba diferentes subclasses de compostos tais como flavons, flavonas, flavanonas,
catequinas, isoflavonas, antocianidinas, di-hidroflavonéis e chalconas (D'ANDREA, 2015;
EBUN & SANTOSH, 2011).

Os flavondides sdo pigmentos naturais que apresentam milhares de substancias
derivadas de plantas, frutas, verduras, sementes e flores que compartilham um esqueleto
comum de fenilcromano. Sua estrutura bésica consiste de dois anéis aromadticos interligados
via cadeia heterociclica do pirano, que apresentam 15 dtomos de carbono distribuidos em 3
anéis denominados A, B e C (Figura 2.1) (D'ANDREA, 2015; MEDVIDOVIC-KOSANOVIC
et al, 2010; MARAIS et al., 2006). Conforme o estado de oxidacdo e o perfil de substitui¢des
do anel C (pirano), permite vérias estruturas de diferentes substituicdes (PATEL et al., 2018;

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

Figura 2.1: Estrutura basica dos flavonoéides com os respectivos anéis aromaticos A, B e C.

Fonte: Autora do trabalho.

A atencdo nos flavondides tem se expandido nas ultimas décadas apds a
publicacdo de estudos epidemioldgicos mostrando uma conexdo direta entre a ingestdo de
flavondis, sendo reduzida a ocorréncia e taxa de mortalidade de distirbios cardiacos e
doencas relacionadas ao cancer (PATEL et al.,, 2018; D'ANDREA, 2015; EBUN &
SANTOSH, 2011).

Na natureza existe uma elevada variedade flavondides que apresentam uma
grande diversidade estrutural que estdo presentes em diversos alimentos dentre estes
destacam-se: catequina, quercetina, quercitrina e rutina que tem atraido interesse de diversos

pesquisadores nas suas determinacdes e quantificacdes devido as diversas funcdes benéficas
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que desempenham no organismo humano (NEWMAN & CRAGG at al, 2012;
MEDVIDOVIC-KOSANOVIC, 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), ¢ um fitonutriente que pertence a familia dos flavandides e sdo constituidas por um anel
floroglucinol (A), um anel catecol (B), um anel piranico (C) e apresenta hidroxilas ligadas aos
carbonos 3, 5, 7, 4 e 5° (Figura 2.2) (MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al., 2010). Possui
centros quirais, dos quais resultam 4 isdmeros: (+), (-)-catequina e (+), (-) epicatequina. Na
natureza os isdOmeros mais abundantes sdo a (+)-catequina e a (-)-epicatequina. Sao
amplamente distribuidas em plantas, frutas e bebidas, incluindo chd verde, chd preto, vinho
tinto, magas 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 estdo relacionados com sua atividade antioxidante. Um deles € a presenca do
grupo catecol (anel B), responsével pela formacdo de radical fenoxil estdveis apds a doacdo
do dtomo de hidrogénio (MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al, 2010; DUFRESNE &
FARNWORTH, 2001).

A literatura apresenta diversos estudos que mostram os beneficios do consumo
continuo da catequina e enfatizam a importancia de suas determinacdes, como o trabalho
realizado por Dufresne e Farnworth (2001) estudaram que o consumo continuo de chds verde
e preto, que apresentam como componentes majoritirios as catequinas, auxiliam na prevengao
e tratamento de diversas doencgas cronico-degenerativas, incluindo o cancer, doencgas

cardiovasculares, diabetes, a prevencdo de dano ao DNA, devido a oxidacdo e a melhoria do
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fluxo sanguineo e da fun¢do hepética. Youdim e Joseph (2001) demonstraram que as
catequinas protegem os neurOnios e células hepdticas contra os danos dos radicais livres
gerados durante isquemia.

Mandel e colaboradoes (2006) estudaram o uso da catequina como acdo anti-
inflamatodrias, prevencdo de doencas neuroldgicas e atividades quelantes eliminadoras de
radicais livres. Singh e Katiyar (2011) investigaram o uso da catequina como inibidora da
radiacdo ultra-violeta que causa cancer na pele e reduz o nivel de colesterol por inibir a
peroxidacdo das lipoproteinas. Baranowska et al. (2018a) avaliaram o potencial da atividade
antioxidante das catequinas e concluiram que doses em concentracdes adequadas de
catequinas mantém 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
metastdtico com base em nanocomplexos de metal lantanideo samdrio (Sm**) e catequinas, e
os resultados revelaram que a administracdo dos nanocomplexos satisfazem um tratamento do
melanoma em estdgio avangado, sendo observado a diminuicdo do volume do tumor e a

metastase do melanoma.

2.1.2. Quercetina

A substancia bioativa quercetina (3,3 ', 4', 5,7-penta-hidroxiflavona) pertence a classe
dos flavondis que apresenta mais de 4000 compostos fendlicos vegetais disponiveis, cujo
isolamento e reconhecimento bioldgico foram descritos pela primeira vez por Szent-Gyorgyi
(1936). E um dos flavonéis dietéticos mais abundantes encontrados em frutas (principalmente
citricas), vegetais de folhas verdes, em sementes, trigo mourisco, nozes, flores, cascas,
brécolis, azeite, macas, cebolas, chd 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 hidroxilicos e fendlicos, possui uma ligacdo dupla entre os
carbonos 2 e 3, substituintes hidroxilas nos carbonos 3, 5, 7, 3°, 4’ e grupo cetona na posi¢cao
4. Estes grupos garantem a quercetina uma acdo antioxidante com importante potencial
terapéutico, devido a sua capacidade de eliminacdo de radicais livres especificamente o
superdxido e hidroxila, considerados espécies reativas do oxigénio de grande reatividade

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

Ribeiro, G. A. C.


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

33
REFERENCIAL TEORICO

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 prevengdao de osteoporose, certos tipos de melanoma,
doencas pulmonares e cardiacas, e ainda contra o envelhecimento precoce (MI et al., 2010;
TIEPPO et al., 2007; TOKYOL et al., 2006), vérias pesquisas tém sido realizadas com o
intuito de comprovar tais efeitos farmacoldgicos, bem como possiveis propriedades
toxicoldgicas deste flavondide (MI et al., 2010).

Erden e Kahrman (2000) estudaram a acdo da quercetina em bloquear a
peroxidacdo lipidica celular por meio da depuracdo dos radicais livres e/ou quelacdo dos
metais de transicdo presentes no meio. Foi observado que a administracdo de uma solugao
contendo quercetina induziu a diminuicdo dos niveis de malondialdeido, um dos produtos
gerados durante a peroxidagao lipidica em ratos que foram submetidos a radiagdo ultravioleta.
Concomitantemente foi verificado a potencializacao na atividade de enzimas antioxidantes e
catdlise no figado.

Tan e colaboradores (2003) evidenciaram que a quercetina inibiu a proliferacao,
migracdo e formagdo in vitro do tubo de células endoteliais, além de promover atividade
antiangiogénica in vivo. Tais resultados sugerem que o constante consumo de alimentos ricos
em quercetina pode ser benéfico na prevengdo e controle de alguns tipos de cancer.

Patel et al. (2018) apresentaram em seu artigo de revisao estudos com a utilizacao
da quercetina no tratamento como agente anti-inflamatério (CHUN et al., 2008), redutor da
pressdao arterial (EDWARDS et al., 2007), acdo cardioprotetora (protege contra a
aterosclerose, estresse oxidativo, cardiotoxicidade, disfuncdo das células endoteliais,

insufici€éncia cardiaca) testados tanto ex vivo quanto in vivo (BONDONNO et al., 2015),
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inibe a acumulacdo de gordura na maturacdo de células de gordura humana e,
simultaneamente, desencadeia a apoptose (destruicdo programada) em células de gordura
existente (AHN et al., 2008); previne distirbios neurodegenerativos (como doenca de
Alzheimer e Parkinson) (CHOI et al., 2012). Yan, et al. (2019) também avaliaram o efeito
neuroprotetor nas células expostas a privacao de oxigénio. O estudo resultou na melhoria do
dano celular neuronal na anoxia cerebral.
E importante ressaltar que a quercetina é considerada um dos bioflavondides mais
utilizados no tratamento de distirbios metabdlicos e inflamatérios, sendo pouco soldvel em
dgua quente, bastante solivel em 4lcool e lipidios e é insolivel em 4gua fria que resulta na

fraca absorc¢do limitando seu potencial na aplica¢do clinica (WANG et al., 2012).

2.1.3. Quercitrina

A quercitrina (quercetina-3-O-ramnosideo) (Figura 2.4) € um glicosideo de cor
amarela formado a partir do flavonoide quercetina e da desoxirribose, acticar ramnose, € pode
ser obtido a partir do chd do trigo mourisco e da casca de diferentes espécies de carvalhos

(FABJAN, et.al, 2003).

Figura 2.4: Estrutura molecular da quercitrina.

OH

Fonte: Autora do trabalho.

Na literatura contém estudos enfatizando os efeitos biologicos com uso da
quercitrina como o estudo proposto por Gomez-Florit et. al. (2016) que propuseram um
implante dentdrio utilizando nanoparticulas de quercitrina e titdnio, observaram com o

estudo, que diminuiu a adesdo bacteriana, enquanto aumentou a adesdo de fibroblastos
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gengivais humanos. Além disso, o estudo demonstrou aumento nos niveis de coldgeno e
reduziu a inibicdo de enzimas, tais resultados sugerem que as superficies dos implantes
poderiam melhorar o desempenho dos implantes dentérios, integracdo de tecidos duros e
moles ao redor do implante, aumentando a vida qtil e diminuindo o risco de periimplantite
que se apresenta como a principal causa de faléncia de implante de coroa oral com uma
prevaléncia na ordem de 10% para os implantes e 20% para os implantes pacientes até 5-10
anos apos a colocagdo do implante (MOMBELLI et al., 2012).
Satué e colaboradores (2013) estudaram o uso da quercitrina como regeneracao
Ossea e os resultados demonstraram efeitos benéficos no metabolismo dsseo se mostrando um
potente estimulador da diferenciacdo dos osteoblastos. Donder et al. (2018) realizaram
estudos com ratos avaliando a acdo da quercitrina como antiinflamatéria e protetora da
mucosa intestinal, o tratamento com quercitrina pode ser usado como alternativa de
tratamento na doenca inflamatéria intestinal, devido a sua eficicia na prevencdo da
translocacdo bacteriana e na supressao do processo de colite. Afirmam ainda, que a

quercitrina funciona como um antioxidante contra lesdes cutaneas induzidas UVB.

2.1.4.. Rutina

O composto bioativo rutina (3,3’,4’,5,7-pentahidroxiflavone-3-rhamnoglucoside)
pertencente também a classe dos flavondides possui como estrutura basica, uma molécula de
quercetina, ligada a duas moléculas de glicose, sendo elas respectivamente, uma glicose e
uma ramnose substituintes na posi¢do 3 do anel pirano (Figura 2.5) (KHALIFA et al., 1983).
E, assim como a catequina, a quercetina, quercitrina e demais flavondides, a rutina pode ser
encontrada em diversos alimentos presentes em nosso cotidiano como em frutas, vegetais,
chds, magas, feijao, tomate, plantas em geral, entre outros (NEWMAN & CRAGG at al.,
2012; LIN et al., 2018).
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Figura 2.5: Estrutura molecular da rutina
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Fonte: Autora do trabalho.

A rutina tem sido estudada por varios autores, que buscam elucidar suas possiveis
acOes e funcionalidades (dessa forma, € possivel encontrar na literatura alguns estudos em que
a atua de forma benéfica no combate, preven¢do ou melhora de doencas) como podemos citar
o trabalho de Guardia et al. (2001) apresentaram um estudo em ratos, avaliando a ag¢do anti-
inflamatéria da rutina e obteve 6timo efeito, quando testada no tratamento de artrite em
modelo experimental, com reducao de até 100% nas lesOes observadas.

Abdel-Raheem (2010) estudou o efeito gastroprotetivo para ulceras e lesdes
géstricas, afirmando que o consumo continuo da rutina inibe a infiltracio de neutréfilos e
modula a produgdo de 6xido nitrico na mucosa géstrica. Hao et al. (2012) estudaram os efeitos
preventivos da rutina no desenvolvimento de nefropatia diabética experimental em ratos e
concluiram que a rutina diminuiu significativamente os niveis de glicose no sangue e a
intensidade do estresse oxidativo. Lin et al. (2018) apresentam em seu estudo que o consumo
continuo da rutina diminui significativamente a possibilidade de infarto, atenua a disfun¢do
cardiaca e regula positivamente os sistemas antioxidantes no coragdo, apresentando potencial

para o tratamento do estresse oxidativo e doencas miocdrdicas.
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Diante dos diversos beneficios que o consumo dos flavondides apresentam, € de
suma importancia o desenvolvimento de técnicas para suas determinacdes e quantificacdes,
pois o consumo excessivo destes acarretam em desequilibrio ao organismo, se tornando
prejudicial (LIN et al., 2018; BARANOWSKA et al., 2018; PATEL et al., 2018). Dentre as
alternativas possiveis para determinagdo e quantificacdo de substancias bioativas, encontram-

se 0os métodos eletroanaliticos.

2.2. Métodos eletroanaliticos

A eletroanalitica compreende um grupo de métodos analiticos baseados na
propriedade elétricas e quimicas de um analito em solucdo (BARSAN et al., 2015; DAGO et
al., 2015; XU et al., 2015). Estes métodos possibilitam o estabelecimento de relacdes diretas
entre a concentracdo do analito e alguma propriedade elétrica e quimica como corrente,
potencial, condutividade, resisténcia ou carga, que sdo utilizadas no desenvolvimento de
metodologias analiticas com aplicacdes nos seguimentos farmacé€utico, biotecnolédgico,
alimenticio, de combustivel, 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 eletroanaliticos
para determinagdo de substancias bioativas como pode ser citado o trabalho realizado por
Oliveira et al. (2016a) que usaram deteccado amperométrica para determinagdo da astaxantina
em amostras de salmdo, empregando um eletrodo de carbono vitreo para a oxidacdo
eletroquimica do composto bioativo. TANG et al. (2019), que usaram a voltametria de pulso
diferencial para desenvolver uma metodologia sensivel e seletiva empregando o eletrodo de
grafeno modificado com nanoparticulas de ouro para a determinag@o de luteolina em cascas
de amendoim. SHI et al. (2019) desenvolveram uma metodologia utilizando a voltametria
ciclica e voltametria de pulso diferencial para deteccio do acido caféico, empregando
eletrodos de carbono vitreo modificados com nanocristais de PtCu. .

Dentre as vantagens da utilizagdo das técnicas eletroanaliticas podemos citar o
menor consumo de reagentes e de residuos gerados, quando comparada a outras técnicas, pois
o analito interage diretamente com a superficie do eletrodo. Além disso, a aparelhagem ¢é
relativamente barata em relagdo a outras técnicas instrumentais, € ha a disponibilidade utilizar
instrumentos portateis, extremamente uteis para aplicacoes em campo (DAGO et al., 2015;

BARSAN et al., 2015; QUINTINO & ANGNES, 2004).
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Para a realizacdo das medidas eletroquimicas é necessdrio o uso de um sistema
eletroquimico semelhante ao descrito na Figura 2.6 que inclui uma célula eletroquimica (a),
na qual € inserida, por um orificio (c) na tampa da célula, uma solucdo de eletrdlito suporte
(b), contendo ou ndo o analito, bem como um conjunto de eletrodos, sendo estes: eletrodo de
referéncia (ER) (d), eletrodo auxiliar (EA) (e) e eletrodo de trabalho (ET) (f). Estes
componentes sdo conectados a um potenciostato (g) o qual permanece interfaceado a um
computador e equipado com o software adequado, que realiza o controle das varidveis da
técnica eletroquimica e registra os resultados obtidos (BACKES et al., 2017; MEDVIDOVIC-
KOSANOVIC et al, 2010; QUINTINO; ANGNES, 2004).

Figura 2.6: Sistema convencional para medicoes eletroquimicas

Fonte: Autora do trabalho.

As medidas eletroquimicas contam com uma grande variedade de eletrodos de
trabalho incluindo eletrodos de pasta de carbono, de carbono vitreo, grafite, mercurio, ouro,
cobre, entre outros, que podem ser utilizados com ou sem modificagcdes em suas superficies
(LASCHI et al., 2006; NASCIMENTO & ANGNES, 2008; MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et
al., 2010). Dentre estes, o uso do carbono vitreo como eletrodo de trabalho tem atraido
interesse da comunidade académica, pois este apresenta caracteristicas como baixa corrente
residual sobre uma faixa de potencial em meio aquoso, em solventes organicos e inorganicos,

baixa porosidade e a alta sensibilidade (OLIVEIRA et al., 2016a).
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A literatura apresenta autores que estudaram o eletrodo de carbono vitreo para
determinar diferentes compostos (ou analitos). Medvidovi¢-Kosanovi¢ et al. (2010) estudaram
as propriedades eletroquimicas da catequina, quercetina e rutina. Ferreira et al. (2012)
estudaram a determinacao de ciclopirox em amostras farmacéuticas. Oliveira e colaboradores
(2016b) estudaram o sistema eletroquimico com deteccdo amperométrica para determinacao
do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). Shaidarova et al. (2016) eletrodepositaram 6xido de
ferro e iridio na superficie do eletrodo de carbono vitreo e mostraram a atividade catalitica
para a oxidagdo da cafeina.

Outro eletrodo que vem se destacando € o chamado eletrodo impresso (do inglés
"screen-printed electrode") por apresentar caracteristicas desejaveis que combina a facilidade
de montagem com uma O6tima relagdo de custo-beneficio, além da possibilidade de serem
descartdveis, pequenos, portateis e de facil operacao (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 responsavel pela defini¢io de uma
area de contato elétrico interligado a drea 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 tipico com os trés eletrodos

acoplados: trabalho (ET), referéncia (ER) e eletro auxiliar (EA).
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Trabalho
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Referéncia

Auxiliar -
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Conector do
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Fonte: dropsens.com.

Os eletrodos impressos sao dispositivos que apresentam alta sensibilidade,
estabilidade, precisdo, resposta rapida, facilidade de uso e robustez (NASCIMENTO &

ANGNES, 2008), por isso, na literatura, sdo encontrados muitos estudos que utilizam estes
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eletrodos com e sem modificacdes em suas superficies para diversas aplicagdes, tais como:
eletrodo impresso a base de ouro para deteccao de metais pesados (LASCHI et al., 2006) e
deteccdo de cromo IV (MISCORIA et al., 2014); determinacao rdpida e simples de citrato de
sildenafila (viagra e genéricos) utilizando eletrodos de carbono impressos (BACKES et al.,
2017); eletrodo impresso com superficie modificada com nanotubos de carbono e grafeno
para determinacao de fitoquelantinas em plantas (DAGO et al., 2015), entre outros.

A otimiza¢do da metodologia para utilizacdo das técnicas eletroquimicas deve
buscar melhor desempenho, levando em consideracdo parametros como, sensibilidade e
reprodutibilidade do sinal obtido. Tratando-se de técnicas para o propdsito de determinacao de
diversos compostos, o sinal analitico deve fornecer baixos desvios, apresentando uma alta
versatilidade de aplicacdes tanto utilizando eletrodos convencionais quanto na forma de
eletrodos impressos (DAGO et al., 2015; NASCIMENTO & ANGNES, 2008).

Dentre as técnicas eletroquimicas mais utilizadas, destacam-se a voltametria linear
(VL), a voltametria ciclica (VC), as voltametrias de pulso (onda quadrada - VOQ, pulso
diferencial - VPD), a amperometria (potencial constante) e a amperometria de multiplos
pulsos (MPA) (do inglés multiple amperometric detection). Nas secdes posteriores serd dada
énfase apenas as técnicas eletroquimicas (voltamétricas e amperométricas) que foram

empregadas nesta tese.

2.2.1. Técnicas voltamétricas

As técnicas voltamétricas compreendem um grupo de métodos eletroquimicos nos
quais as informagdes sobre o analito sao obtidas por meio de medidas de correntes em fungao
do potencial aplicado e em condicdes que estimulam a polarizacdo de um eletrodo de trabalho
(SKOOG et al., 2002). E aplicada uma diferenca de potencial no ET em rela¢io ao ER. Como
resposta a esta perturbacdo, a corrente flui entre o ET e EA, sendo entdo registrada. Em
funcdo do tempo, o potencial aplicado pode ser constante (amperometria) ou varidvel
(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 € um tipo particular de voltametria, a qual foi proposta pelo quimico
tchecoslovaco Jaroslav Heyrovsky no inicio dos anos 1920 (Skoog, 2002). A polarografia que
¢ ainda um ramo importante da voltametria, difere dos outros tipos de voltametria porque o
microeletrodo tem a forma de um eletrodo gotejante de mercirio (SKOOG, 2002; WANG,

2000), a sua importancia deve-se as suas propriedades especiais deste tipo de eletrodo como
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em particular, a facil restauracdo do eletrodo e o largo alcance na faixa de potenciais
catédicos (WANG, 2000).

A voltametria ciclica € uma das técnicas eletroquimicas mais empregadas na
caracterizacdo de um processo eletrodico. Nela registra-se a resposta da corrente de um
eletrodo estaciondrio em uma solucdo eletrolitica quando este € excitado por uma onda
triangular de potencial. O potencial varia linearmente em uma dire¢do até um dado valor,
entdo, a direcdo da varredura € invertida e o potencial volta ao valor inicial aplicado, como
mostra a Figura 2.8 A. Os potenciais nos quais ocorre a reversao sao chamados potenciais de
inversdo. O intervalo de potenciais de inversdo escolhido para um dado experimento € aquele
no qual ocorre a oxidacdo ou a redugdo controlada por difusdo de um ou mais analitos. A
direcdo da varredura inicial pode ser tanto negativa como positiva, dependendo da
composi¢do da amostra (SKOOG et al., 2002). Dependendo da informacdo requerida, pode
ser utilizado um ciclo dnico ou multiplos ciclos. O voltamograma € a representacdo da
corrente produzida em relagdo ao potencial aplicado como mostra a Figura 2.8 (WANG,
2000). Na pritica, utilizam-se velocidades de varredura que variam desde 10 mV s ! até 10
kV s7!, sendo mais comum trabalhar entre 20 e 200 mV s ' (BRETT & BRETT, 1993;
SKOOG et al., 2002; WANG, 2000).

Figura 2.8: (A) Sinal de excitacio para a voltametria ciclica e, (B) voltamograma ciclico para um processo

redox reversivel.
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Fonte: WANG, 2000.

A Figura 2.8B mostra a resposta esperada para um par redox reversivel durante
um unico ciclo de potencial. Inicialmente considera-se que somente a espécie oxidada (O)

estd presente. Uma varredura de potencial na dire¢cdo negativa € escolhida para o primeiro
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meio ciclo, comecando em um valor onde nio ocorre reducdo. Conforme o potencial aplicado
se aproxima do potencial padrdo (E°) caracteristico para o processo redox, a corrente catddica
comeca a aumentar, até que um pico € alcancado. Apds atravessar a regido de potencial em
que ocorre o processo de reducdo, a direcdo da varredura do potencial € invertida (WANG,
2000; BRETT & BRETT, 1993). Para uma reagdo reversivel de eletrodo, as correntes de pico
catédico e anddico sdo aproximadamente iguais em valor absoluto, mas de sinais opostos e a
diferenca entre os potenciais de pico € 0,059V/n para 25°C, onde n é o niimero de elétrons
envolvidos na semi-reacdo (SKOOG et al., 2002).

Os parametros mais importantes para uma voltametria ciclica compreendem os
potenciais de pico catddico e anddico (Epc e Epa), as correntes de pico catddica e anddica (Ipc
e Ipa) e os potenciais de meia onda (Ei2). A andlise da dependéncia do potencial e da corrente
de pico com a variacdo da velocidade de varredura, com a concentracao da substancia
eletroativa e a partir da adicdo de eletréfilos, nucledfilos ou prétons, € a base de testes de
diagndsticos, que permitem obter informagdes importantes, como a reversibilidade e
irreversibilidade do processo de transferéncia eletronica, a variagdo da presenca de reagdes
quimicas acopladas, de adsorcdo e de fenomenos cataliticos, além de se poder caracterizar o
fenomeno que controla a corrente de pico, ou seja, a difusdo, migragdo ou conveccao

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

2.2.2. Técnicas amperométricas

Outra técnica eletroanalitica bastante utilizada para estudar reacdes de eletrodo e
suas velocidades em sistemas de fluxo é a amperometria. Esta técnica é normalmente
empregada para complementar a voltametria ciclica na anélise de mecanismos eletroquimicos.
A amperometria consiste em se aplicar um potencial fixo e constante, definido de acordo com
potenciais de oxidacdo/reducdo de diferentes analitos, com resposta obtida de corrente
coletada em relacdo ao tempo, correlacionados com concentracdo em técnicas analiticas
(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 multiplos
potenciais (MPA) que permite a aplica¢do de degraus pulsos de potencial seguidos no mesmo
ET.

A AC baseia-se na aplicacdo de um unico degrau de potencial (Figura 2.9A),
produzindo-se uma corrente que decai com o tempo (Figura 2.9B), apresenta elevada
sensibilidade, pois permite a aquisicdo de correntes bem baixas, e, portanto, a deteccdo de

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

de degrau unico de potencial.
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A técnica de AC, assim como as demais técnicas amperométricas, apresenta
limitacdo quanto a estabilidade do sinal eletroquimico em fun¢do do tempo quando
determinados compostos sdo analisados, comprometendo a repetibilidade da resposta e a
reprodutibilidade dos resultados da andlise (DOS SANTOS et al., 2011). A estabilidade do
sinal eletroquimico é dependente da taxa de transferéncia de carga (elétrons) entre o eletrodo
e a espécie eletroativa (presente na interface eletrodo-solugao), que por sua vez depende das
condicdes da superficie do eletrodo (SKOOG, 2002; DOS SANTOS et al., 2011; JOHNSON
et al., 1986). A superficie do eletrodo pode ser modificada gradativamente durante o
experimento, dependendo do tipo de composto que estd envolvido no processo eletroquimico
(BRETT et al., 1994; DOS SANTOS et al.,, 2008). Quando uma espécie eletroativa e/ou
produto de reac¢do adsorve ou eletropolimeriza na superficie do eletrodo de modo irreversivel
ou quase irreversivel, pode ocorrer uma contaminacdo e/ou passivacdo do eletrodo (DOS
SANTOS et al., 2011). Este problema pode ser verificado, por exemplo, na determinagdo
eletroquimica de flavonoides e seus derivados (GALLI et al., 2006). A passivacdo e/ou
contaminacdo da superficie do eletrodo pode afetar a taxa de transferéncia de carga entre o
eletrodo e o analito, assim como produzir sinais eletroquimicos devido aos produtos
adsorvidos, que interferem no sinal eletroquimico de interesse (DOS SANTOS et al.,2011).

Outra limitacdo, que vale ressaltar, da técnica AC € a impossibilidade da
determinacdo simultdnea de compostos eletroativos com potenciais redox distintos em
determinadas condi¢des experimentais usando um tnico eletrodo de trabalho. Quando a

diferenca de potencial envolvida em ambos os processos eletroquimicos € suficientemente
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grande, superior a 0,1 V, € possivel contornar esta limitacdo realizando-se medidas do sinal
amperométrico em potenciais distintos (Ei e Ez) sequencialmente (SKOOG, 2002; DOS
SANTOS et al., 2011). Na injec@o da primeira aliquota da amostra e aplicando o potencial E1,
somente uma das espécies € reduzida ou oxidada, sendo o sinal amperométrico proporcional a
concentracdo desta espécie. Em seguida, com a injecdo de uma segunda aliquota da mesma
amostra e aplicacdo do potencial E», ambas as espécies sofrem processo de oxidacdo ou
reducdo (DOS SANTOS et al., 2011). O sinal amperométrico diferencial corresponderd a
concentragdo da segunda espécie. Além disto, essa andlise pode ser realizada simultaneamente
utilizando-se uma célula eletroquimica em fluxo com dois eletrodos de trabalho em paralelo,
um fixado no potencial E; e outro em E» (PAIXAO et al., 2003). Entretanto, cabe ressaltar que
nestes casos, um bipotenciostato ou multipotenciostato sdo exigidos para controlar o potencial
de cada eletrodo de trabalho, o que aumenta a complexidade (e consequentemente o custo) da
instrumenta¢do requerida para realizacdo da medida. Ademais, os softwares (atualmente
disponiveis) ndo permitem que se utilize mais de um potencial simultaneamente, visto que a
mesma ndo pode ser programada no transcorrer do experimento (DOS SANTOS et al., 2011).

Como ja mencionado, outra forma de deteccdo amperométrica pode ser
implementada no modo pulsado, na qual pulsos de potenciais sdo aplicados ao eletrodo de
trabalho sequencialmente e continuamente em funcdo do tempo. Esse modo de deteccdo €
conhecido na literatura como amperometria de multiplos potenciais (MPA).

A MPA € uma técnica disponibilizada, segundo nosso conhecimento, pelo
software GPES que controla o0s potenciostatos comercializados pela empresa
Metrohm/AutoLab (Eco Chemie) e permite a aplicacdo de até 10 pulsos de potenciais com a
possibilidade de aquisi¢do da corrente em func¢iao do tempo em cada pulso de potencial (o que
corresponde a aquisicdo de 10 amperogramas distintos "sequencialmente"). Na Figura 2.10A
€ apresentado um esquema no qual sdo aplicados trés pulsos de potencial (Ei, Ez, E3) em
sequéncia sobre o ET, durante um certo periodo de tempo, como resposta a MPA fornece trés

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

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

A MPA contorna de forma simples as limitagdes da AC em relacdo a realizar
determinacdo simultanea e ainda, a estabilidade do sinal eletroquimico em funcao do tempo,
visto que em sistemas em fluxo, permite que a resposta do eletrodo apresente estabilidade por
um periodo de tempo maior devido a possibilidade de utilizagdo de um potencial para a
periddica limpeza eletroquimica realizada durante o experimento, evitando ou diminuindo a
contaminacdo da superficie do eletrodo (OLIVEIRA et al., 2016a; DOS SANTOS et al.,
2008; DOS SANTOS et al., 2011).

A amperometria € uma técnica € muito utilizada em eletroandlise, principalmente
em aplicagcdes envolvendo titulacdes amperométricas, sensores e medi¢des em fluxo com a
finalidade de melhorar o desempenho dos métodos analiticos sendo empregados em diversas
areas, e quando associada a métodos de andlise como FIA e BIA, esta técnica, torna-se ainda

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

2.3 Anadlise por injecao em batelada (BIA)

Na quimica analitica as andlises em campo se tornaram essenciais em virtude da
procura por respostas rdpidas, reducdo do custo e por inconvenientes relacionados ao
deslocamento das amostras para os laboratérios. Todavia, se faz necessdrio o
desenvolvimento de sistemas que apresentem elevada velocidade, menor custo nas anélises,
precisdo e exatiddo (TORMIN et al., 2014, QUINTINO & ANGNES, 2004). Os métodos

baseados em andlise em fluxo FIA e BIA, sdo comumente utilizados por proporcionar tais
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qualidades, além de apresentarem uma boa sensibilidade e seletividade (FELIX & ANGNES,
2010).

A Andlise por Injecdo em Batelada (BIA) foi uma técnica proposta por Wang e
Taha em 1991 que consiste na injecio de pequenos volumes, do analito ou padrdo a ser
analisado, com o auxilio de uma micropipeta ou seringa simples, diretamente sobre a
superficie do ET totalmente imerso em um grande volume de solucdo eletrolitica, dessa
forma, a amostra, ao entrar em contato com a superficie do ET, gera um sinal transiente que é
proporcional a concentracdo do analito ou padrio em questio (WANG & TAHA, 1991;
QUINTINO & ANGNES, 2004; OLIVEIRA et al., 2016b). Na Figura 2.11 é apresentado o
diagrama esquemadtico de uma célula BIA convencional (A) e o diagrama de etapas na

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

Figura 2.11: Esquema de uma célula de BIA (A) e as etapas na aquisicao do sinal BIA (B). a) eletrodo de
trabalho; b) solucio eletrolitica; c) ponteira da micropipeta; d) eletrodo de referéncia; e) eletrodo
auxiliar; f) micropipeta ou seringa; g) antes da injecao; h) transporte durante a injecao; i) fim da injecao;

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

Fonte: Autora do trabalho.

Sdo observadas as seguintes etapas de aquisicdo do sinal BIA (QUINTINO &
ANGNES, 2004):

(g) Antes da injecdo: a corrente medida permanece constante ao longo do tempo,
devido apenas a corrente capacitiva do eletrdlito, auséncia de transferéncia de elétrons na

interface eletrodo/solucgdo;
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(h) Transporte do analito durante a injecdo: aumento significativo da corrente
faraddica, devido a reacdo redox do analito, oxidacdo ou reducdo, que € transportado
mecanicamente pela micropipeta automadtica até a superficie do eletrodo de trabalho;

(1) Final da inje¢dao do analito: obten¢do de uma corrente mdxima, platd de
corrente faraddica, valor é constante durante um curto intervalo de tempo;

(j) Lavagem do eletrodo de trabalho: diminui¢cdo acentuada da corrente devido ao
fim da injecdo mecanica da micropipeta automdtica. Este evento é promovido devido a
mudanca do transporte mecanico para o difusional, no qual a amostra € diluida no eletrélito (=
1000 vezes).

(k) Equilibrio final: apds a diluicdo completa do analito no eletrdlito a
concentracdo do analito € pequena e uniforme em toda a célula BIA, restabelecendo
praticamente o mesmo equilibrio existente antes da injecdo. O alcance deste equilibrio pode
ser acelerado pela convecg¢ao criada por um agitador inserido na célula BIA.

Inicialmente, os volumes de solugdo eletrolitica, dentro da célula, utilizados nesta
técnica, variavam entre 250 a 700 mL (WANG & TAHA, 1991; QUINTINO & ANGNES,
2004). No entanto, estudos tém demonstrado que podem ser realizados experimentos BIA
com células de menores volumes, em que o volume de eletrdlito suporte é suficiente para
proporcionar a diluicio do analito ou padrdo, apds obtido o sinal transiente, mantendo as
mesmas caracteristicas atraentes das células de grandes volumes. Além disso, proporcionam o
desenvolvimento de sistemas portdteis miniaturizados e evitam o desperdicio 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 eletrdlito suporte, sendo todas as determinagdes realizadas sem
agitacdo, obtendo bons resultados de repetibilidade e baixos valores de desvio padrao.
Adicionalmente sugerem que a utilizagdo de uma micropipeta eletronica na etapa de injecao,
que aumenta a precisdo da andlise, em comparagdo com o uso de seringas ou micropipetas
convencionais.

Na literatura sdo encontrados trabalhos que empregam o sistema BIA com
deteccdo amperométrica para determinagdes, com andlises individuais e simultineas, em
amostras de substancias bioativas e farmac€uticas como pode ser citado o trabalho de Ferreira
et al. (2012) que estudaram a determinacdo de ciclopirox em amostras farmacéuticas usando o
eletrodo de carbono vitreo com a técnica de AC acoplada tanto ao sistema FIA quanto ao
BIA. As andlises em BIA proporcionaram uma maior sensibilidade (0,091 pA pumol™), limite

de detecgdo 0,147 pmol™', excelente frequéncia analitica (300 injegdes por hora - sem
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considerar o tempo necessdrio para preenchimento da pipeta com solucdo, ou seja, uma
frequéncia analitica tedrica). As faixas lineares de trabalho obtidas no sistema BIA foram de
2,0 a 200 umol L Apresentou valores de DPR entre 1,8 e 4,8 % para solugdes de 100 e 10
pumol L~ de ciclopirox, respectivamente.

Cunha e colaboradores (2013) desenvolveram um método analitico rdpido para
determinacdo de hidroquinona em formulagdes farmacéuticas usando o sistema BIA com
deteccdo 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 umol L™!, R = 0,9999),
baixo limite de detecgiio (0,016 pmol L") e valores de recuperagio satisfatérios (91 - 96%).
A precisdo do método foi avaliada por andlises comparativas usando cromatografia liquida de
alta performance.

Gimenes et al. (2015) descrevem um método eletroquimico para a determinagao
simultanea de captopril e hidroclorotiazida usando um eletrodo de diamante dopado com boro
associado ao sistema BIA com deteccdo MPA. O método BIA proposto requer uma
manipulacdo minima da amostra e a determina¢do simultdnea é conseguida com um unico
passo de inje¢do de 150 pL de uma solugdo com a amostra. Os resultados obtidos com o
método BIA foram comparados com os obtidos por eletroforese capilar onde apresentaram
resultados semelhantes (95% de nivel de confianga). O sistema BIA apresenta vantagens
quanto a simplicidade na determina¢do, minima geracdo de residuos, além do baixo custo e
alta frequéncia de andlise (100 injecdes por hora). O método BIA apresentou boa
sensibilidade e alta precisao (Desvio padrao relativo (DPR) < 1,6%).

Oliveira e colaboradores (2016b) estudaram o sistema BIA com deteccdo
amperométrica usando o eletrodo de carbono vitreo com deteccio amperométrica
convenvional para determinacdo do DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo). O método forneceu
180 injecdOes por hora, altamente preciso (DPR 0,7%), sensivel e seletivo. Comparando o
método BIA com espectrofotometria UV, os resultados foram concordantes em amostras reais
(plantas e chd), todavia na espectofotometria € afetado pela cor ou turbidez das amostras o
que afeta nos resultados, ja 0 método BIA nao € afetato.

Pereira et al. (2016b) estudaram o sistema BIA com deteccio MPA na
determinacdo do sulfametoxazol, trimetoprim e fenazopiridina, em eletrodo de diamante
dopado com boro. O método proposto mostrou ser simples, robusto, boa precisdao (DPR
3,5%, n = 15), alta frequéncia analitica (at€é 70 injecdes por hora) e geracdo de pequeno

volume de residuos por andlise. Os resultados obtidos com o método BIA proposto foram

Ribeiro, G. A. C.



49
REFERENCIAL TEORICO
comparados com os obtidos pelo HPLC e apresentaram resultados semelhantes (nivel de
confianca de 95%).

Shaidarova et al. (2016) apresentaram um sistema BIA com deteccdao
amperométrica convencional na determinagdo da cafeina usando um eletrodo de carbono
vitreo modificado com iridio e ruténio. Nas condigdes otimizadas pelo sistema BIA foram
obtidas 180 injecOes de amostras por hora e o sinal analitico foi linearmente dependente da
concentracdo de cafeina. Foram obtidos resultados satisfatérios para a determinacdo da
cafeina em comprimidos, solu¢des para injecdo de benzoato de cafeina-sédio e comprimidos
de coffetamin onde a cafeina foi quantificada com alta sensibilidade numa vasta gama de
concentragdes. Uma vantagem do sistema BIA observada pelos autores foi que método
apresenta beneficios sobre outros métodos de fluxo como a diminuicio do consumo de
solventes e a falta de uma bomba e tubos de conexdo. O método desenvolvido poderia ser
usado para determinar a cafeina em drogas.

Oliveira e colaboradores (2016a) realizaram um estudo sobre a oxidacdo
eletroquimica da astaxantina usando um eletrodo de carbono vitreo no sistema BIA com
deteccao de MPA. O método proposto apresentou 240 injecdes por hora, baixo DPR (desvio
padrao relativo) (2,4%) e fora testado em amostras de salmdo que obteve valores de
recuperacdo entre 83 e 97% atestando a precisao do método.

Backes e colaboradores (2017), descreveram dois procedimentos analiticos, um
sistema BIA e um sistema FIA (andlise por inje¢do em fluxo), com deteccao amperométrica
convencional, para a determinacdo do Citrato de Sildenafil (SC) em medicamentos para
disfuncdo erétil (Viagra® e genéricos). A técnica eletroquimica escolhida foi a amperometria
utilizando um eletrodo de carbono impresso comercial da Dropsens® (CI) para ambos os
sistemas FIA e BIA em tampao Britton-Robinson (pH 2). O SC apresentou um pico anddico
irreversivel em + 1,0 V, o qual foi avaliado em cinco diferentes eletrodos de trabalho de CI
ndo modificado selecionando o melhor eletrodo de trabalho, proporcionando boa
sensibilidade, precisdo e baixo custo. A deteccdo amperométrica do SC para dois métodos
propostos foi realizada em + 1,1 V. As melhores condi¢des para a determinagdo de SC por
sistemas hidrodindmicos foram obtidas através de volumes de injecdo de 50 e 150 pL a
vazdes de 100 e 75 pL s, para BIA e FIA, respectivamente. Nestas condigdes, o sistema BIA
mostrou melhor sensibilidade (0,188 pA) e frequéncia analitica teérica (360 h'!) para

determinagdo do SC.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Desenvolver, otimizar e aplicar procedimentos eletroanaliticos para determinacao
das substancias bioativas catequina e quercetina utilizando a técnica de andlise por injecdo em

batelada (BIA) com deteccao eletroquimica.

3.2. Objetivos especificos

Para o cumprimento do objetivo geral, tém-se como objetivos especificos:

e Estudar as propriedades redox das substancias bioativas catequina e quercetina
sobre as superficies dos eletrodos de trabalho de carbono vitreo e de carbono impresso;

e Verificar a influéncia da composi¢do, concentracdo e pH do eletrélito suporte
na resposta analitica dos eletrodos para a determinacdo de substancias bioativas (catequina e
quercetina);

e Avaliar a resposta das substincias bioativas (catequina e quercetina) em
sistema de andlise por injecdo em batelada (BIA) utilizando os eletrodos de trabalho de
carbono vitreo e de carbono impresso;

e Otimizar as condi¢des experimentais para o sistema BIA como a velocidade,
volume de injecdo e repetibilidade do método;

e Avaliar a influéncia de possiveis interferentes (rutina e quercitrina) nas
respostas do método proposto;

e Aplicar os métodos propostos na determina¢do de catequina e quercetina em

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

Em 2008, cerca de 72% das mortes no Brasil foram atribuidas as doengas cronicas
ndo transmissiveis (DCNT), como doengas renais, cardiovasculares, artrite, catarata,
respiratorias, diabetes, parkinson, alzheimer, cancer, patologias relacionadas ao processo de
envelhecimento, disfungdes cognitivas entre outras, e este percentual s6 vem aumentando ao
longo dos anos (SILVA-JUNIOR, 2009). A incidéncia de morte por tais doengas pode ser
minimizada pelo uso prévio de substancias bioativas presentes em determinados alimentos,
chds, plantas e frutas (BARANOWSKA et al., 2018a; PATEL et al., 2018; LIN et al., 2018).

O consumo de substancias bioativas, como catequina e quercetina, promovem
diversos beneficios a satdde inclusive na prevencdo das DCNT (YAN, et al., 2019;
BARANOWSKA et al., 2018a; PATEL et al., 2018) e muitos estudos tém sido conduzidos
para as suas determinacdes. Entretanto, a maioria das técnicas reportadas na literatura para a
determinacdo de substancias bioativas sdo baseadas em metodologias cromatograficas
(BARBA et al., 2006; VINAS 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 (aquisi¢do, operagao e manutengao
do equipamento) e uso de reagentes (solventes) de custo elevado (alta pureza).

Assim, hd uma necessidade crescente de desenvolver novas estratégias de andlise
para a determinacdo e quantificacdo dessas substancias bioativas e que sejam tdo 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 aquisicdo, operacdo e manutencao consideravelmente inferiores.
Neste sentido, a associa¢do de técnicas eletroquimicas (com o uso de eletrodos de custo
relativamente baixos como o eletrodo de carbono vitreo e impresso) com sistemas de andlises
por injecao em fluxo ou em batelada, apresentam-se como alternativas promissoras.

Especificamente, o sistema BIA com detec¢do eletroquimica é simples, basta
acoplar a um potenciostato, o notebook (ou computador) e os eletrodos. O sistema fornece
informacgdes qualitativas e quantitativas eliminando a etapa preparo de amostra (a diluicao é
realizada no préprio eletrdlito), a determinacdo € obtida com uma unica etapa de injecdo e
podem ser portéteis o que garante rapidos resultados, sendo muito vantajosos sob os pontos de
vista temporal e econdmico, além de apresentarem elevada seletividade e sensibilidade nas
determinagdes, elevada frequéncia analitica, consumo minimo de reagentes e amostras e,

consequentemente com geragdo de residuos em menor volume.
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6. METODO DE ANALISE RAPIDO, DIRETO E SENSIVEL PARA
DETERMINACAO DE CATEQUINA EM CHA VERDE USANDO ANALISE POR
INJECAO EM BATELADA COM AMPEROMETRIA DE PULSOS MULTIPLOS
(BIA- MPA)*

Resumo

Os compostos bioativos apresentam vdrias atividades bioldgicas que promovem a saudde.
Entre esses, aqueles com propriedades antioxidantes, como as vitaminas € 0S compostos
fendlicos, tém despertado grande interesse pelos seus efeitos comprovados na protecao contra
o estresse oxidativo decorrente de um desequilibrio entre a geracdo de compostos oxidantes e
radicais livres e/ou espécies reativas resultante do metabolismo de oxigénio. Neste sentido,
este trabalho descreve a determinacdo do composto bioativo catequina por oxidacdo
eletroquimica utilizando anélise por injecao em batelada (BIA) com deteccao amperométrica
de pulsos miltiplos (MPA), empregando um eletrodo de carbono vitreo (ECV) nao
modificado em solug¢do tampao acetato (pH 4,5). O método proposto é baseado na aplicagcdo
de potenciais de pulso multiplos de + 0,4 V (potencial de oxidacdo), + 1,4 V (potencial de
limpeza) e 0,0 V (potencial de condicionamento) vs Ag/AgCl/KClsy, evitando a passivagcao
por produtos de oxidacdo e permitindo a quantificagdo da catequina. Nestas condicdes, a
repetibilidade do método para injecdes sucessivas de catequina a 50 umol L' (n = 30)
apresentou DPR 0,85% e a taxa de amostragem de 120 inje¢des por hora. A resposta
amperométrica apresentou um intervalo linear para solucdes contendo catequina de 20 a 100
umol L™! (R = 0,999), com limite de deteccdo de 0,03 pmol L™! e limite de quantificacdo de
0,10 pmol L7!. Além disso, o método proposto mostrou-se rdpido e sensivel para
determinacdo de catequina em amostras de chd verde e os resultados foram compardveis
aqueles obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com nivel de confianca

de 95%.

6.1. Introducao
Os compostos bioativos possuem vdrias atividades bioldgicas benéficas para a

saude. Entre esses, aqueles com propriedades antioxidantes, como vitaminas € compostos

*Publicado no periddico Analytical Methods, 2018, 10, 2034-2040.
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fendlicos, tém atraido grande interesse devido aos seus efeitos comprovados na prote¢do
contra o estresse oxidativo (PEREZ-JIMENEZ & SAURA-CALIXTO, 2006). As substancias
antioxidantes sdo moléculas que podem retardar ou impedir a formacdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) in vivo e in vitro, agindo nos estdgios finais da cadeia de reacdes
oxidativas. Consequentemente, os antioxidantes sdo capazes de prevenir ou retardar os
efeitos deletérios da oxidacao, inibindo o efeito da lipoperoxidacao, sequestrando os radicais
livres e os ions metdlicos quelantes. Eles protegem o organismo contra espécies reativas de
oxigénio que podem levar a doengas como cancer e doencgas cardiovasculares (MENDOZA -
WILSON & GLOSSMAN-MITNIK, 2006; MAKRIS at al., 2007).

Os antioxidantes naturais de extratos vegetais vém ganhando grande atencgdo,
devido ao interesse dos consumidores, pois contém diversas substancias ativas, como 4cido
ascorbico, carotenoides e compostos fendlicos, que atuam na captura e neutralizacdo de
espécies oxidantes como o radical hidroxila (OHe) e, desta forma, podem contribuir para a
protecdo contra o dano oxidativo (PEREZ-JIMENEZ & SAURA-CALIXTO, 2006).

As catequinas, que sdo compostos fendlicos pertencentes a classe flavondides,
possuem propriedades que podem ser benéficas em problemas de saide como diabetes,
doencas cardiacas, infeccdes virais, inflamacdes e doengas degenerativas. Elas podem ajudar
na preven¢do do envelhecimento precoce e podem inibir o crescimento de células
cancerigenas, enquanto a0 mesmo tempo protegem as células saudaveis (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 piranico (B) e um grupo
catecol (B). Eles tém dois centros quirais, resultando em quatro isdmeros: (+) - catequina, (-) -
catequina, (+) - epicatequina e (-) - epicatequina. Na natureza, os isOmeros mais abundantes
sdo (+) - catequina e (-) - epicatequina (MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al., 2010), que sao
amplamente distribuidos em plantas, frutas e bebidas, incluindo chd verde, cha preto, vinho
tinto, macds e chocolate (MEDVIDOVIC—KOSANOVIC et al., 2010; PIRES et al., 2017;
MULLER et al., 2016).

A maioria dos métodos analiticos relatados na literatura para a determinacdo de
catequina e outros compostos orginicos em plantas medicinais sdo baseados em técnicas
cromatograficas (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 analises sio 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 quimica da catequina (1), da rutina (2) e da quercitrina (3)

HsClime-

Fonte: Autora do trabalho.

As técnicas eletroquimicas oferecem vantagens considerdveis na andlise de
substancias bioativas e em amostras farmacéuticas (MIYANO et al., 2014). Em comparacao
com outras técnicas, as vantagens de seu uso para a determinacdo de compostos fendlicos
(como catequinas) incluem um tempo de resposta répido, baixo limite de deteccdo e custo
relativamente baixo (OLIVEIRA et al., 2016; DOS SANTOS et al., 2016; SILVA et al.,
2016). Devido as fortes caracteristicas de adsor¢do do processo de oxidagdo da catequina no
ECV (CASTAIGNEDE et al., 2003; VESTERGAARD et al., 2005), a maioria dos métodos
eletroquimicos relatados para a determinagdo 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 andlises eletroquimicas podem
ser realizadas usando eletrodos ndo modificados, em vez de modificados, com as vantagens de
serem mais robustos, menos caros, mais faceis de substituir € ndo necessitarem de nenhuma
preparacdo além do polimento (AREIAS et al., 2016a; AREIAS et al., 2016b). A estratégia
para superar o problema de bloqueio da superficie do eletrodo foi acoplar um sistema de
injecdo em batelada com detec¢do eletroquimica baseada na técnica de amperometria de
multiplo pulso (BIA — MPA). Esse método combina as caracteristicas desejaveis dos sistemas
em fluxo, como o baixo custo dos componentes do sistema, alta frequéncia analitica, redugdo
do consumo de reagentes e amostras e baixa geracdo de residuos, com os atraentes recursos

analiticos das técnicas de MPA, incluindo alta sensibilidade e efeitos reduzidos de
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contaminacdo do eletrodo de trabalho e corrente capacitiva desprezivel (permitindo a deteccao
de baixas concentragdes), tornando o método mais robusto (SANTOS et al., 2017).

No presente trabalho, um método simples, répido, seletivo e preciso para a
deteccdo de catequina em amostras de chd verde € apresentado. As vantagens de usar um
eletrodo de carbono vitreo (ECV) associado a um sistema BIA —-MPA permitiu a
determinacdo de catequina com alta seletividade, superando o problema de envenenamento do
eletrodo. O método foi validado em termos de faixa linear, repetibilidade, limites de deteccao
e quantificacdo, e os resultados com o método proposto foram comparados com os obtidos de

analises realizadas usando HPLC.

6.2. Parte Experimental

6.2.1. Reagentes, solucoes e amostras

Todos os reagentes foram de grau analitico e utilizados sem qualquer purificacao.
As solugdes aquosas foram preparadas usando dgua purificada (resistividade > 18 MQ cm)
num sistema Milli-Q Direct (Millipore, Bedford, EUA). O cloreto de potassio foi adquirido da
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Acetato de sédio anidro, acido acético e metanol foram
adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). A catequina ((+) - catequina, > 98% pureza) foi
obtida da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA).

Solucdo tampdo acetato de sédio 0,1 mol L™ (pH 4,5) foi utilizado como eletrélito
de suporte em todos os experimentos, a menos que especificado de outra forma. Solugdes
stock de catequina em metanol foram preparadas semanalmente e mantidas em um
refrigerador, onde a solucdo foi estdvel por pelo menos 1 més. Solugdes de trabalho foram

preparadas por dilui¢do até a concentracdo desejada com o eletrolito suporte.

6.2.2. Instrumentagdo e equipamentos

As andlises eletroquimicas 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 trés eletrodos: um
eletrodo de trabalho de carbono vitreo (5,0 mm de didmetro), um eletrodo de referéncia
Ag/AgCl/KClsat € um fio de platina como eletrodo auxiliar (Figura 6.2A). Uma micropipeta
eletronica motorizada (EDP1-Plus, Rainin Instruments) foi usada para injetar os padrdes e as

solu¢gdes das amostras (Figura 6.2C). A célula BIA usada para todas as medigOes
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amperométricas foi uma célula construida no laboratério, como descrito anteriormente na
literatura (Figura 6.2B) (DOS SANTOS et al., 2016). A célula consiste em um cilindro de
acrilico (40 mL de volume) com fundo e tampa construidos em Teflon® e encaixados
firmemente dentro do cilindro. Um orificio foi perfurado no centro da parte inferior,
permitindo o posicionamento preciso do eletrodo de trabalho no centro da célula. Dois anéis
de vedacdo do tipo O-ring foram posicionados dentro deste orificio para evitar vazamentos da
solu¢do da célula. Trés orificios foram perfurados na tampa, sendo um central para uma
instalacdo precisa da micropipeta sempre na mesma posi¢do. Os outros dois orificios, nas
laterais do orificio central, permitiam a inser¢ao dos eletrodos de referéncia e auxiliares. A
ponta da pipeta foi mantida a uma distancia fixa de 2 mm do eletrodo de trabalho, movendo-
se o ultimo para a posicao desejada (a posi¢ao da pipeta foi mantida inalterada) (Figura 6.2).
Um orificio lateral foi perfurado no lado da célula para permitir a drenagem do excesso de

solugao.

Figura 6.2: Sistema utilizado para medicdes eletroquimicas: (A) célula para medicoes voltamétricas; (B)
célula para medicées sistema BIA; (C) micropipeta eletronica motorizada; (D) sistema eletroquimico BIA

completo.

Fonte: Autora do trabalho.
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6.2.3. Andlise por HPLC

Os resultados obtidos com o método BIA — MPA foram comparados com aqueles
obtidos por HPLC usando um sistema Shimadzu consistindo de um mdédulo de distribuicao de
solvente com uma bomba de pistao duplo, um detector UV-VIS (A = 280 nm), e uma coluna
AQUA RP C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 mm). Os solventes de elui¢do foram 0,02% de 4cido
férmico em 4gua (eluente A) e 0,02% de 4cido férmico em metanol (eluente B), a uma taxa de
1 mL min~!, 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 injecdo da amostra foi de 10 puL. Os dados foram

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

6.2.4. Preparacdo da amostra

Amostras de chd verde foram compradas em um supermercado local e o cha foi
preparado por infusdo, extraindo aproximadamente 1 g do chd em 100 mL 4dgua deionizada
Milli-Q a 80 °C durante cerca de 1 h. A solucdo foi entdo filtrada em algodao, para evitar
adsor¢do de espécies bioativas no papel de filtro, e analisada no mesmo dia. Para a inje¢ao no
sistema HPLC-UV / Vis, as amostras de extrato foram filtradas em um filtro de nylon

(tamanho de poro de 0,22 um).

6.3. Resultados e Discussao

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

O comportamento eletroquimico da catequina € bem conhecido e foi caracterizado
em estudos anteriores utilizando diferentes substratos (MASOUM et al., 2014;
MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al, 2010; YANG et al, 2009; JANEIRO e BREATT,
2004). A Figura 6.3 mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo de carbono
vitreo em solugdo tampdo acetato 0,1 mol L™ pH 4,5, na auséncia (a) e na presenga de 94,33
umol L™ de catequina (b). O voltamograma ciclico da catequina mostrou dois picos de
oxidacao associados ao catecol (pico 1) e grupo floroglucinol (pico 2) presentes na molécula
(NOVAK et al,, 2010; JANEIRO & BRETT, 2004; MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al,
2010), sendo um pico reversivel (Epa1 =+ 0,400 V e Epc = + 0,240 V), e um pico de oxidagao

irreversivel (Epa2 = + 0,779 V). A corrente de pico Epa1 € muito elevada quando comparado
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com a corrente do pico Epa2 e que estd de acordo com o aumento da atividade de eliminacao
de radicais correspondente a oxidacdo da por¢cdo catecol (JANEIRO & BREATT, 2004;
MEDVIDOVIC-KOSANOVIC 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 ciclicos obtidos com o eletrodo de carbono vitreo em solucdo tampio acetato
0,1 mol L', pH 4,5 na auséncia (a) e na presenca da catequina (94,33 umol L) (b). Velocidade de

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

6.3.2. Otimizagdo do potencial aplicado

A voltametria hidrodindmica foi empregada para investigar a faixa de potencial de
trabalho para a oxidacdo eletroquimica da catequina, no sistema BIA com deteccao
amperométrica. O voltamograma hidrodinamico foi obtido com aplicacdo de dezesseis
potenciais sobre o eletrodo de trabalho, no intervalo de 0,00 a 1,50 V (em experimentos
individuais) e com inje¢des (em triplicata) de uma solucdo padrio de 50 pumol L' de
catequina. A Figura 6.4 mostra o voltamograma hidrodindmico resultante com as correntes
médias (n=3) obtidas em funcio dos potenciais aplicados para cada registro amperométrico. E
importante notar que, para obtencdo dos valores de corrente em cada potencial na Figura 6.3,
foi necessdrio polimento do eletrodo antes de cada andlise, uma vez que a catequina causa
desativacdo do eletrodo por processo de adsor¢io de produtos de oxidacio (MEDVIDOVIC-
KOSANOVIC et al., 2010).
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Figura 6.4: Voltamograma hidrodinimico obtido pelo sistema do BIA com deteccio amperométrica para
injecées em triplicata de 50 umol L' de catequina. Eletrélito suporte: soluciio tampdo acetato 0,1 mol L7,
pH 4,5; volume de injecdo: 100 pL, potenciais variaveis (0,00 - 1,50 V vs Ag/AgCl/KClsat).
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Fonte: Autora do trabalho.

A oxidacao eletroquimica da catequina sob condi¢des hidrodindmicas resultara em
dois picos anddicos, o primeiro (Epa;) em + 0,40 V e o segundo (Epaz) em + 0,80 V, em boa
concordancia com os dados obtidos sob condicdes estaciondrias. Com base neste
voltamograma hidrodindmico, e para evitar a interferéncia de espécies eletroativas que podem
estar presentes na amostra matriz, o potencial de + 0,40 V foi selecionado para medicdes

amperométricas posteriores.

6.3.3. Andlise por injecdo em batelada (BIA) com detec¢cdo amperométrica

A oxidagdo de compostos fendlicos, como a catequina, é acompanhada de um
processo de polimerizag¢do na superficie do eletrodo de carbono vitreo, devido a formacgado de
radical fenoxilo (JANEIRO & BREATT, 2004). Consequentemente, a (+) - catequina adsorve
fortemente na superficie do eletrodo e seus subprodutos da oxida¢do final adsorvem sobre a
superficie do eletrodo, como demonstrado pela diminui¢io do pico 1 de oxidacdo da
(+) - catequina durante repetidos ciclos. Portanto, um estudo de repetibilidade foi conduzido
para avaliar a resposta do método BIA na oxidacido da catequina a um potencial constante de
+ 0,40 V (Figura 6.5). Este teste foi realizado utilizando uma série de 30 injecdes de uma
solugio de catequina 50 umol L' de concentragdo. O primeiro sinal registrado foi

considerado como 100%. A corrente produzida na primeira inje¢do da solucdo de catequina
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foi em torno de 12,13 pA, enquanto na trigésima injecdo produziu uma corrente de 1,72 pA,
ou seja, uma diminuicdo de 75% do sinal. A diminuicdo nos valores de corrente para
sucessivas injecdes mostrou que a oxidacdo da catequina produz um grave efeito de
desativacdo da superficie ativa do eletrodo por produtos de oxidagcdo da catequina (Figura 6.5)

impossibilitando a detec¢do amperométrica convencional sobre o eletrodo de carbono vitreo.

Figura 6.5: (A) Dados de repetibilidade e (B) respectivos valores de correntes obtidos a partir de
sucessivas injecdes de catequina 50 pmol L™ (n=30) usando amperometria. Eletrélito de suporte: soluciio
tampdo acetato de 0,1 mol L' (pH 4,5); volume de injecdo: 100 pL; taxa de injecio: 76,92 pL s™';
potencial: + 0,4 V vs Ag/AgCl/KClsat.
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Fonte: Autora do trabalho.

A técnica amperometria de pulsos mdltiplos (MPA) foi empregada, a fim de
superar a baixa estabilidade do sinal eletroquimico ao longo do tempo. Neste método, uma
sequéncia de pulsos de potenciais foi aplicada sobre o eletrodo de trabalho (LOURENCAO et
al., 2015; MEDEIROS et al., 2010), envolvendo potenciais para determinacdo, limpeza e
condicionamento. Para isso, experimentos da otimizacdo destes parametros foram realizados
(Apéndices A.1 e A.2), e a sequéncia de trés pulsos de potencial estabelecida foi: + 0,40 V
(potencial de determinacdo), + 1,40 V (potencial de limpeza) e 0,0 V (potencial de
condicionamento) vs Ag/AgCl/KClsy, usando 0,1 s como tempo de pulso aplicado. Para
avaliar a precisdo do método BIA na determinacdo da catequina, uma série de 30 injecdes de
uma solu¢do contendo 50 pmol L' 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 ndo modificado para determinagdo de catequinas, sem adsorver na

superficie do ECV pelos produtos de oxidacdo da catequina. Um procedimento semelhante foi
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relatado na literatura para determinacdo de nimesulida usando um eletrodo pirolitico 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 injecdes de catequina 50 pmol L™ (n=30) usando amperometria BIA- MPA. Eletrélito de
suporte: 0,1 mol L' de solucio tampio acetato (pH 4,5); injecdo volume: 100 pL; taxa de injeciio: 76,92
pL s7'; potenciais: + 0,40 V, + 1,40 V e 0,00 V vs Ag/AgCVKClsat.
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Fonte: Autora do trabalho.

A otimizagdo do método BIA associado a detec¢do amperométrica para a
determinacdo da catequina foi avaliada considerando a influéncia da velocidade de injecao da
micropipeta programdvel 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 uL s ') e o volume
de injecdo (20-200 puL), respectivamente. O sinal aumenta progressivamente a medida que a
velocidade de inje¢dao da micropipeta vai aumentando, com a melhor resposta amperométrica
obtidas em 76,92 uL s™!, 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 injecdo, o sinal aumentou substancialmente até 100 pl, enquanto acima deste valor ndo
houve aumento significativo na resposta amperométrica. Devido ao reprodutivo sinal analitico
e baixo DPR obtido para o volume de injegdo de 100 pL (Figura 6.7B), este volume foi
selecionado para as demais medi¢des. Os valores de DPR obtidos para a série de injecOes
foram 2,92% e 0,99% para solugdes de catequina 10 e 50 umol L™, respectivamente (Figura
6.8). Apos o inicio da injecdo, apenas 30 s foram necessérios para que o sinal atingisse o valor
maximo e depois diminuir para 5%, resultando em uma frequéncia tedrica de 120 inje¢des por

hora (sem considerar o tempo necessario para encher a pipeta).
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Figura 6.7: (A) Efeitos da taxa de injecio da micropipeta automatica (27,72 - 76,92 pL s™) e (B) volume de
injeciao (20-200 pL) usando o sistema BIA com deteccio amperométrica para injecdes em triplicadas de
catequina 50 pmol L™'. Eletrélito de suporte: solucio tampio de acetato 0,1 mol L' (pH 4,5); volume de

injecido: 100 pL; 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 injecdes em triplicatas (n = 3) intercalado solucdes contendo 10
(a) e 50 (b) uMol L! catequina volume de injecdo: 100 pL; taxa de injecdo: 76,92 pL s™'; potenciais: + 0,40
V,+ 1,40 Ve 0,00 Vvs Ag/AgCI/KClsat.
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Fonte: Autora do trabalho.

6.3.4. Aplicacoes analiticas

O desempenho da metodologia proposta usando a técnica de amperometria de

multiplos pulsos foi avaliado com amostras de padrdao de catequina e de cha verde. A Figura
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6.9A mostra as respostas obtidas para MPA em um potencial de + 0,40 V, para injecoes em
triplicatas e usando concentra¢des de catequina na faixa de 20 a 100 pmol L™!. As solucdes
foram injetadas em concentragdes crescentes de catequina, a fim de identificar qualquer efeito
de memdria, e foram intercaladas com inje¢des triplicadas de amostras de cha verde em duas
concentragdes distintas e amostras de chd verde enriquecidas com padrdao de catequina. As
andlises das curvas analiticas obtidas (Figura 6.9B) mostraram uma resposta linear, na faixa
de 20 - 100 pmol L™!, descrita pela equagio: Ip (nA) = 0,05979 + 0,24045 x CCatechin (umol
L1 (R =0,999). Os limites de deteccdo (LD) e quantificacio (LQ) foram de 0,03 e 0,10 umol
L', baseados nas equagdes 3xSv/m e 10xSp/m, respectivamente, onde Sp representa o desvio
padrdo do sinal em branco e m a inclina¢do da curva de calibragdo (n=7). O amplo intervalo
linear do método amperométrico, combinado com sua alta sensibilidade, permite a andlise de
amostras contendo diferentes concentra¢des de catequina. Na Tabela 6.1 sdo 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 associacdo com o método BIA-
MPA apresenta excelente resultado para a quantificagdo da catequina. Como mostrado na
Tabela 6.1, os valores de LD e LQ foram tdo bons quanto os obtidos pela maioria dos

trabalhos reportados na literatura.

Figura 6.9: (A) Amperogramas obtidos a partir de injecoes em triplicata de solucées contendo
concentracdes crescentes de catequina (umol L) (a = 20; b = 30; ¢ = 40; d = 50; e = 60; f = 80; g = 100),
amostras de cha verde (h e i) e amostras de cha verde enriquecidas com catequina (j, k e 1). Eletrdlito de
suporte: 0,1 pmol L™ de solucdio tampio acetato (pH 4,5); volume de injecdio: 100 pL; taxa de injecdo:
76,92 pL s'; potenciais: + 0,40 V, + 1,40 V e 0,00 V vs Ag/AgCl/KClsat. (B). Respectiva curva de
calibracao (R = 0,999).
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Fonte: Autora do trabalho.
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Tabela 6.1: Comparacio do desempenho analitico do método proposto com alguns métodos da literatura para determinacio de catequinas.

76

. - Sensibilidade  Faixa linear 10, LQ
Eletrodo Eletrolito Técnica -1 Y pmol pmol Ref.
pA / (umol L) pmol L 1 1
. . CASTAIGNEDE
GCE Hidroalcodlico (pH 3,6) DPV 0,025 10 - 600 - - et al., 2003
0,372 - 2,38 x 1,12 x YANG et al.

. 3 9 ’ ) ’
SWNTs-CTAB/GCE PBS (pH 7) DPV 2,34 x 10 103 10-4 2009
Complexo de cobre Tapao fosfato (pH 7,5) SWV 0,057 4,95 -32,7 0,28 0,35 FERSA%ISES et
CD/CPE fosfato/tampao borato (pH 7,4) SWV ND 8,61 - 241 4,651 11,885 EL_HAz(]))Og etal,

66,8 0,001 - 0.1 49 x 14 x MANASAetal.,
PMB/CPE (pH 7) DPV 0,031 1,0 - 1000 1073 1073 2017
0,44 0-10 PANG et al.,
N-Gr/GCE PBS (pH 7) DPV 211 10 - 30 0,088 - 2017
a
SWCNTs/PEDOTM/GCE PBS (pH 7) Ccv 4,049 0,039 -40,84 0,013 - YAO et al.,, 2015
Tampdo Britton- SWV 0,101 0344248 I3 X 319 x
Robinson (pH 2,20) 10 10
B-CD/CPE - i 3 EL-HADY, 2007
Tampao Britton- DPV 0.106 6,901 x 10° - 1,03 x 9,65 x
Robinson (pH 4,40) ’ 14,469 1073 1073
Ru(bpy);**/BDD Solu¢dao NaNOs (pH 12) CcvV 225% 107 10 - 800 0,121 - WU et al., 2005
GCE Tampaio acetato ( pH4,5) BIA-MPA 0,060 20-100 0,03 0,10 Este Trabalho

GCE: eletrodo de carbono vitreo; CPE: eletrodo de pasta de carbono; CV: voltametria ciclica; DPV: voltametria de pulso diferencial; SWNTs — CTAB / GCE: nanotubos de carbono

de parede simples — eletrodos de carbono vitreo modificados com brometo de cetil-metil- -etilamoénio; PBS: solucdo salina tamponada com fosfato; SWV: voltametria de onda

quadrada; CA: cronoamperometria; DPCV: voltametria catddica de pulso diferencial; CD: ciclodextrina; B-CD: B-ciclodextrina; PMB: poli (azul de metileno); DPV: voltametria de

pulso diferencial; N-Gr / GCE: eletrodo de carbono vitreo modificado com grafeno dopado com N (N-Gr); ND: ndo discriminado.
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6.3.5. Avaliacdo de precisdo, recuperacdo e interferéncias

Avaliacoes de interferéncias, recuperacdo e precisdo foram realizadas para
demonstrar a robustez do método e validar seu uso. A seletividade do método para a
determinacdo da catequina no ché verde foi investigada considerando possiveis interferéncias
de dois compostos (quercetrina e rutina), que tém estruturas moleculares semelhantes as da
catequina. Experimentos (Apéndice A.3) usando uma solu¢do padrio de 50 pumol L' de
catequina na presenca dos interferentes na solucao padrao com proporcdes 1: 1, 1: 5 e 1:10.
Os sinais registrados para estas solu¢des foram comparados com os obtidos para a solucao
padrdo na auséncia de quaisquer interferentes. Tanto quercitrina quanto rutina nio mostraram
interferéncia significativa até a proporcdo de concentracdo de 1: 5. Em proporcdes de 1:10,
somente a interferéncia da rutina foi observada (assumindo um limite de tolerancia
correspondendo a um erro relativo de £+ 5%).

A precisdo do método foi avaliada por meio de experimentos de adicdo e
recuperagdo empregando uma amostra de chd verde contendo catequina em trés concentracdes
diferentes. Os valores de recuperacdo (média de trés andlises) variaram de 98 a 99% (Tabela
6.2), demonstrando uma boa precisdo do método proposto e que nao hd interferéncias de
matriz. A precisdo da técnica também foi confirmada por comparagao dos resultados obtidos
pelo método BIA-MPA com HPLC. A quantificacdo da catequina por HPLC foi realizada por
padronizacdo das dreas, baseada na equagdo [Amostra] g mL™' = Area padrio x [padrio g
mL '] / drea da amostra. Os cromatogramas para a solugio padrio de catequina e amostra de
chd verde sdo mostrados na Figura 6.10. As concentracdes de catequina encontradas nas
amostras de chd verde foram 7,1 x 107 e 7,0 x 107> mol L™! pelo método proposto e por
HPLC, respectivamente, mostrando que ndo foram significativamente diferentes (a 95% nivel
de confianga) e pode-se concluir que o método proposto nio sofre qualquer interferéncia de
matriz da amostra de chd verde, confirmando a viabilidade da técnica na determinacao de

catequina em amostras reais.

Tabela 6.2: Recuperacoes de padroes de catequina adicionados em amostras de cha verde.

Catequina (umol L)

Amostra Recuperado (%)
Adicionado Encontrado
25,0 245+04 98,0
Cha verde 50,0 49,3 +0,6 98,6
75,0 74,3 £ 0,7 99,0

n = 3; nivel de confianga 95%.
Fonte: Autora do trabalho.
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Figura 6.10: Cromatograma da solucao padrao catequina (A) e amostra de cha verde (B) por detector de
UV, 270 nm.
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Fonte: Autora do trabalho.

6.4. Conclusao

Este trabalho descreveu, pela primeira vez, a determinacdo de catequina por BIA
com deteccao amperométrica de multiplos pulsos, usando um eletrodo de carbono vitreo nao
modificado. Problemas de desativacdo da superficie do eletrodo foram superadas
simplesmente com aplicacdio de uma sequéncia de pulsos de potenciais, que garantiram
limpeza e estabilidade da resposta do eletrodo. O método BIA-MPA mostrou excelente
deteccdo, sensibilidade e seletividade. Outras caracteristicas favordveis incluiram a
preparacdo da amostra (requerendo apenas extracdo em uma placa aquecedora e diluicao no
eletrélito), alta frequéncia analitica (120 injecdes por horas), baixo custo operacional e baixos
limites de detec¢do e quantificagdo (0,03 e 0,10 pmol L respectivamente). Além disso, o
método proposto mostrou-se rdpido e sensivel para a determinacio de catequina em amostras
de cha verde com os resultados estatisticamente iguais aos obtidos por HPLC, com um nivel

de confianca de 95%.
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7. DETERMINACAO DE CATEQUINA EM EXTRATOS DE PLANTAS BIOATIVAS
USANDO ELETRODOS DE CARBONO IMPRESSOS EM UM SISTEMA DE
ANALISE POR INJECAO EM BATELADA (BIA) *

Resumo

Este trabalho apresenta um estudo analitico para determinacdo de catequina,
extraida das plantas brasileiras Rhizophora mangle, Arrabidaea brachypoda e Lippia
origanoides vs., usando eletrodos de carbono impressos (ECI) acoplados a um sistema de
andlise por inje¢do em batelada (BIA). Experimentos preliminares de voltametria ciclica em
solu¢do tampao acetato (pH 4,5) contendo catequina revelaram processos redox reversiveis,
com potenciais de pico anddico e catédico localizados em ~ 0,16 Ve ~ 0,10 V vs. Ag / AgCl,
respectivamente, € um pico irreversivel em ~ 0,49 V. Em condi¢cdes otimizadas, a
repetibilidade para determinagdo amperométrica da catequina, realizada a + 0,30 V com o
ECI no sistema BIA, usando inje¢des sucessivas de 50 pmol L™! de catequina, foi RSD =
1,03% (n = 30). A amostragem (R = 0,999), com limites de detec¢do e quantificagdo de 0,021
e 0,070 pmol L™!. A taxa de amostragem de 120 inje¢des por hora. A resposta amperométrica
mostrou um intervalo linear de 1 a 150 pumol L', respectivamente. A aplicacio da
metodologia proposta para a determinacdo de catequina em extratos de plantas medicinais
forneceu resultados quantitativos semelhantes aos obtidos por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC), com nivel de confianca de ~ 95%.

7.1 Introducao

As plantas sdo fontes importantes de produtos naturais biologicamente ativos, das
quais derivam diversos medicamentos comercializados em todo o mundo. O estudo quimico e
farmacolégico de plantas medicinais permitiu a producdo de vdrios compostos com
propriedades valiosas, como os fendis e polifendis. Em baixas concentracdes, em relacdo a de
um substrato oxiddvel, essas substincias podem retardar ou impedir a oxidacdo deste
substrato, além de prevenir o cancer e varios outros tipos de doengas (NEWMAN & CRAGG,
2012).
A determina¢do do conteddo fendlico total das matrizes vegetais € uma tarefa

complexa, devido a uma série de fatores, incluindo a grande variedade de compostos

*Publicado no periddico Microchemical Journal, 2019, 146, 1249-1254.
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fendlicos, a complexidade quimica da matriz, a presenca de interferentes, e a dificuldade de
extrair os compostos da matriz. Como ainda nio € possivel determinar a concentragcdo exata
de compostos fendlicos, uma estimativa da concentracdo total € utilizada, conhecida como
indice de polifendis totais.

Entre os varios compostos fendlicos, a catequina (Figura 7.1) é notdvel por sua
presenca em muitos produtos alimenticios, incluindo plantas, frutas (macds, mirtilos,
groselhas, sementes de uva, kiwi e morangos), chd 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 protecao contra doencgas cronicas nao transmissiveis (DCNT) e
atividade antioxidante, anticarcinogénica, anti-inflamatdria, antiaterogénica e hipoglicémica,
além de atividades antibacterianas e antivirais. Essas propriedades sdo empregadas na
prevencdo e tratamento de vdrias doencas (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 quimica da catequina.

OH

HO O R\
: OH

OH

Fonte: Autora do trabalho.

O conteudo 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 (MULLER 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 preparacdo e andlise de
amostras, e reagentes de alta pureza. Além disso, eles podem gerar grandes volumes de
residuos que sdo frequentemente toxicos. Portanto, o desenvolvimento de métodos
alternativos para monitorar a catequina € de considerdvel importancia nas industrias

farmacéutica e alimenticia, onde € necessdrio estabelecer a autenticidade dos materiais
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vegetais, a fim de evitar quaisquer riscos associados ao uso de fitoterdpicos, como por
exemplo, as concentragdes de catequina podem estar abaixo dos niveis considerados ativos,
ou niveis suficientemente altos para serem considerados toxicos.

No Brasil, muitas espécies de plantas ricas em catequinas foram investigadas, com
resultados biolégicos 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 € utilizada no tratamento da angina, asma, dor, diarreia, dlceras, inflamacao, tumores,
convulsdes e diabetes (KANDIL et al, 2004; NEBULA et al, 2013). Compostos
polifendlicos como proantocianidinas (PAs), consistem em emoligdmeros e polimeros com
unidades de flavan-3-ol (catequina), sdo os compostos abundantes no género Rhizophora (HE
et al., 2008).

Arrabidaea brachypoda, uma planta nativa brasileira conhecida localmente como
“Cervejinha do campo”, ¢ popularmente usada para tratar calculos renais e artrite ¢ tem
apresentado atividade anti-inflamatéria significativa em trabalhos experimentais (DA
ROCHA et al., 2014; DA ROCHA et al., 2011). N6s recentemente demonstramos a atividade
in vitro e in vivo de anti-Trypanosoma cruzi do extrato aquoso de etanol das raizes de
Arrabidaea brachypoda e sua fragdo CH>Cl, (DA ROCHA et al., 2011). Estudos fitoquimicos
indicaram que o género Arrabidaea é uma fonte de glicosilxantonas, fenilpropandides,
flavondides, antocianidinas, alantoinas, flavondides diméricos e triterpenos (GONZALEZ et
al., 2000; MARTIN et al., 2008; DA ROCHA et al., 2017).

A espécie Lippia organoide é indicada para uso contra doencgas respiratérias como
gripe, bronquite, tosse e asma; como um carminativo no tratamento de distdrbios
gastrointestinais, incluindo o estdbmago dor, ndusea e indigestdo; e como anti-séptico para a
boca, garganta e feridas. Esta espécie também € usada na culindria como tempero, bem como
para agucar o apetite. As agliconas flavondides sdo os principais fitoquimicos 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 trés espécies de plantas citadas anteriormente sd@o 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 a deteccdo ultravioleta e espectrometria de massa, entre outras técnicas de
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caracterizacdo e quantificacdo. Este manuscrito descreve a primeira aplicacdo analitica de
eletrodos impressos em um sistema de andlise por injecio em batelada (BIA) para
determinagdo de catequina em extratos dessas trés plantas medicinais. O sistema BIA com
deteccdo eletroquimica é simples e portatil, composto por uma célula eletroquimica contendo
os eletrodos conectados a um potenciostato e interligado a um notebook (ou computador). O
sistema fornece informagdes qualitativas e quantitativas, com a eliminacdo do estdgio de
preparacdo da amostra, a dilui¢do é realizada no préprio eletrdlito. A determinacdo € realizada
com uma Unica etapa de injecdo, resultando em resultados rdpidos de baixo custo. A
metodologia apresenta alta seletividade e sensibilidade, alto rendimento de amostragem,
consumo minimo de reagentes e amostras, € pequenos volumes de residuos (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, rdpido, seletivo e sensivel para a determinacdo da catequina que € uma
substincia bioativa presente em matrizes complexas de extratos vegetais. A grande vantagem
da metodologia € a utilizacdo de eletrodos impressos comerciais de custo relativamente
baixos, ndo modificados, acoplados a um sistema de andlise por injecio em batelada.
Detec¢do amperométrica permite a determinacdo de catequina com alta seletividade, sem
adsorc¢do de produtos de oxidacdo na superficie do eletrodo (que pode ser reutilizado para
varias andlises). Estudos anteriores relataram que os polifendis podem polimerizar e adsorver
na superficie dos eletrodos, diminuindo assim a 4rea ativa do eletrodo (RIBEIRO, et al., 2018;
CAETANO et al.,, 2018; ROCHA et al., 2018; STEFANO et al., 2017; CORREA et al., 2018;
MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al, 2010). O método foi validado em termos de
linearidade, repetibilidade, reprodutibilidade, limite de detec¢do, e limite de quantificacdo, e a
precisdo foi confirmada pelo método de adi¢do e recuperacdo. A metodologia proposta foi
aplicada para a determina¢do de catequina em trés grupos de extratos hidroetandlicos obtidos
das folhas das espécies Rhizophora mangle, Arrabidaea brachypoda e Lippia origanoides, e

foi comparado com andlises realizadas por cromatografia liquida de alta performance.

7.2 Experimental

7.2.1 Reagentes e Solugoes

As solucdes aquosas foram preparadas usando dgua de um sistema de purificacio

Milli-Q Direct 8. O cloreto de potassio foi adquirido da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Os
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reagentes acetato de sédio anidro, dcido acético e metanol foram adquiridos da Merck
(Darmstadt, Alemanha). O padrio 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;
MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al., 2010), todas as experiéncias foram realizadas utilizando
tampao acetato de sédio 0,1 mol L' (pH 4,5) como eletrdlito de suporte, a menos que
especificado de outra forma. Solucdes estoque de catequina foram preparadas semanalmente
em metanol e mantidas em geladeira, onde a solucdo se mostrou estavel por pelo menos 1 més
(RIBEIRO, et al., 2018; CAETANO et al., 2018; ROCHA et al., 2018; STEFANO et al.,
2017; CORREA et al, 2018; MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al., 2010). Solucdes de
trabalho foram preparadas por diluicdo até a concentracdo desejada com o eletrdlito de

suporte.

7.2.2 Instrumentagdo e equipamentos

Todas as medidas eletroquimicas 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 trés eletrodos encontravam-se no mesmo substrato de ceramica (dimensdes
34 x 1,0 x 0,05 cm), com um disco de carbono de aproximadamente 0,4 cm diametro
depositado no centro como o eletrodo de trabalho (ET), junto com um eletrodo auxiliar de
carbono (EA) e um eletrodo pseudo-referéncia de prata (ERP). Uma micropipeta automatica
(Modelo LTS 200, Mettler Toledo, Sao Paulo, Brasil) (Figura 7.2B) foi usada para injetar a
catequina no sistema eletroquimico. A célula BIA empregada nas medicdes eletroquimicas,
foi construida especificamente para uso com ECI, como descrito anteriormente (STEFANO et
al., 2017; CORREA et al., 2018; MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al., 2010; TORMIN et al.,
2014). A célula consiste em um cilindro de 100 mL de Teflon® (didmetro interno = 8 cm e
comprimento = 6 cm), com uma tampa de Teflon® bem presa ao topo. Uma abertura central
(~ 0,5 cm de diametro) na tampa permitiu a inser¢do da ponta da micropipeta, que foi mantida
sempre na mesma posi¢ao, a uma distancia 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, € um
o-ring foi colocado na superficie do ECI para delimitar a regido dos trés eletrodos e evitar o

vazamento da solucdo (Figura 7.2A).
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Figura 7.2: Sistema utilizado para medicdes eletroquimicas: (A) partes da célula BIA; (B) célula BIA para

ECI com micropipeta automatica motorizada; (C) sistema eletroquimico 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 médulo de propulsdao de solvente
com uma bomba de duplo pistdo, um detector UV-Vis (A = 280 nm) e uma coluna AQUA RP
C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 mm). Os solventes de eluicdo foram dgua com 0,02% de 4cido
féormico (eluente A) e metanol com 0,02% de acido féormico (eluente B), bombeados a uma
taxa de 1 mL min !, 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 a
temperatura ambiente e o volume de injecio da amostra foi de 10 pL. A coleta e o
processamento de dados foram realizados utilizando o software LC Solution v. 1.25

(Shimadzu).

7.2.3 Preparagdo de amostra

As plantas Lippia origanoides (LO), Rhizophora mangle (RM) e Arrabidaea
brachypoda (AB-MG) foram coletados no municipio de Jodo Pinheiro-MG (17°44'45"S e
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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 p6 obtido foi extraido por percolacdo exaustiva com
dgua-etanol 70% a temperatura ambiente. Apds a extracdo, o liquido foi evaporado em rota
vapor Fisatom 802, sob pressdo reduzida, a uma temperatura inferior a 40° C. O extrato foi
transferido para frascos de vidro e foi entdo liofilizado (K105 Liotop) para remoc¢do do
solvente (DA ROCHA et al., 2017). Antes da injecao de cada extrato no sistema HPLC-UV /
Vis, as amostras foram diluidas em metanol / 4gua (80/20) e filtrada através de um filtro de

nylon com 0,22 pm.

7.3 Resultados e discussoes

7.3.1 Voltametria ciclica

O comportamento eletroquimico da catequina, em estado estaciondrio foi avaliado
aplicando a voltametria ciclica usando o ECI em tampdo acetato de sédio 0,1 mol L™ pH 4,5.
Os resultados s@o apresentados na Figura 7.3, e o voltamograma ciclico integral mostra dois
processos associados aos centros de oxidag¢do presentes na molécula de catequina que ocorre
nos potenciais de pico (Ep) de Epa; = 0,16 V e Epa, = 0,49 V. Obtendo-se, a primeira onda
anddica reversivel, com um potencial de pico de redu¢ao 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 superficies do ECV (RIBEIRO et al., 2018). O gréfico inserido,
mostraram os resultados alcancados em regides de potenciais menores entre - 0,20 V e 0,40
V.

O mecanismo de oxidacdo eletroquimica da catequina sobre a superficie de um
eletrodo de carbono vitreo, usando diferentes técnicas eletroquimicas, investigado por Janeiro
e Brett (2004), foi constatado que o mecanismo de oxidagdo da catequina é dependente do pH
e ocorre de acordo com estdgios bem definidos envolvendo o grupo catecol. A reacdo de
oxidacdo do catecol (3,4-di-hidroxila) ocorre em potenciais positivos muito baixos e é
caracterizada por um processo reversivel (ver inser¢dao da Figura 7.3). Portanto, um processo
de oxidagdo envolvendo dois prétons e dois elétrons nos primeiros potenciais de pico para a
formacio de orto-quinona (MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al., 2010; JANEIRO & BRETT,
2004).
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Figura 7.3: Voltamogramas ciclicos obtidos com o ECI em tampio acetato de sédio a 0,1 mol L' (pH 4,5)
na auséncia (a) e presenca (b) de 100 pmol L' de catequina (v = 0,05 V s™'). A insercio B mostra o

comportamento reversivel da catequina no ECI em uma janela de potencial mais estreita.
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Fonte: Autora do trabalho.

7.3.2 Voltametria Hidrodindmica

A resposta eletroquimica da catequina também foi investigada
sob condi¢des hidrodinamicas com detec¢ao amperométrica. Um conjunto de experimentos
foi conduzido com uma solucdo padrido de 50 pmol L injetada (em triplicata) na célula BIA
preenchida com 0,1 umol L™! de solucdo tampio de acetato de sédio (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 fun¢do do tempo. Cada potencial foi avaliado como um experimento
individual e o eletrodo impresso foi trocado para garantir a precisdo dos resultados, uma vez
que os produtos de oxidacdo da catequina poderiam se adsorver na superficie do eletrodo,
causando sérios problemas de adsorc@o na superficie do eletrodo (RIBEIRO et al., 2018). A
corrente em cada potencial foi monitorada continuamente através de injecdes em triplicatas de
50 umol L™! catequina (Figura 7.4) utilizando uma micropipeta automatica. Como apresentado
nos experimentos de voltametria ciclica, dois picos de oxidacdo também foram observados no
voltamograma hidrodindmico. Vale ressaltar que o comportamento observado esteve de
acordo com o obtido na voltametria ciclica com o uso do mesmo eletrélito 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

oxidacao de outros possiveis compostos fendlicos presentes nas matrizes complexas.
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Figura 7.4: Voltamograma hidrodinimico obtido pela plotagem dos valores médios das correntes de pico
para injecdes em triplicata (n = 3) de 50 pmol L' de catequina, em funciio do potencial aplicado no
sistema BIA. Solucdo tampio de suporte de eletrélito: 0,1 mol L' de acetato de sédio (pH 4,5); volume de

injeciio: 100 pL; faixa de potencial: 0,0-1,5 V.
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Fonte: Autora do trabalho.

7.3.3 Método BIA com deteccdo amperométrica

A fim de otimizar os parametros do método BIA com deteccdo amperométrica
convencional para a determinacdo 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 injecdo foram investigados na
faixa de 20 a 200 pL e a velocidade de dispensa dispds de um conjunto de trés velocidades
distintas (27,72, 45,45 e 76,92 uL s '), ambos estudos sdo mostrados na Figura 7.5. Para o
estudo do volume de injecdo, a corrente de oxida¢do aumentou para volumes de até¢ 100 pL
(experimentos realizados a 50 pmol L™! de catequina). A inje¢do de 100 uL resultou em um
alto sinal analitico para catequina, com baixo desvio padrao 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 oxida¢do da catequina aumentaram a
medida que a taxa de velocidade aumentou, o que era o esperado, com base na teoria de
configuracdo “wall-jet” que consiste em uma forma de inje¢do da amostra perpendicularmente
sobre a superficie do eletrodo (BRETT et al., 1995). A corrente de pico mais alta e a menor
DPR (0,66%) foram obtidas usando uma velocidade de injegdo de 76,92 pL s™' (Figura 7.5B),

que foi, portanto, selecionada como a melhor taxa de velocidade de dispensa.
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Figura 7.5: Otimizacio dos parametros BIA: parametros amperométricos e dados de pico de corrente
para (A) diferentes volumes de injecao (20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 e 200 pL) e (B) diferentes
taxas de velocidade de dispensa da micropipeta programavel (27,72, 45,45 e 76,92 pL s™). Eletrélito
suporte: 0,1 pmol L' de acetato de sédio (pH 4,5); potencial: +0,30 V vs PRE. A inserciio 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 condi¢des otimizadas (Figura 7.6). Uma série de 30 injecdes
sucessivas de solu¢des contendo 50 pmol L™! 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 deteccio 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 injecdes por hora, desconsiderando o tempo para
reabastecer a ponta da micropipeta com uma nova solu¢do de amostra. O baixo valor DPR
demonstrou que o método BIA usando o ECI apresenta alta precisdo e estabilidade, sem efeito
de memoria e interferéncia de subprodutos da oxidagdo na superficie do eletrodo. Este

resultado € de grande importancia porque permite a reutilizacdo do ECI para vérias injegdes.
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Figura 7.6: Amperogramas e dados de corrente de pico obtidos no estudo da repetibilidade com sucessivas
injecdes (n = 30) de catequina a 50 pmol L™ no sistema BIA. Soluciio de eletrélito suporte: tampao
acetato de sédio 0,1 mol L' de (pH 4,5); volume de injecdo: 100 pL; velocidade de injecdo: 76,92 pL s™';
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 andlises também foram avaliadas por duas metodologias
distintas. Primeiramente, selecionou-se quinze ECIs comerciais da DropSens® e foram
injetados em triplicata (n = 3), sob as condi¢des otimizadas do método BIA (Figura 7.7A),
aliquotas 100 pL da solugio padrio de catequina 50 pmol L™!. 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 otimizacdo satisfatotia do
método proposto. Posteriormente, na Figura 7.7B estdo dispostos os resultados para os
experimentos realizados em oito dias consecutivos de andlises, utilizando o mesmo ECI sob
as condicdes otimizadas, onde cada ponto corresponde a mediana para dez injecoes (n = 10)
de catequina 50 pmol L™!. Os resultados demonstraram boa reprodutibilidade e baixos valores
de DPR (<1,3%) por até 6 dias de andlises consecutivas, com sinais de correntes de pico
equivalentes. No sétimo dia, houve uma diminui¢ao da corrente de pico, enquanto no oitavo
dia, o eletrodo nao apresentou sinais analiticos significativos acima do ruido de fundo. Estes
resultados indicam que o ECI poderia ser usado por até 6 dias de andlise, considerando um

erro relativo maximo de 5%.

Ribeiro, G. A. C



94
ARTIGO 2

Figura 7.7: Amperogramas e dados de correntes de pico obtidos na reprodutibilidade estudo usando (A)
diferentes ECIs e injecdes em triplicado (n = 3), e (B) um ECI em diferentes dias de analise, com dez
injecdes por dia (n = 10). Eletrélito suporte: solucio tampao acetato sédio (pH 4,5) 0,1 mol L™'; volume de
injeciio: 100 pL; velocidade de injecdo: 76,92 pL s™'; potencial: +0,3 V vs ERP. A insercio mostra os sinais

amperométricos do BIA.
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Fonte: Autora do trabalho.

7.3.4 Aplicacdes analiticas

O método BIA proposto usando o ECI foi aplicado para a determinagdo de catequina
em trés extratos vegetais diferentes, sob condi¢des otimizadas com respostas amperométricas
registradas a + 0,30 V, injetando em triplicata um volume de100 pL (Figura 7.8A). A faixa
linear de trabalho foi determinada usando injecdes de solucdes padrio de catequina em
concentracdes crescentes e decrescentes entre 1 ¢ 150 umol L™! (a — i), alternando com
injecdes em triplicata dos extratos vegetais RM (j), AB-MG (k) e LO (l), assim como o
extrato RM enriquecido com diferentes concentragdes de solu¢do padrao de catequina (mjp, mp
e m3). Um comportamento linear foi observado nesta faixa de concentracdo (Figura 7.8B),
com bons coeficientes de correlacio (R = 0,999). As curvas ndo apresentaram diferencas
significativas na inclinacdo, indicando que ndo houve efeitos de memoria (como aqueles
causados pela adsorcdo de subprodutos da oxidacdo na superficie do eletrodo) entre as
injecdes sucessivas, uma vez que ndo houve diminui¢do na corrente de pico de oxidagdo a
catequina. Nas condicdes otimizadas, os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) da
catequina foram 0,021 e 0,070 pmol L™, respectivamente (LD =3 x Sb/ me LQ = 10 x Sb/

m, onde Sb € o desvio padrio do sinal em branco e m € a inclinagdo da curva de calibracdo).
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Figura 7.8: Registros amperométricos obtidos a partir de injecdes em triplicatas de solucoes contendo
concentracdes de catequina (umol L™"): a=1;b=10;¢=30;d=50;e=70; f=90; g=110; h=130; i =
15; amostras de extratos RM (j), AB-MG (k) e LO (I) e amostras do extrato RM enriquecidas com
catequina (mi, mz e ms). Eletrélito suporte soluciio tampio acetato de sédio 0,1 mol L™, pH 4,5; volume de

injeciio: 100 pL; velocidade de injecdio: 76,92 uL s'; potencial + 0,3 V vs ERP.
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Fonte: Autora do trabalho.

7.3.5 Avaliacdo da precisdo e seletividade do método BIA

Para fins comparativos, as amostras foram analisadas por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC), com inje¢des (em triplicata) de padrdes de catequina e dos extratos.
Nas condicdes experimentais empregadas, a catequina apresentou um tempo de retencido de
15,3 min, conforme apresentado na Figura 7.9, que representa o perfil de uma injecdo para
cada andlise. Os resultados obtidos para as trés injecdes sdo fornecidos na Tabela 7.1. Foi
aplicado o teste ¢ de Student aos resultados obtidos para cada amostra usando os dois métodos
analiticos (BIA e HPLC). Indicaram que ndo houve diferengas significativas, com os
resultados sendo estatisticamente semelhantes (com um nivel de confianga de 95%). Esses
resultados evidenciaram a equivaléncia do método BIA, demonstrando a acuricia e

confiabilidade da nova técnica para a determinacao da catequina.

Ribeiro, G. A. C



ARTIGO 2

96

Figura 7.9: Cromatogramas registrados para solucao padrao de catequina (a) e extratos vegetais RM (b),

AB-MG (c) e LO (d). Detector UV £ =280 nm, coluna AQUA RP C18.

Fonte: Autora do trabalho.
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Tabela 7.1: Concentracoes de catequina nas amostras de extrato vegetal (n = 3), obtidas usando o sistema

BIA e HPLC-UV/ Vis.

Amostras BIA _ HPLC'U_V
mmol L™ mmol L™
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 comparagdo das caracteristicas analiticas do método BIA proposto e outros

métodos relatados na literatura para a determinagao da catequina é fornecida na Tabela 7.2. O

método proposto € rapido e alcancou uma taxa de amostragem menor que 100 andlises por

hora, juntamente com boa sensibilidade e baixos valores LD e LQ. As vantagens dos

eletrodos impressos incluem custo relativamente baixo e capacidade de reutilizacdo em vérias

determinagdes. Além disso, a portabilidade do sistema BIA permite que seja aplicado em

andlises de campo.
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Tabela 7.2: Comparacdo das caracteristicas analiticas do método proposto com outros métodos

reportados na literatura para a determinacao de catequina.

Método RL _ LD _ LQ _ F_A Ref.
pmol L' pmol L' pmol L! h!
HPLC-UV 1,70- 0,38* 1,182 4> FERREIRA-NUNES,
(230 nm) 34,40* 2018
HPLC-UV 8,61 - 0,38* 13,09* 3b FERNANDO &
(280 nm) 86,12° SOYSA, 2016
MEC-UV 91,99 — 35,73% 108,28* 6P PIOVEZAN et al.,
(200 nm) 551,92° 2013
Espectrofotometria 1,38 - 1,272 358,292 n.m ROGGIA et al., 2016
UV (244 nm) 120,607
Espectrofotometria 1,37 - 0,242 1,822 n.m. AHMADI et al.,
UV (406 nm) 17,222 2018
SWYV (Dinuclear 4,95 — 0,28? 0,35% n. m. FERNANDES et al.,
copper 32,70% 2008
Complex)
SWV (CD/CPE) 8, 61— 4,65% 11,882 n.m. EL-HADY & EL-
2412 MAALLI, 2008
AMP (GCE) 20,00- 0,03 0,10 120 RIBEIRO, 2018
100,00
AD (C-SPE) 1,00 - 0.02 0.07 120 Este trabalho
150,00

RL: range linear; LD: limite de detec¢do; LQ: limite de quantificacdo; FA: frequéncia
analitica; REF.: referéncia; HPLC-UV: cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
ultravioleta; MEC-UV: cromatografia eletrocinética micelar com deteccao ultravioleta; SWV:
voltametria de onda quadrada; CD/CEP: eletrodo de pasta de carbono modificado com beta-
cilcodextrina; AMP: amperometria de pulsos multiplos; GCE: eletrodo de carbono vitreo;
AD: amperometria direta;; C-SPE: eletrodo de carbono impresso;

n.m.: ndo mencionado
2 os valores de concentracdo foram convertidos para pmol L™! com base nos dados relatados

nos respectivos artigos.
b FA dos métodos HPLC foram obtidos com base no tempo de retencio do analito.

A exatiddo do método BIA foi avaliada por meio de ensaios de recuperacio
realizados com adi¢do de catequina, em trés diferentes concentragdes do extrato da planta LO

(Figura 7.8A).
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Tabela 7.3: Valores de recuperacio obtidos pela analise no método BIA apés fortificacio com amostra

padrio de catequina (umol L"),

Catequina (umol L)

Amostra Recuperado (%)
Adicionado Encontrado
25,0 24,6 £04 98,5
RM 50,0 49,7 +£0,2 99,4
75,0 74,2 £ 0,7 98,9

Fonte: Autora do trabalho.

Os valores de recuperacdo obtidos, apresentaram-se entre 98,5% e 99,4% (Tabela 3),
demonstrando assim que o procedimento analitico proposto nao foi afetado por quaisquer
interferéncias significativas decorrentes das matrizes amostrais. A seletividade do método de
determinacdo da catequina foi investigada, considerando possiveis interferéncias de dois
compostos (quercetina e rutina) com estruturas moleculares semelhantes as da catequina. Os
experimentos de seletividade foram realizados utilizando uma solugdo padrio de 50 umol L™
de catequina na presenca dos interferentes, nas propor¢des de 1: 1, 1:3 e 1:5. Os sinais
registados para estas solugdes foram comparados com os obtidos para a solucdo padrao na
auséncia de qualquer interferente. Os resultados (Apéndice A) demonstraram que os sinais
analiticos nao foram significativamente afetados por nenhum dos interferentes. A quercetina
apresentou interferéncia na proporcao de 1: 3, enquanto a interferéncia da rutina foi observada
na propor¢ao de 1: 5 (assumindo um limite de tolerancia correspondente a um erro relativo de

+5%).

7.4 Conclusao

Os resultados deste trabalho evidenciaram a viabilidade do uso de um sistema
BIA com detec¢do amperométrica direta do ECI para determinar a catequina em matrizes
complexas. Os resultados mostraram boa precisdo, reprodutibilidade, sensibilidade e
seletividade, com possibilidade de reutilizagdo do eletrodo por até seis dias consecutivos, sem
perda do sinal analitico ou da desativacdo do eletrodo, podendo ainda ser realizada uma
andlise completa com apenas um eletrodo sem perda de sensibilidade do sistema. Além disso,
o método apresentou boa taxa de amostragem (120 amostras h™ '), utilizando um volume de
amostragem de apenas 100 pL. A nova metodologia permitiu a determinagdo da catequina em

extratos hidroalcodlicos de plantas. Essa técnica pode ser aplicada para controle de processos
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nas industrias farmacéutica e de alimentos, onde resultados réapidos e confidveis sdo essenciais

para garantir a qualidade do produto.
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8. DETERMINACAO RAPIDA, SIMPLES E PRECISA DE QUERCETINA EM
EXTRATOS VEGETAIS POR AMPEROMETRIA ASSOCIADA A ANALISE POR
INJECAO EM BATELADA (BIA)

Resumo

Este trabalho apresenta um estudo que consiste na comparagdo de dois métodos para a
determinagdo de quercetina em matrizes complexas empregando andlise por injecdo em
bateladas (BIA) com deteccdo amperométrica. Os resultados mostraram a possibilidade da
aplicagdo de metodologias envolvendo um eletrodo de carbono vitreo e amperometria de
pulsos multiplos (BIA-MPA) ou um eletrodo de carbono impresso e amperometria
convencional (BIA-AC). Os métodos propostos requerem manipulacdo minima da amostra
(apenas dilui¢do no eletrdlito suporte) e a determinacdo é obtida com uma tUnica etapa de
inje¢do de 100 pL de uma solucdo contendo a amostra. O método BIA-MPA mostrou-se
altamente preciso (DPR de 0,74%; n = 30), rdpido (72 inje¢des h™!) com baixos limites de
deteccdo (0,004 umol L") e de quantificacdo (10 umol L™). O método BIA-AC também
mostrou-se preciso (DPR de 1,06%; n= 30), rapido (120 inje¢des h™!), com limites de
deteccio de 0,027 umol L' e de quantificacio de 10 pmol L7'. Aplicacdes destas
metodologias na determinacdo 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 liquida de alta

eficiéncia (HPLC), com nivel de confianca de 95%.

8.1. Introducao

Os flavondides sao compostos polifendis que representam um dos grupos mais
importantes e diversificados entre os produtos de origem natural (SHAIDAROVA et al,
2016). Sao amplamente distribuidos no reino vegetal e encontrados em grande quantidade em
frutas e plantas (BALASUNDRAM et al., 2006). Apresentam uma estrutura base (Figura 8.1)
constituida por dois anéis aromaticos (A e B) ligados através de um anel pirano (C)
(D'ANDREA, 2015; MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al., 2010; BALASUNDRAM et al.,
2006; TIMBOLA et al., 2006).

Dentre os compostos fendlicos, a quercetina vem se destacando por ser um dos

flavondides mais presentes na dieta humana, sendo encontrada em grande quantidade nas
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frutas, verduras e chds e detém diversos efeitos farmacoldgicos, incluindo efeitos contra o
envelhecimento, anti-inflamatérios, cardioprotetores, antioxidantes, anticancerigenos 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 posi¢cdo C-5 e C-7, o grupo catecol no anel B (C-3’e C4°), o substituinte
OH na posicao C-3, a carbonila em C-4 e a insaturacdo entre C-2 e C-3 e o grupo pirdnico no
anel C (D'ANDREA, 2015; MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al, 2010; BRETT & GHICA,
2003).

Figura 8.1: Estrutura quimica dos flavonoides: (1) Quercetina, (2) Rutina e (3) Catequina. Os grupos OH

estio presentes nos anéis A, B e C.

HO sl OH

HO

Fonte: Autora do trabalho.

A quercetina tem atraido cada vez mais interesse devido principalmente, ao seu
potencial antioxidante e a inibicdo da proliferagdo de diferentes tipos de células cancerosas
(WANG et al, 2016; D'ANDREA, 2015). A maioria das metodologias analiticas reportadas na
literatura para a determinacdo de quercetina sdo baseadas em métodos espectrofotométricos
(WANG et al, 2016) e técnicas cromatograficas (ABDELKAWY et al., 2017) que dependem
de etapas iniciais de preparacdo das amostras e demandam tempo, utilizam grande quantidade
de reagentes (solventes) e os equipamentos associados sdo de custos elevados, tornando muito
caro o custo final das andlises.

Entre as alternativas possiveis para a quantificagdo da quercetina, as técnicas

eletroquimicas aparecem como vidveis € promissoras, por apresentarem vantagens como
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alcance de baixos limites de deteccdo, possibilidade de especiacdo dos analitos, alta
velocidade de andlise, pré-tratamento da amostra desnecessdrio ou minimizado, baixo custo
de andlise e versatilidade da técnica (PLIUTA et al., 2018; TORMIN et al., 2014;
MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al, 2010; TIMBOLA et al., 2006; WANG & TAHA, 1991).
Este trabalho tem como propdsito apresentar duas estratégias de andlise para a
determinacdo do composto fendlico quercetina em matrizes complexas. Ambos métodos
demostraram ser simples, rdpidos, seletivos e com elevada sensibilidade. Além disso, as
metodologias apresentam como grande diferencial a vantagem de usar eletrodos de carbono
nao modificados acoplado a um sistema de analise por inje¢do em batelada (BIA) com
deteccdo amperométrica convencional (AC) ou amperometria de multiplos pulso (MPA), de
modo a evitar os problemas associados com a passivacdo destes eletrodos e permitir a
determinacdo da quercetina com alta seletividade, superando o problema de contaminagdo do
eletrodo. O método foi avaliado em termos de linearidade, repetibilidade, reprodutibilidade,
deteccdo e quantificacdo, e a exatiddo do método foi confirmada pelo método de adi¢do e

recuperacao.

8.2. Parte Experimental

8.2.1. Materiais e Reagentes

Todos os reagentes foram de grau analitico e utilizados sem purificacdo prévia.
Agua deionizada de alta pureza (resistividade < 18 MQ cm) foi obtida a partir de um sistema
de purificacdo de dgua Milli-Q® Direct (Millipore, Bedford, EUA). Suspensdo aquosa de
alumina 0,30 pum (Micropolishing Material, Buehler Ltda) e cloreto de potdssio adquirido da
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), acido fosférico, acido bérico, acido acético, hidréxido de sédio
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 Laboratério de Estudos Avangados em Fitomedicamentos (LEAF) da
Universidade Federal do Maranhao (UFMA).

A quercetina € um sélido amarelo amorfo que tem baixa solubilidade em &gua,
mas € soluvel em solu¢des 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

eletrdlito suporte para garantir a sua solubilidade.
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Uma solu¢do stock padrio de quercetina (1072 mol L!) foi preparada
semanalmente em metanol e mantida em geladeira (a solucdo foi estdvel durante pelo menos 1
més) (MEDVIDOVIC-KOSANOVIC, 2010). Esta solu¢io foi diluida na concentragio

desejada com o eletrélito suporte e utilizada para as medigdes eletroquimicas.

8.2.2. Instrumentagdo

8.2.2.1. Medidas Eletroquimicas

As andlises eletroquimicas foram realizadas utilizando um potenciostato Autolab
PGSTAT302N (Eco Chemie B.V., Utrecht, Holanda) interfaceado a um computador e
controlado através do software GPES versao 4.0.007. Os voltamogramas e os amperogramas
foram registrados utilizando dois sistemas: sendo um primeiro sistema composto por trés
eletrodos: um eletrodo de trabalho de carbono vitreo (ECV) (~5,0 mm de didmetro), um
eletrodo de referéncia de Ag/AgCl/KClsy € 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 trés eletrodos no mesmo substrato de ceramica (dimensoes 3, 4
x 1, 0 x 0, 05 cm) apresentando um disco de aproximadamente 4 mm de didmetro de carbono
depositado no seu centro como eletrodo de trabalho, um eletrodo auxiliar de carbono e um
eletrodo referéncia de prata (ERP). Para as inje¢cdes da quercetina no sistema eletroquimico
foi utilizada uma micropipeta automatica Rainin LTS 200 (Sao Paulo, Brasil). Um sistema de
banho ultrassom da Unique (USC-1400) foi utilizado para remog¢ao de possiveis particulas
provenientes do processo de polimento que ficam impregnadas na superficie do ECV.

A célula BIA usada para as medi¢cdes amperométricas com o eletrodo de ECV foi
construida de acordo com Ribeiro et al. (2018) consistia de um cilindro de acrilico (~40 mL
de volume) com fundo e tampa construidos em Teflon® e encaixados firmemente dentro do
cilindro. Um orificio foi perfurado no centro da parte inferior, permitindo o posicionamento
preciso do eletrodo de trabalho no centro da célula. Um anel de vedacao do tipo O-ring foram
posicionados dentro deste orificio para evitar vazamentos da solucio da célula. Trés orificios
foram perfurados na tampa, sendo um central para uma instalacdo precisa da micropipeta
sempre na mesma posi¢do. Os outros dois orificios, nas laterais do orificio central, permitiam
a inser¢do dos eletrodos de referéncia e auxiliar. A ponta da pipeta foi mantida a uma
distancia fixa de ~2 mm do eletrodo de trabalho, movendo-se o ultimo para a posicao
desejada (a posicdo da pipeta foi mantida inalterada). Um orificio lateral na célula foi

perfurado para permitir a drenagem do excesso de solugdo.
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A célula usada para as medi¢des amperométricas com o ECI consiste em um
cilindro de Teflon® (didmetro interno de ~ 6 cm e altura de ~5,5 cm) e uma tampa também de
Teflon® firmemente encaixada no topo, com um orificio central (~ 4 mm de diAmetro) para a
insercdo da ponteira da micropipeta eletrOnica mantida sempre na mesma posi¢cdo a uma
distancia fixa de ~2 mm do eletrodo de trabalho em oposicdo a superficie do ECI (RICHTER
et al., 2016).

7.2.2.2. Medidas Cromatograficas

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 médulo
de distribuicdo de solvente com uma bomba de pistao duplo, um detector UV-VIS SPA-10A
(A = 245 nm), e uma coluna AQUA RP C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 mm). Os solventes de
eluicdo foram 0,02% de acido férmico em dgua (eluente A) e 0,02% de acido férmico em

metanol (eluente B), a uma taxa de 1 mL min ™!

, 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 inje¢ao de amostra foi de 10 uL.

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 municipio de Carolina-MA (07°20'16"S e 47°28'04"W) e Vismia
guianensis (VG) foi coletada na cidade de Sdo Luis-MA (03°33"29"”S e 43°31"22"W ). Todos
os extratos foram obtidos a partir das folhas secas (1000 g) e foram extraidas por percolacdo
exaustiva (tempo minimo de 24 horas), a temperatura ambiente, com etanol-agua a 70%. O
extrato etandlico bruto foi obtido apds filtracio e evaporado a secura sob viacuo a
aproximadamente 40°C, produzindo aproximadamente 200,0 g de extrato hidroetandlico (DA
ROCHA et al, 2017). Antes da injecdo 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 pm.

8.3. Resultados e Discussao

8.3.1. Comportamento Voltamétrico da Quercetina sobre o eletrodo de carbono

vitreo (ECV) e o eletrodo de carbono impresso (ECI)
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Medidas eletroquimicas preliminares utilizando os ECV (Figura 8.2A) e ECI
(Figura 8.2B) foram realizadas a fim de investigar o comportamento eletroquimico da
quercetina na superficie destes eletrodos. A Figura 8.2 mostra os voltamogramas ciclicos da
quercetina (100 umol L) em solucdio tampio fosfato 0,1 mol L™! (pH 6,0) registradas entre -
0,3 Ve + 1,0 V numa velocidade de varredura de 50 mV s'. Os gréficos inseridos, mostraram

os resultados obtidos em regides de potenciais menores entre - 0,3 Ve 0,5 V.

Figura 8.2: (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de carbono vitreo (ECV) e (B) eletrodo de
carbono impresso (ECI) em soluciio tampao fosfato 0,1 mol L' 4gua/etanol (80/20), pH 6,0 na auséncia (1)

e na presenca da quercetina 100 pumol L™ (2). Velocidade de varredura de v=0,05 V.s™.
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—
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Fonte: Autora do trabalho.

O perfil geral dos voltamogramas ciclicos mostrados na Figura 8.2 sdo
semelhantes ao relatados na literatura para quercetina (MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al,
2010; TIMBOLA et al., 2006; BRETT & GHICA, 2003), com a presenga de um pico na
regido anddica, em + 0,20 V (Epa) para o € ECV e em + 0,09 V para o ECI e atribuido a

A\l

oxidacdo do substituinte 3 ', 4'-di-hidroxi no anel B da quercetina (Figura 8.1)
(MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al., 2010; TIMBOLA et al., 2006). Na regido catédica, um
pico de menor intensidade, pode ser observado em — 0,15 V (Ep) para o ECV e em — 0,03 V
para o ECI, indicando a formacdo de espécies fortemente adsorvidas por produtos de oxidacao
na superficie dos eletrodos na varredura catddica de polifendis (TIMBOLA et al., 2006).

A fim de otimizar a sensibilidade do método e a faixa de potencial de trabalho
para a oxidacdo eletroquimica da quercetina utilizando o sistema BIA com deteccao

amperométrica, foram avaliados, com o ECV, os pardmetros experimentais pH e composicao

do eletrolito suporte. Os voltamogramas hidrodindmicos foram obtidos pela aplicagcdo de doze
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potenciais no intervalo de - 0,10 a + 1,00 V (em experimentos individuais com polimento
antes de cada alteracdo de potencial) e injecdes em triplicatas de uma solu¢do padrdo de

quercetina 50 pmol L™!. Os resultados estdo dispostos na Tabela 8.1.

Tabela 8.1: Parametros experimentais obtidos pelo voltamograma hidrodinimico da quercetina com o

ECYV (resultados médios para injecdes em triplicata de uma soluciio padrio de quercetina 50 pmol L™).

Eletrélito Potencial Corrente Desvio Padrao Médio
\ pA %0
Tampao Briton Robson pH 2,0 0,40 3,09 +£ 0,04 1,75
Tampao Briton Robson pH 4,0 0,35 4,26 +0,10 2,45
Tampao Briton Robson pH 6,0 0,30 6,06 + 0,10 1,96
Tampao Briton Robson pH 7,0 0,20 7,60 + 0,21 2,03
Tampao Briton Robson pH 8,0 0,15 4,00 £ 0,26 2,54
Tampao Briton Robson pH 10,0 0,10 3,12 + 0,68 3,16
Tampao acetato pH 3,8 0,35 3,76 = 0,07 1,93
Tampao acetato pH 4,5 0,30 4,18 +0,08 2,04
Tampao acetato pH 5,5 0,25 5,43 + 0,06 1,87
Tampao Fosfato pH 6,0 0,30 8,98 + 0,08 1,33
Tampao Fosfato pH 8,0 0,15 4,77 +£0,09 2,91
Tampao Fosfato pH 10,0 0,10 3,70 £ 0,05 1,99

Fonte: Autora do trabalho.

Com base no voltamograma hidrodindmico e para evitar a interferéncia de
espécies eletroativas que podem estar presentes na matriz da amostra, o potencial de corrente
de pico foi escolhido para demais medi¢des eletroquimicas (OLIVEIRA et al.,, 2016;
FREITAS et al., 2016, PEREIRA et al., 2016; RIBEIRO et al., 2018). Além disso, nos
eletrdlitos estudados, foi escolhido para demais estudos o tampao fosfato pH 6,0, por
apresentar maior corrente de pico e menor desvio padrao relativo (DPR 1,33 %) entre as
injecdes de quercetina (n = 3).

A Figura 8.3 mostra os voltamogramas hidrodindmicos obtidos no tampao fosfato
pH 6 sob a superficie 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 injecdes em triplicata (n = 3) de uma
solucdo de quercetina (50 pmol L) sendo registradas no modo amperométrico em fungio
dos potenciais aplicados para cada registro. E importante salientar que, para cada ponto da
Tabela 8.1, foi realizado o polimento antes das anélises com o ECV e nas andlises com o ECI,
inicialmente, foram feitas as trocas do eletrodo impresso, uma vez que a oxidagdo da
quercetina pode resultar na adsor¢do de subproduto(s) oriundos do processo de oxidacdo, na

superficie do eletrodo.
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Figura 8.3: Voltamogramas hidrodinamicos obtidos no sistema do BIA com deteccio amperométrica
para injecdes em triplicata (n=3) de 50 pmol L' de quercetina em solu¢iio tampao fosfato 0,1 mol L' pH
6,0 agua/etanol (80/20), volume de injecdo 100 pL. (A) ECV; (B) ECI; potenciais variaveis entre -0,10 e
1,00 V.
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Fonte: Autora do trabalho.

A oxidagdo eletroquimica da quercetina sob condi¢des hidrodindmicas apresentou
potencial de pico em + 0,30 V para o ECV e + 0,20 V para o ECI atingindo correntes de 9,00
UA para o ECV e de 6,48 uA para o ECI. Estes potenciais de pico foram selecionados para as
demais medicdes amperométricas, evitando-se assim possiveis interferentes que possam estar

presentes em matrizes complexas e que se oxidam em potenciais mais elevados.

8.3.2 Otimizacdo dos Parametros para o sistema BIA

Um estudo de repetibilidade foi conduzido para avaliar a resposta do método BIA
na oxidacdo 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 injecOes
de uma solucdo contendo 50 umol L' quercetina. O resultado obtido para repetibilidade
usando o ECI (Figura 8.4B) produziu uma corrente, na primeira inje¢do de quercetina, de 6,67
pA e de 6,50 pA na trigésima. O valor DPR foi de 1,06 % o que € considerado 6timo quando
compardvel 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

injecdes precisas fornecidas pela micropipeta programavel associada ao sistema BIA.

Ribeiro, G. A. C



112
ARTIGO 3

Figura 8.4: Dados de repetibilidade com os respectivos valores de correntes obtidos a partir de sucessivas
injecdes de quercetina 50 pmol L' (n=30) em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L™ pH 6,0 4gua/etanol
(80/20), volume de injecao 100 pL. (A) ECV em + 0,30 V vs Ag/AgCl/KClat; (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 injecao de quercetina de 9,08 pA e na trigésima
injecdo uma corrente de 3,66 pA, resultando num DPR de 32,62%, que quando comparado a
dados obtidos por outros métodos BIA (OLIVEIRA et al., 2016; GIMENES et al., 2015) €
considerado alto para a andlise. Tal resultado mostra que houve passivacdo na superficie do
ECV, devido a formagio de subprodutos de oxidacio (MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al.,
2010; TIMBOLA et al., 2006; BRETT & GHICA, 2003). Em resumo, a quercetina adsorve na
superficie do ECV, com a diminuicio do pico de oxidacdo durante as injecdes, e
impossibilitando, a determina¢do de quercetina por amperometria convencional (BIA-AC)
sobre o0 ECV. Para evitar esta problemadtica foi investigada a técnica de amperometria de
multiplos pulsos (BIA-MPA), a fim de evitar a diminui¢do no sinal analitico e garantir a
estabilidade do sinal ao longo do tempo. Este método, requer uma sequéncia de trés etapas,
que sdo geralmente realizadas em um potencial de determinacio, um potencial de limpeza e
um de condicionamento (GIMENES et al., 2015). Assim, para evitar a passivacdo do ECV
foram realizados estudos (Apéndice B.1) com a utilizagdo de trés potenciais: + 0,30 V
(potencial de oxidacdo), + 1,30 V (potencial de limpeza) e 0,00 V (condicionamento) vs
Ag/AgCl/KClsa, usando 0,1 s como tempo de pulso aplicado (Figura 8.5) na avaliagdo da
precisdo 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
injecoes de quercetina 50 umol L™ (n=30) usando 0 ECV com BIA-MPA em solu¢iio tampdo fosfato 0,1
mol L' pH 6,0 4gua/etanol (80/20); potencial de oxidacdo + 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 precisao das correntes obtidas demonstrou
que o uso de BIA-MPA com um ECV apresenta excelentes resultados para a determinagdo de
quercetina, sem registrar adsor¢do do(s) seu(s) produto(s) de oxidacdo. Resultados
semelhantes foram relatados na determinagao 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 nao modificado na determinagdo de catequina em amostras de cha verde.

Em continuidade, para otimizag¢do dos parametros BIA, foram conduzidos estudos
de velocidade de dispensa da micropipeta programdvel (Figura 8.6) e o volume injetado
(Figura 8.7) foram investigados afim de se obter as melhores respostas em funcdo da
sensibilidade e de frequéncia analitica. Os estudos foram conduzidos injetando-se uma
solu¢do em triplicada de quercetina 50 umol L', sob cada condicdo de modo varidvel por
vez, ou seja, variando-se o volume injetado sob uma vazdo fixa e, posteriormente, variando a
vazao sob um volume fixo.

Nos sistemas BIA-MPA e BIA-AC, a micropipeta eletronica permitiu a injecao
das solugdes sob trés vazdes diferentes (27,72; 45,45 e 76,92 uL s™') e as correntes de pico

médias das triplicatas em cada vazdo sdo 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 as
velocidades de injecdo devido a diminuicdo da camada de difusdo de Nernst (BACKES et al.,
2017). Com base referente aos resultados, a vazdo 76,92 uL. s ! foi escolhida para realizar as

demais medigdes.

Figura 8.6: Avaliaciio da taxa de distribuicio da micropipeta programavel (27,72; 45,45 e 76,92 pL s™)
para injeces em triplicata (n=3) de 50 pmol L' de quercetina em soluciio tampao fosfato 0,1 mol L' pH
6,0 agua/etanol (80/20), volume de injecdo 100 pL. (A) BIA-MPA usando o ECV com potencial de
oxidacao + 0,30 V, limpeza + 1,30 V e condicionamento 0,00 V vs Ag/AgCI/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: Avaliacdo do volume de injecdo (10 - 200 pL) obtidos pelo sistema BIA com detecciao
amperométrica para injecdes em triplicata (n=3) de 50 umol L' de quercetina em soluciio tampio fosfato
0,1 mol L' pH 6,0 4gua/etanol (80/20), volume de injecdo 100 pL, taxa de injecdo 76,92 uL s'. (A) BIA-
MPA usando o ECV no potencial de oxidacdao + 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 automatica
Rainin permitiu a injecdo de volumes no intervalo de 10 a 200 pL, e as correntes médias para
injecdes em triplicatas deste estudo sdo 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 pL sdo injetados
a corrente aumenta significativamente com o aumento do volume injetado. No entanto, acima
de 100 pL estes sinais sdo 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
solucio padrio de quercetina 50 pmol L' em tampdo fosfato 0,1 mol L' (pH 6,0)
agua/etanol (80/20). Em cada dia do referido estudo no inicio das medidas experimentais, o
eletrodo de carbono vitreo foi polido em feltro contendo suspensdo aquosa de alumina de
granulometria 0,3 pm. A andlise 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: Grafico do estudo de reprodutibilidade inter-dias. (A) BIA-MPA usando o ECV no potencial +
0,3 Vvs 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. Aplicacées Analiticas

Apés a otimizacdo das condi¢des nos sistemas hidrodindmicos com detec¢do
amperométrica, solugcdes de concentracdes crescentes do padrdo de quercetina foram injetadas
em triplicata, nos sistemas BIA-MPA e BIA-AC, o que permitiu obter alguns parametros de
confiabilidade analitica, como sensibilidade, faixa linear e limite de deteccdo (LD) e limite de
quantificacdo (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 inje¢des em
triplicatas, com concentragdes crescentes de quercetina (a-h: 10 - 150 pmol L™'). Estas
solucdes foram injetadas na ordem crescente e decrescente de concentragdo e intermediada
por injecdes em triplicata de solu¢des dos extratos das plantas BU (i), VG (j), e AB-MA (k); e
ainda uma solu¢do de GV enriquecida com concentragdes diferentes da solu¢do padrio de
quercetina (11, 1> e 13). As respectivas curvas analiticas sd3o mostradas nas Figura 8.9B e Figura
8.9D. A curva de calibragdo para a série de injecdes apresentou um comportamento linear
com um coeficiente de correlacdo de 0,999, para ambos os métodos. Uma comparagao das
curvas em ordem crescente e decrescente niao apresentaram alteragdes significativas,
indicando que nao ha efeito de memoria (contaminagdo do eletrodo) entre injecdes sucessivas,
nao havendo, portanto, diminui¢do da corrente de pico de oxidacdo da quercetina durante as
injecoes. Os parametros analiticos obtidos para ambos os métodos estdo dispostos na Tabela
7.2 e mostram que os métodos apresentaram excelente linearidade, sensibilidade, baixos
limites de detec¢ao e quantificacdo, quando comparados a outros métodos propostos para
determinacdo de quercetina (ABDELKAWY et al., 2017; MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et
al, 2010; TIMBOLA et al., 2006; BRETT & GHICA, 2003).
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Figura 8.9: Amperogramas obtidos a partir de injecoes em triplicatas de solucdes contendo concentracoes
crescentes de quercetina (umol L™): a=10; b =30; ¢ = 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
(I3, 12 e I3). Eletrélito suporte soluciio tampao fosfato 0,1 mol L' pH 6,0 4gua/etanol (80/20), taxa de injeciio
76,92 pL s, volume de injecio 100 pL. (A) BIA-MPA usando o ECV no potencial de oxidacio + 0,3 V,
limpeza + 1,3 V e condicionamento 0 V vs Ag/AgCl/KCls.t; (B) Respectiva curva de calibracao; (C) BIA-
AC usando o eletrodo de ECI no potencial + 0,2 V vs Ag (ERP); (D) Respectiva curva de calibracao.
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Fonte: Autora do trabalho.

Tabela 8.2: Caracteristicas analiticas obtidas pelos métodos BIA-MPA e BIA-AC para determinacio de

quercetina.

Caracteristicas Analiticas BIA-MPA (ECV) BIA-AC (ECI)
Range linear / pmol L™ 10 - 150 10 - 150
Sensibilidade / pA pmol L™! 0,182 0,128
LD /pumol L™ 0,004 0,027
LQ/umol L™ 0,015 0,091
Frequéncia / h™! 120 120

LD = (3xSp/m) onde Sy representa o desvio padrdo do sinal em branco e m a sensibilidade (inclinag¢do da curva
de calibracdo) e LQ = (10xSp/m).
Fonte: Autora do trabalho.
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi utilizada para fazer uma
comparacdo com os resultados obtidos na determinacdo da quercetina nos extratos hidro
alcodlicos utilizando o ECV e o ECI pelos métodos propostos. Nas condi¢des experimentais
empregadas, a quercetina apresentou um tempo de retencdo de 31,5 minutos. As andlises de
HPLC foram feitas em triplicatas da solucdo padrdao de quercetina e de cada solucdo de
extrato. A Figura 8.10 mostra o perfil de uma injecdo de cada andlise. Os resultados obtidos
para quantificagdo dos métodos BIA-MPA, BIA-AC e HPLC por cromatografia estdo
apresentados na Tabela 8.3 e mostram que a precisdo e exatidao dos resultados obtidos pelos

métodos propostos para determinacdo da quercetina sdo semelhantes aos apresentados por

HPLC-UV.

Figura 8.10: Cromatogramas da solucao padriao quercetina (A) e das amostras dos extratos vegetais BU
(B), VG (C), AB-MA (D) (detector UV £= 245 nm).
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Fonte: Autora do trabalho.

Tabela 8.3: Comparacao dos resultados obtidos para determinacio de quercetina por BIA-MPA, BIA-AC
e HPLC (resultado médio, n = 3).

TS TS BIA-MPA (l:ZICV) BIA-AC (E_CI) HPLC_
mmol L mmol L™ mmol L!
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 exatiddo do método também foi avaliada pelo método de adi¢do e recuperacdo 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 auséncia

de efeito de matriz nas amostras para ambos os métodos.

Tabela 8.4: Valores de recuperaciao obtidos pela analise em BIA-MPA e BIA-AC apés fortificacdo com

amostra padrio de quercetina (umol L"),

BIA-MPA (ECV) BIA-AC (ECI)
Amostra Quercetina (umol L™") Recuperado Quercetina (umol L™") Recuperado
Adicionado  Encontrado % Adicionado Encontrado %
25,0 24,55 + 0,22 98,19 25,0 24,53 + 0,08 98,12
VG 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 avaliacdes dos estudos de interferentes foram realizadas para
demonstrar a robustez do método e validar seu uso. A seletividade dos métodos para
determinacdo de quercetina em amostras de extratos vegetais foi investigada considerando
possiveis interferéncias de dois compostos (rutina e catequina), que té€m estruturas
moleculares semelhantes as da quercetina (Figura 8.1). Experimentos (Apéndice B) foram
realizados usando uma solucdo padrio de 50 umol L' de quercetina na presenca dos
interferentes na solucdo padrao: concentracdo interferente proporgdes de 1: 1, 1: 2, 1:3 e 1:5.
Os sinais atuais obtidos para estas solu¢cdes foram comparados com as obtidas para a solugao
padrao na auséncia de quaisquer interferentes para ambos eletrodos. Para o método BIA-MPA
(ECV), tanto rutina quanto catequina ndo mostraram qualquer interferéncia significativa,
exceto na propor¢cdo de concentragdo de 1:3 para catequina e 1:5 para rutina, assumindo um
limite de tolerancia 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
interferéncia significativa, exceto na proporcao de concentracdo de 1:2 para catequina e 1:3

para rutina, assumindo um limite de tolerincia correspondendo a um erro relativo de + 5%.

8.4. Conclusao

Os métodos propostos para determinagdo de quercetina em extratos vegetais
usando BIA-MPA com o ECV e BIA-AD com um ECI apresentaram resultados favoraveis
como: baixo custo operacional, procedimento simples de preparo das amostras (somente
dissolucdo e diluicdo), alta frequéncia analitica, alta precisdo, baixo consumo de reagente e

amostras e, consequentemente, geracao de pequena quantidade de residuos por andlise. Além
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disso, os métodos apresentaram resultados compardveis aos obtidos por HPLC.
Adicionalmente, as caracteristicas de portabilidade dos sistemas BIA, permitem serem

aplicados em anélises no campo.
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9. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho demonstrou 6timos resultados na utilizagdo da técnica andlise
por injecdo em batelada com detecgdo amperométrica convencional (na determinacido de
quercetina usando eletrodo impresso comercial) e com amperometria de multiplos pulsos (na
determinacdo de catequina e quercetina usando um eletrodo de carbono vitreo). Para as
determinagdes da catequina, foram utilizadas matrizes complexas como chd verde e extratos
vegetais para determinacdo de quercetina.

A possibilidade de aplicacio dos pulsos de potenciais de limpeza e
condicionamento foi eficiente para evitar a passivacdo / contaminacdo / desativacdo do
eletrodo de trabalho na maioria dos casos, exceto para a determinacdo da quercetina com o
ECI que utilizou a amperometria convencional mostrando que ndo houve passivacdo por
produtos de oxidacao.

Os estudos propostos para determinacdo de cada substancia bioativa apresentaram
6timos resultados em relacdo a sensibilidade, seletividade, repetibilidade (DPR < 3,5%),
mesmo usando eletrodos ndo modificados.

Os resultados obtidos por BIA-MPA foram semelhantes aos obtidos por HPLC a
um nivel de confianca de 95%. No entanto, o método proposto apresenta vantagens, cOmo
simplicidade, portabilidade, alta frequéncia analitica (75 a120 inje¢des h™'), baixo custo (de
aquisicdo e manutencdo), uso de pequenas quantidades de reagentes e amostras (geracao
minima de residuos por andlise), etapas simples de preparo das amostras (somente dissolucao
e/ou diluicao) e potencialidade para aplicagdes no campo.

Os aspectos acima mencionados fazem dos métodos aqui apresentados muito
atrativos para a determinagdo de substancias bioativas em diversas matrizes e abrem
perspectivas de trabalhos futuros, dentre os quais empregar o sistema proposto com eletrodos

modificados na determina¢ao de analitos de interesses de areas afins.
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APENDICE A - RESULTADOS PRELIMINARES NO ESTUDO DA CATEQUINA

A.1. Avaliacao do potencial de limpeza do ECV

Figura 9.1: Amperogramas obtidos pelo sistema do BIA-MPA com ECYV para dez (n=10) injecoes de 50
pmol L™ de catequina em soluciio tampio acetato 0,1 mol L™!, pH 4,5, volume de injecdo 100 pL,
velocidade de injecdo da micropipeta programavel 76,92 uL s e 0,1 s como tempo de pulso aplicado. (A)
potenciais 0,4 V (potencial de oxidacio), 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 oxidacao), 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
oxidacao), 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 oxidacdo), 1,5 V (potencial de limpeza) e 0,0 V (potencial de
condicionamento) vs Ag/AgCl/KClsa.. DPR= 0,80%.
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Fonte: Autora do trabalho.
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A.2. Avaliaciao da utilizacao de dois potenciais no sistema BIA-MPA

Figura 9.2: Amperogramas obtidos pelo sistema do BIA-MPA com ECV para 10 injecdes de 50 pumol L™’
de catequina em solucio tampio acetato 0,1 mol L', pH 4,5, volume de injecdo 100 pL, velocidade de
injecio da micropipeta programavel 76,92 uL s e 0,1 s como tempo de pulso aplicado. (A) potenciais +
0,4V e 0V vs Ag/AgCl/KClsat, média das correntes 6,06 + 0,83 uA, DPR= 13,67 % ; (B) potenciais + 0,4 V e
1,4 V vs Ag/AgCl/KClsat, média das correntes 0,84 + 0,63 uA DPR= 75,10%.
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Fonte: Autora do trabalho.

A.3. Avaliacao de interferentes (BIA-MPA)

Figura 9.3: Amperograma obtido pelo sistema BIA-MPA com ECV para injecoes em triplicatas (n=3)
contendo concentracoes de 50 pumol L (a) catequina, (b) quercitrina, (c) rutina. Condicdes: solucio
tampio acetato 0,1 mol L', pH 4,5; volume de injeciio: 100 pL, velocidade de injecio da micropipeta
programavel 76,92 pL s e 0,1 s como tempo de pulso aplicado nos potenciais + 0,4 V, + 1,4 Ve 0,0 V vs
Ag/AgCl/KClsat.
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Tabela 9.1: Efeito dos interferentes quercitrina e rutina na determinacio da catequina.

Amostras Média das Correntes DPR
[50 pmol L] (nA) %

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 injecées em triplicatas (n=3) de
solucdes contendo concentracdes de 50 pmol L' de catequina e diferentes concentracdes de quercitrina:
(a) catequina; (b) catequina e quercitrina 50 pmol L™'; (c) catequina e quercitrina 100 umol L™'; (d)
catequina e quercitrina 150 pmol L7'; (e) catequina e quercitrina 200 pmol L™'; (f) catequina e
quercitrina 250 pmol L™'; (g) catequina e quercetina 300 pmol L'; (h) catequina e quercetina 350 pmol
L™'; (i) catequina e quercetina 400 umol L'; (j) catequina e quercitrina 450 pmol L™'; (k) catequina e
quercitrina 500 pmol L'; (1) catequina e quercitrina 1000 umol L™". Condicdes: solucio tampio acetato
0,1 mol L™, pH 4,5; volume de injeciio: 100 pL; velocidade de injecio da micropipeta programavel 76,92
pL s e 0,1 s como tempo de pulso aplicado nos potenciais 0,4 V, 1,4 V e 0,0 V vs Ag/AgCl/K Clsat.
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Fonte: Autora do trabalho.
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Tabela 9.2: Efeito da quercitrina em diferentes concentracdes na determinacio da catequina.

Amostras Média das Correntes DPR

[umol L] (nA) %
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 injeces em triplicatas (n=3) de
solucdes contendo concentracées de 50 pmol L' de catequina e diferentes concentracdes de rutina: (a)
catequina; (b) catequina e rutina 50 pmol L'; (¢) catequina e rutina 100 pmol L™'; (d) catequina e rutina
150 pmol L7'; (e) catequina e rutina 200 pmol L™'; (f) catequina e rutina 250 pmol L'; (g) catequina e
rutina 300 pmol L!; (h) catequina e rutina 350 pmol L™'; (i) catequina e rutina 400 pmol L7'; (j)
catequina e rutina 500 pmol L™'. Condicdes: solucio tampdo acetato 0,1 mol L™, pH 4,5; volume de
injecdo: 100 pL, velocidade de injecio da micropipeta programavel 76,92 uL s™' e 0,1 s como tempo de

pulso aplicado nos potenciais 0,4 V, 1,4 Ve 0,0 V vs Ag/AgCl/K Clsat.
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Fonte: Autora do trabalho.
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Tabela 9.3: Efeito da rutina em diferentes concentracoes na determinacao da catequina.

Amostras Média das Correntes DPR

[umol L] (nA) %
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.
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A.4. Avaliacao de interferentes por HPLC na determinacao de catequina em cha verde

Figura 9.6: Cromatogramas registrados para amostra de cha verde (A), da solucio padrao de catequina

(B) e da solucdo de misturas de padrdes (C) (catequina (1), quercitrina (2) e rutina (3)) por detector de

UV, 270 nm.
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Fonte: Autora do trabalho.

As andlises foram realizadas em triplicatas, os solventes de eluicdo foram

acidificados com 0,02% de 4cido formico em dgua (eluente A) e 0,02% de 4cido féormico em

metanol (eluente B), a uma taxa de 1 mL min~

, 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 € o volume de injecdo da amostra foi de 10 pL.

Os dados foram coletados e processados usando o software Shimadzu LC Solution v. 1.25.
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A.5. Avaliacao de interferentes na determinacao de catequina (BIA-AC)

Figura 9.7: Amperograma obtido pelo sistema BIA com eletrodo de carbono impresso para injecoes em

triplicatas (n=3) contendo concentracées de 50 pumol L™': (a) catequina, (b) quercetina e (c) rutina.

Condicées: Eletrélito suporte solucdo tampio acetato de sédio 0,1 mol L™ pH 4,5, volume de injecio: 100

pL, velocidade de injecio da micropipeta programavel 76,92 uL s~ e potencial 0,3 V vs ERP.
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Fonte: Autora do trabalho.
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Tabela 9.4: Efeito dos interferentes quercetina e rutina na determinacao da catequina (ECI).

Amostras Média das Correntes DPR

[50 pmol L] (nA) %
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 injecdes em triplicatas
(n=3) de solucdes contendo concentracdes de 50 umol L™ de catequina e diferentes concentracées de
quercetina: (a) catequina; (b) catequina e quercetina 50 umol L™; (c) catequina e quercetina 100 pmol
L™!; (d) catequina e quercetina 150 pmol L™'. Condicdes: Eletrélito suporte soluciio tampio acetato de
sédio 0,1 mol L' pH 4,5, volume de injecdo: 100 pL, velocidade de injecio da micropipeta programavel
76,92 uL s~ e potencial 0,3 V vs ERP.
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Fonte: Autora do trabalho.

Tabela 9.5: Efeito da rutina em diferentes concentracoes na determinacao da catequina (C-SPE).

Amostras Média das Correntes DPR

[umol L] (uA) %
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 injecoes em triplicatas
(n=3) de solucdes contendo concentracdes de 50 umol L™ de catequina e diferentes concentracdes de
rutina: (a) catequina; (b) catequina e rutina 50 pmol L™'; (c) catequina e rutina 100 pmol L™'; (d)
catequina e rutina 150 pmol L™'; (e) catequina e rutina 200 pmol L' e catequina e rutina 250 ymol L.
Condicdes: Eletrélito suporte solucio tampio acetato de sédio 0,1 mol L™ pH 4,5, volume de injecio: 100

pL, velocidade de injecio da micropipeta programavel 76,92 uL s~ e potencial 0,3 V vs ERP.
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Fonte: Autora do trabalho.

Tabela 9.6: Efeito da rutina em diferentes concentraces na determinacio da catequina (C-SPE).

Amostras Média das Correntes DPR

[umol L] (nA) %
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. Avaliacao de interferentes por HPLC na determinacao de catequina em extratos de

plantas medicinais

Figura 9.10: Cromatogramas registrados para solucao dos extratos vegetais LP (A), RM (B) e AB-MG
(C), da solucdo padrio de catequina (D) e da solucdo de misturas de padroes (E) (catequina (1),

quercetina (2) e rutina (3)) por detector de UV, 280 nm.
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Fonte: Autora do trabalho.

As andlises foram realizadas em triplicatas, os solventes de eluicio foram dgua
acidificada com 0,02% de acido férmico (eluente A) e metanol acidificado com 0,02% de

acido férmico (eluente B), bombeados a uma taxa de 1 mL min '

, 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 a temperatura ambiente e o volume de injecdo da amostra
foi de 10 puL. A coleta e o processamento de dados foram realizados utilizando o software LC

Solution v. 1.25 (Shimadzu).

Ribeiro, G. A. C



134
APENDICE B - RESULTADOS PRELIMINARES NO ESTUDO DA QUERCETINA

B.1. Avaliacao do potencial de limpeza do ECV

Figura 9.11: Amperogramas obtidos pelo sistema do BIA-MPA com ECV para dez (n=10) injecoes de 50
umol L™ de quercetina em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L' pH 6,0 4gua/etanol (80/20), volume de
injecio 100 pL, velocidade de injecio da micropipeta programavel 76,92 pL s™' e 0,1 s como tempo de
pulso aplicado. (A) potenciais + 0,3 V (potencial de oxidacao), + 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
oxidacao), + 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 oxidacio), + 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 oxidacao), +
1,4 V (potencial de limpeza) e 0,0 V (potencial de condicionamento) vs Ag/AgCl/KClat DPR= 0,65%.
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Fonte: Autora do trabalho.
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B.2. Avaliacao de interferentes (BIA-MPA)

Figura 9.12: Amperograma obtido pelo sistema BIA-MPA com ECV para injecées em triplicatas (n=3)
contendo concentracdes de 50 pmol L': (a) quercetina, (b) rutina, (c) catequina. Eletrélito suporte soluciio
tampao fosfato 0,1 mol L' pH 6,0 4gua/etanol (80/20); volume de injecdo: 100 pL, velocidade de injecio
da micropipeta programavel 76,92 pL s~ e 0,1 s como tempo de pulso aplicado nos potenciais + 0,3 V, +
1,3V e 0,0 Vs Ag/AgCl/KClsat.
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Fonte: Autora do trabalho.

Tabela 9.7: Efeito dos interferentes rutina e catequina na determinacao da quercetina (ECV).

Amostras Média das Correntes DPR
[50 pmol L] (uA) %

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.
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Figura 9.13: Amperograma obtido pelo sistema BIA-MPA com ECV para injecoes em triplicatas (n=3) de
solucdes contendo concentracdes de 50 umol L™ de quercetina e diferentes concentracdes de rutina: (a)
quercetina; (b) quercetina e rutina 50 pmol L™'; (¢) quercetina e rutina 100 umol L™"; (d) quercetina e
rutina 150 pmol L™'; (e) quercetina e rutina 200 pmol L™'; (f) quercetina e rutina 250 umol L™; (g)
quercetina e rutina 300 pmol L. Eletrélito suporte soluciio tampao fosfato 0,1 mol L' pH 6,0 4gua/etanol
(80/20); volume de injecdo: 100 pL, velocidade de injecdo da micropipeta programavel 76,92 uL s~ e 0,1 s
como tempo de pulso aplicado nos potenciais 0,3 V, 1,3V e 0,0 V vs Ag/AgCl/KClsat.

JIL

150 300 450 600
Tempo /s

Fonte: Autora do trabalho.

Tabela 9.8: Efeito da rutina em diferentes concentracées na determinacio da quercetina (ECV).

Amostras Média das Correntes DPR

[umol L] (MA) %
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 injecoes em triplicatas (n=3) de
solucdes contendo concentracdes de 50 umol L™ de quercetina e diferentes concentracdes de catequina:
(a) quercetina; (b) quercetina e catequina 50 pmol L™'; (c) quercetina e catequina 100 umol L™'; (d)
quercetina e catequina 150 pmol L™'; (e) quercetina e catequina 200 pmol L', Eletrélito suporte solucio
tampao fosfato 0,1 mol L' pH 6,0 dgua/etanol (80/20); volume de injecdo: 100 pL, velocidade de injecio
da micropipeta programavel 76,92 pL s e 0,1 s como tempo de pulso aplicado nos potenciais + 0,3 V, +
1,3V e 0,0 Vs Ag/AgCl/KClsat.
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Fonte: Autora do trabalho.

Tabela 9.9: Efeito da catequina em diferentes concentracées na determinacio da quercetina (ECV).

Amostras Média das Correntes DPR

[umol L] (MA) %
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.

Ribeiro, G. A. C



) 138
APENDICE B

B.3. Avaliacao de interferentes na determinacao da quercetina (BIA-AC)

Figura 9.15: Amperograma obtido pelo sistema BIA-AC com ECI para injecoes em triplicatas (n=3)
contendo concentracdes de 50 pmol L': (a) quercetina, (b) rutina, (c) catequina. Condicées: Eletrélito
suporte solucdo tampio fosfato 0,1 mol L' pH 6,0 agua/etanol (80/20); volume de injecdio: 100 pL,
velocidade de injecio da micropipeta programavel 76,92 uL s~' 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 determinacio da quercetina (ECI).

Amostras Média das Correntes DPR
[50 pmol L] (uA) %

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 injecoes em triplicatas (n=3) de
solucdes contendo concentracdes de 50 umol L™ de quercetina e diferentes concentracdes de rutina: (a)
quercetina; (b) quercetina e rutina 50 pmol L™'; (¢) quercetina e rutina 100 umol L™"; (d) quercetina e
rutina 150 pmol L™'; (e) quercetina e rutina 200 pmol L', Condicées: Eletrélito suporte soluciio tampio
fosfato 0,1 mol L' pH 6,0 agua/etanol (80/20); volume de injecdo: 100 pL, velocidade de injecio da
micropipeta programavel 76,92 pL s e 0,2 V vs Ag (ERP).
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Fonte: Autora do trabalho.

Tabela 9.11: Efeito da rutina em diferentes concentragoes na determinacio da quercetina (ECI).

Amostras Média das Correntes DPR

[umol L] (MA) %
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] 452 +238 52,70

Fonte: Autora do trabalho.
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Figura 9.17: Amperograma obtido pelo sistema BIA-AC com o ECI para injecoes em triplicatas (n=3) de
solucdes contendo concentracdes de 50 umol L™ de quercetina e diferentes concentracdes de catequina:
(a) quercetina; (b) quercetina e catequina 50 pmol L™'; (c) quercetina e catequina 100 umol L™'; (d)
quercetina e catequina 150 pmol L™'. Condicées: Eletrélito suporte solucio tampao fosfato 0,1 mol L' pH
6,0 agua/etanol (80/20); volume de injecdo: 100 pL, velocidade de injecao da micropipeta programavel

76,92 uL s~ e potencial 0,2 V vs ERP.
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Fonte: Autora do trabalho.

Tabela 9.12: Efeito da catequina em diferentes concentracoes na determinacao da quercetina (ECI).

Amostras Média das Correntes DPR

[umol L] (nA) %
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] 441 +£2,48 56,18

Fonte: Autora do trabalho.
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B.4. Avaliacao de interferentes por HPLC na determinacao de quercetina em extratos de

plantas medicinais

Figura 9.18: Cromatogramas registrados para solucao dos extratos vegetais BU (A), VG (B) e AB-MA (C),
da solucio padrao de quercetina (D) e da solu¢io de misturas de padroes (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 eluicdo foram 0,02% de acido férmico em dgua (eluente A) e
0,02% de 4cido férmico em metanol (eluente B), a uma taxa de 1 mL min ', 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 a temperatura ambiente e o volume de
injecdo da amostra foi de 10 pL. A coleta e o processamento de dados foram realizados

utilizando o software LC Solution v. 1.25 (Shimadzu).
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