UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

VALIDACAO DE METODO PARA DETERMINACAO ELETROANALITICA DE
EUGENOL EM OLEO ESSENCIAL DA ESPECIE Cinnamomum zeylamicum
(CANELA)

Mestrando: Glene Henrique Rodrigues Cavalcante
Orientador: Prof. Dr. Edmar Pereira Marques

Sao Luis - MA
2008



Glene Henrique Rodrigues Cavalcante

VALIDACAO DE METODO PARA DETERMINACAO ELETROANALITICA DE
EUGENOL EM OLEO ESSENCIAL DA ESPECIE Cinnamomum zeylamicum
(CANELA)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos
graduacdo em Quimica Analitica da
Universidade Federal do Maranhdo como
parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Mestre em Quimica
Analitica.

Orientador: Prof. Dr. Edmar Pereira Marques

Sao Luis — MA
2008



Glene Henrique Rodrigues Cavalcante

VALIDACAO DE METODO PARA DETERMINACAO ELETROANALITICA DE
EUGENOL EM OLEO ESSENCIAL DA ESPECIE Cinnamomum zeylamicum
(CANELA)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos
graduacdo em Quimica Analitica da
Universidade Federal do Maranhdo como
parte dos requisitos necessarios para
obtencdo do titulo de Mestre em Quimica
Analitica.

Aprovado em / /

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Edmar Pereira Marques
Departamento de Quimica da UFMA

Prof. Dr. Ronaldo Nascimento
Departamento de Quimica Analitica-UFC

Prof. Dr. Victor Elias Mouchrek Filho
Departamento de Tecnologia Quimica da UFMA



Em especial as minhas maes Darcy e Judite,
por toda vida que me propuseram.

Ao meu pai Teodorico (in memorian),
responsavel por tudo que sou hoje.

Aos meus irmdos Monica e Glacio que
sempre me apoiaram ¢ me incentivaram

A minha noiva, Kiany Sirley, pela
compreensdo, ajuda e palavras positivas.

Aos professores Edmar e Aldalea Marques,
pela oportunidade e compreencao.

A todas que fizeram parte da minha vida
académica e profissional. Enfim a todos que
acreditaram no meu trabalho



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por todas as grandes realizagdes na minha vida;

Aos professores Edmar e Aldaléa Marques, pela orientagdo, amizade, pela ajuda
prestada durante todos estes anos e acima de tudo pelo incentivo constante;

Ao professor Victor Elias Mouchrek, pela imensa contribuicdo na realizagdo deste
trabalho;

A professora Cristina, pela sua colaboracdo na corre¢do deste trabalho, pela amizade, e
demais contribuigdes prestadas no decorrer deste curso;

Ao LPQA - Laboratorio de Pesquisa em Quimica Analitica da UFMA e toda a sua
equipe técnica pela contribui¢cdo na parte experimental, em especial a Wendel Mesquita pela
fiel colaboracdo durante a realizagdo da parte experimental;

Ao Herbario desta Universidade, especialmente a professora Msc Ana Zélia Silva do
Departamento de Farmacia, pela sua grande contribuicdo na identificagdo da espécie vegetal
estudada;

Ao LAPQAP — Laboratorio de Andlise e Pesquisa em Quimica Analitica de Petrdleo e
Biocombustiveis, pela oportunidade oferecida, pelas instalagdes e pelo apoio incondicional;

Agradecimento especial aos meus amigos e companheiros de trabalho que durante
todo tempo me incentivaram, apoiaram e acreditaram fielmente no meu trabalho: Antonio
Araujo, Marcelo, Leandro Lopes, Andréia, Ana Amélia, Eva Michelly, Ednaldo, Erica
Vanessa, Cicero Romao, Sonaira, Alessandra, Concei¢do, Luene, Umarley e Frednan;

Ao PCQA — Programa de Controle de Qualidade de Alimentos, e sua equipe:
professores Jodo Mouchrek, Adenilde, Nestor e toda a equipe técnica: André, Marlucy,
Waldenia, Josilene, Josy, Carlinhos, Zequinha, Z¢ Walter, Paula, Ana Sheila, Dica, Jane,
Neves e todos os outros que juntos me proporcionam um amavel ambiente de trabalho;

A toda a equipe do Risca Faca, fiéis companheiros de equipe, e aos inesqueciveis
amigos: Ronald, Ulisses, Adilton, Valdez, Rosiane, Arine, Vera, Raimundinha, Jethania,
Luiza, Clediciomar, Gladson, Lyzette, Ariana, Monica, Franscristiane, Joelkson, Janyeid,
Lorena, Adriana, Vivia, Luciana, Cristiane, Ilana, Jaciene, Karina e especialmente vocg;

Ao CNPq, FAPEMA e FSADU, pelo auxilio concedido durante a realizagdo deste
trabalho;

Aos professores, funcionarios, servidores e serventes da UFMA, pelo agradavel

convivio.



"Ha homens que lutam um dia e sdo bons.

Ha outros que lutam um ano e sdo melhores.
Ha os que lutam muitos anos e sdo muito bons.
Porém, ha os que lutam toda a vida.

Esses sdo os imprescindiveis.”

Bertolt Brecht



RESUMO

Este trabalho relata a otimizagdo e validacdo de um método eletro-analitico para
determinagcdo de eugenol em oOleo essencial, obtido das folhas verdes de Cinnamomum
zeylamicum (canela), com aplicacdo testada em outros 6leos essenciais de interesse cientifico,
como o Origanum (orégano) e Pimenta dioica L (pimenta didica). A espécie vegetal foi
coletada na Maioba, municipio de Paco do Lumiar, e submetida a identificagdo Botanica no
Herbario da Universidade Federal do Maranhao. Os o6leos essenciais foram extraidos por
processo de hidrodestilagdo e submetidos as andlises eletro-analiticas. A técnica escolhida foi
a Voltametria de Pulso Diferencial, usando como eletrodo de trabalho carbono vitreo, e
eletrolito o tampao Britton Robisson com 55% de Etanol. Os pardmetros testados e revelados
na otmizag¢do foram os seguintes: potencial de oxidagdo (+524mV), tempo de deposigao (100
s), velocidade de varredura (40m V/s), amplitude de pulso (100 mV) e pH (3,3). A curva
analitica foi usada como ferramenta para determinacdo do percentual de eugenol na amostra,
o procedimento foi validado, apresentando LDM = 3,12 x107 molL! e LOM = 1,12 x 10
*molL™". O método empregado forneceu um percentual de 64,31 % de eugenol na espécie de
canela, 20,2 e 78,31 % nos dleos essenciais de orégano e pimenta didica respectivamente. O
emprego da presente metodologia evidencia a potencialidade da utilizagdo da técnica de pulso
diferencial com eletrodo de carbono vitreo, fornecendo uma resposta voltamétrica precisa e
exata para a analise do eugenol em 6leos essenciais.

Palavras-chave: eugenol, 6leo essencial, canela, voltametria, eletrodo de carbono vitreo.



ABSTRACT

This work reports the optimization and validation of an eletro-analytical method for to
determine eugenol in essential oil, it obtained of the green leaves of Cinnamomum
zeylamicum (cinnamon), with application tested in other essential oils of scientific interest,
such as the Origanum (oregano) and Dioic Pepper L (dioic pepper). The vegetable species
was collected in Maioba, Paco do Lumiar district, and it submitted to Botanical identification
in the Herbarium of the Federal University of Maranhdo. The essential oils were extracted for
hydrodistillation process and it submitted to the eletro-analytical analyses. Voltammetric of
Differential Pulse was the technique chosen, that it use the glass carbon as work electrode,
and the buffer Britton Robisson with 55% of Ethanol as electrolyte. They were used an tested
in the otmization the following parameters: oxidation potential (+524mV), deposition time
(100 s), scan speed (40m V/s), pulse amplitude (100 mV) and pH (3,3). The analytical curve
was used as tool for determination of the eugenol percentage in the sample, the procedure was
validated, it obtaining LDM = 3,12 x 107 mol.L"" and LOM = 1,12 x 10° mol.L'". The
employed method provaided 64,31 % of eugenol in the cinnamon species, 20,2 and 78,31 %
in the oregano and dioic pepper essential oils, respectively. The use of the methodology
present evidences the potentiality of the application of the differential pulse technique with
glass carbon electrode supplying an answer voltammetric precise and exact for the analysis of
the eugenol in essential oils.

Key words: Eugenol, essential oil, cinnamon, voltammetry, glass carbon electrode.
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O interesse pelo uso de terapias alternativas, tem crescido significativamente nos
ultimos anos, principalmente pelos produtos naturais derivados de plantas e substancias
vegetais empregadas como farmacos naturais ou suportes de medicamentos sintéticos. A
expansao da fitoterapia pode ser atribuida a diversos fatores tais como: aos efeitos adversos de
farmacos sintéticos, a preferéncia dos consumidores por tratamentos “naturais”, a validagao
cientifica das propriedades farmacologicas de espécies vegetais, o desenvolvimento de novos
métodos analiticos colocados a disposicao do controle de qualidade, além também do menor
custo se comparado com os farmacos sintéticos (CANIGUERAL et al. 2003; VIEIRA, 2001).

O Brasil € caracterizado internacionalmente como possuidor da maior reserva florestal
diversificada do planeta. O potencial dessa flora para uso na medicina tem sido destacado no
meio cientifico interessado em descobrir novas substancias. Contudo, ainda ¢ incipiente o que
existe de trabalhos com metodologia cientificamente estruturada. A maior parte das
publicacdes ¢ de ensaios empiricos baseados no dito popular. (MALFAIA ef al. 2008)

Devido a grande demanda por produtos a base de plantas medicinais, conseqiiéncia do
significativo aumento do interesse do publico brasileiro por “terapias naturais”, se faz
necessario investigar como esses produtos estdo sendo oferecidos ao consumidor, de acordo
com a legislagdo especifica e critérios estabelecidos cientificamente (NASCIMENTO et al.
2005a; NASCIMENTO et al. 2005b; AMARAL et al. 2003; MELO et al, 2007).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) vem elaborando normas para a
regulamentacdo destes medicamentos, desde a Portaria n. 6 de 1995, que estabeleceu prazos
para que as industrias farmacéuticas apresentassem dados de eficicia e seguranca dos
medicamentos fitoterapicos, passando pela RDC n. 17 de 2000, e a Resolugdao RDC n. 48 de
16 de margo de 2004, atualmente em vigor. Esta preocupagdo das autoridades regulatdrias
com a normalizacdo dos medicamentos fitoterapicos propicia a avaliacdo de aspectos
importantes, como a eficacia e seguranca do uso destes medicamentos. O uso tradicional de
diversas plantas medicinais baseado em conhecimentos populares, aliado a crenca de que, por
ser natural ndo causa reagdes adversas, fez com que poucas plantas medicinais fossem
avaliadas usando os estudos pré-clinicos e clinicos, a fim de comprovar sua eficacia e
seguranca (TURROLA et al, 2006).

Além disto, sabe-se que muitas plantas medicinais apresentam substancias que podem
desencadear reacdes adversas, seja por seus proprios componentes, seja pela presenca de
contaminantes ou adulterantes presentes nas preparacdes fitoterapicas, exigindo um rigoroso

controle de qualidade desde o cultivo, coleta, extracdo de seus constituintes, até¢ a elaboragao
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do medicamento final. Esse controle apesar de trazer beneficios aos usudrios de
medicamentos fitoterapicos, promove o encarecimento do produto, devido ao alto custo com
ensaios laboratoriais na identificacdo de constituintes presentes nas esséncias vegetais. O uso
de métodos alternativos para identificagdo dos constituintes presentes nos vegetais tem sido
estudado com objetivo de simplificar o processo de identificagdo e quantificacdo de
constituintes presentes nas esséncias vegetais e promover a diminuicao dos custos do produto
final. A técnica eletro analitica apresentada neste trabalho foi avaliada como método para
identificacdo e quantificacdo de eugenol no O6leo essencial da espécie Cinnamomum
zeylamicum (Canela).

Dentre as varias plantas com propriedades terapéuticas, a canela obteve destaque
especial, devido a sua incidéncia em maior escala quanto ao uso medicinal e na culinaria,
citada por antigos historiadores gregos e romanos a 2700 a.c. (MATOS, 1984)

A canela e o seu 0leo essencial tém sido empregados como corretivos do odor e do
sabor na preparacdo de alimentos e alguns medicamentos (COSTA, 1975). Trabalhos prévios
sobre 0 6leo essencial indicaram uma grande diversidade da composi¢do quimica, com relatos
de pelo menos quatro quimiotipos: como cinamaldeido (VARIYAR, 1989), benzoato de
metila (RAO, PAUL e DUTRA, 1988), linalol (JIROVETZ et al, 2001), canfora
(SENANAYAKE, 1978) e eugenol (THOMAS et al,1987 citado por LIMA et al, 2005), este
ultimo, considerado um dos componentes mais importantes, sendo amplamente utilizado na
odontologia no alivio a dor de dente, como anti-séptico, e na fabricacdo de dentifricios, em
perfumaria, saboaria e como clarificador em histologia. O eugenol ¢ também usado como
matéria-prima para a obten¢do de vanilina empregada na aromatizagao de doces, chocolates,
sorvetes e tabacos, sdo usados como antibactericida, antiinflamatorio entre outros. Existem
outras espécies vegetais que possuem eugenol em sua composi¢do, como € o caso de algumas
espécies de manjericao, pimenta didica, orégano e canela, que em decorréncia do seu cultivo
podem se tornar invidveis para produ¢do em escalas comerciais.

Tendo em vista a importancia comercial apresentada, e a necessidade do estudo de
metodologias alternativas, este trabalho objetiva a otimizagdo de método para determinagdo
eletro-analitica de eugenol em Oleos essenciais da espécie Cinnamomum zeylamicum, usando
a técnica de voltametria de pulso diferencial, executando coleta e identificagdo Botanica da
espécie vegetal estudada; extracdo dos dleos essenciais; validacdo do procedimento eletro-
analitico para determinagdo de eugenol e aplicagdo do procedimento otimizado em Oleos

essenciais de outras espécies vegetais de interesse comercial.
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2.1  Nogoes sobre oleos essenciais

Os oleos essenciais das plantas sdo misturas complexas de constituintes volateis que
conferem aromas e sabores caracteristicos. Apresentam-se como liquidos oleosos de alta
volatilidade, o que diferenciam dos 6leos fixos, possuem solubilidade em agua limitada, mas
o suficiente para aromatizar as solu¢des aquosas, que sao denominadas de hidrolatos. De uma
maneira geral os Oleos essenciais sdo instaveis, especialmente na presenca de luz, calor,
umidade, ar e metais. (SIMOES et al, 1999)

Seus constituintes variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois, aldeidos, cetonas,
fendis, ésteres, éteres, 0xidos, perdxidos, furanos, adcidos organicos, lactonas, cumarinas, até
compostos com enxofre. Na mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes
concentragdes; normalmente, um deles ¢ um composto majoritdrio, existindo outros em
menores teores € alguns em baixissimas quantidades (tracos), porém os terpenos € 0s
fenilpropenos sdo as classes mais comumente encontradas. (SIMOES et al, 1999)

As plantas de uma mesma espécie, quando cultivadas em diferentes partes do mundo
apresentam Oleos essenciais via de regra, com a mesma composi¢do qualitativa, porém
diferindo nas propor¢des dos seus constituintes, o que certamente tera efeito sobre seu aroma
e suas principais aplicacdes (ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1996).

Hé milhares de anos, os 6leos essenciais vém sendo extraidos de plantas e usados nas
industrias de perfumes, cosméticos e farmacos de uso medicinal. A importancia econdmica
que as plantas aromaticas representam a Regido Amazonica estd associada a aplicagdo de seus
Oleos essenciais e uso de seus aromas em processos tecnologicos (VIANA et al. 1998).

Nos ultimos anos, estudos cientificos t€ém sido conduzidos com o objetivo de
identificar as substancias quimicas que compdem os Oleos essenciais de plantas da Amazonia
brasileira (VIANA et al, 1998 e ZOGHBI ef al, 1998a). Os 06leos essenciais sdo encontrados
nas partes aéreas (folhas e ramos finos), cascas, troncos, raizes, frutos, flores, sementes e
resinas (ZOGHBI et al, 1998b).

No processo de extracdo de 6leo essencial, podem ser aplicados diversos métodos,
como a hidro-destilacdo, maceracao, extragcdo por solvente, enfleuragem, gases supercriticos e
microondas. Dentre esses, o método de maior aplicagdo ¢ o de hidrodestilagdao que se divide
em duas técnicas — arraste a vapor (CRAVEIRO ef al. 1981) e coobagdao (SANTOS et al.
1998). Entretanto, sdo necessarios conhecimentos minimos dos fundamentos tedricos das

ciéncias aplicadas, na conducdo do processo de destilacdo e na elaboragdo de projetos de
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equipamentos para a extracdo de Oleos essenciais, tanto em escala laboratorial quanto
industrial.

No trabalho proposto optamos pela utilizagdo do O6leo essencial da espécie
Cinnamomum zeylanicum (canela), devido ao grande percentual de eugenol em sua

composi¢ao.
2.2 Aspectos gerais sobre a espécie canela

As canelas estdo entre as espécies mais antigas conhecidas pela humanidade.
Origindria do Ceildo, atual Sri Lanka, pertencente a familia das Laureaceaes, podendo
alcancar alturas de 8 & 17 metros. Suas cascas e folhas sdo fortemente aromaticas, de odor
suave e sabor adocicado levemente picante, possuindo células secretoras com contetdo
oleoso, folhas opostas, longas e aveludadas. Como todas as espécies de Cinnamomum, sao
aromaticas e bastante usadas como tempero na tradicional medicina homeopatica
(KOCHUMMEN, 1989; VERNON e RICHARD, 1976), ¢ como anti-inflamatorios
(.SHUOMINGSHU, 2008).

Durante muitos anos os quimicos acreditaram que a substancia responsavel pelo cheiro
de canela era um 4cido orgénico, devido a sua solubilidade em meio alcalino. Gottlieb e
Magalhdes (1959), ainda quando trabalhavam no Instituto de Quimica Agricola, no Rio de
Janeiro, isolaram e identificaram o Unico nitro-derivado odorifero que se conhece até hoje. O
nitrofenil-etano € o responsavel pelo cheiro de canela das cascas de Aniba canelilla. Além
deste composto, isolaram e identificaram o eugenol e o metileugenol no mesmo o6leo. Por ser
0 componente majoritario, o 2-nitrofenil-etano cristaliza no 6leo, obtido por arraste com vapor
das cascas da arvore estudada, facilitando a separacdo e identificacao.

Considerada simbolo da sabedoria, a canela foi usada na Antigiiidade pelos gregos,
romanos e hebreus para aromatizar o vinho e com fins religiosos na india e na China. Mesmo
sem a importancia que teve no passado e ndo sendo mais motivo de lutas entre os povos, a
canela continua indispensavel, como tempero na culinaria moderna. (PINTO, 1995)

Jham et al (2005), identificaram os componentes fungitoxicos mais ativos do 6leo da
casca de Cinnamomum zeylanicum, para serem usados como marcador para padronizacao de
conservantes para aplicagdo em armazenamento de sementes. Os dados revelam que
cinamaldeido ¢ o composto principal com atividade antifiingica tanto no 6leo extraido com
hexano quanto no 6leo destilado da casca. Os outros componentes parecem ter efeito aditivo

ou sinérgico na atividade fungitoxica total.
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Koketsu et al (1997), estudou os 6leos essenciais de cascas e folhas das espécies
Cinnamomum verum Presl e Cinnamomum zeylanicum Bl, provenientes de doze arvores
submetidas a diferentes tipos de adubacdo, e concluiu que a composi¢do e teores de seus
componentes ndo variam em funcao do tipo de adubagdo utilizada.

Santurio et al (2007), testou Oleos essenciais de orégano, tomilho e canela frente a
sessenta amostras de Salmonella eneterica de origem avicola, e verificou que o 6leo essencial
de orégano evidenciou forte atividade antibacteriana, seguido do tomilho que apresentou
atividade moderada, e por ultimo a canela, que apresentou a menor atividade dentre os 6leos
testados. Apesar da menor atividade antibacteriana deste oleo essencial, quatro isolados
(sorovares Derby, Infantis e Typhimurium) foram fortemente inibidos por esta esséncia,

Moreira e Mancini-Filho (2004) verificaram o potencial antioxidante da mistura das
especiarias: mostarda, canela e erva-doce; os resultados obtidos sugeriram uma provavel
atuagdo sobre o metabolismo lipidico, por meio de protecdo contra a oxidag¢do e a¢do sobre
enzimas da biossintese dos eicosandides.

Benarroz et al (2008), avaliou o comportamento da espécie de canela zeylanicum
aplicada em ratos, e observou as alteragdes nos componentes presentes no sangue.

Patel et al (2007) caracterizaram o 6leo essencial da espécie Cinnamomum verum
(canela) usando a técnica de cromatografia gasosa com detector de massa, e encontraram um

teor de eugenol de 86,02% em sua composicao.

2.3  Aspectos gerais sobre o eugenol

Dentre os compostos fendlicos volateis o Eugenol (4-alil-2-metil-metoxifenol)
(Figura 1) se destaca pela sua elevada e comprovada capacidade flavorizante (MYINT et al,
1996), anti-oxidante (BARCLAY e NORRIS, 1997), anti-espasmddico, antialérgico (LION
CORPORATION, 1997) e anti-bactericida, sendo usado principalmente na odontologia como
componente de seladores e outros produtos anti-sépticos de higiene (CAI e WU, 1996 e

KAPLAN et al, 1999).
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Figura 1. Forma estrutural molecular e planar do eugenol

O eugenol apresenta formula molecular (CoH;,0,) e cuja massa molar ¢ 164,2gmol'1
(MYNT et al, 1996). Possui cheiro forte e aromatico de cravo e sabor ardente e picante, baixa
solubilidade em 4gua, cor levemente amarelada e ponto de ebuli¢do em aproximadamente
273°C.

Atualmente alguns produtos obtidos por sinteses quimicas, a partir do eugenol, tais
como: o metileugenol e o acetato de eugenila adquiriram elevados valores comerciais, devidos
principalmente a utilizagdo desses derivados como principios ativos nas indulstrias
agroquimicas, substituindo os atuais defensivos agricolas, por atrativo de insetos
“feromdnios” ( IWAHASHI et al, 1996; WONG e NISHIMOTO, 1989).

Por se tratar de um composto fenolico de origem vegetal, o eugenol possui um grupo
quimicamente heterogéneo, com caracteristicas estruturais semelhante aos alcoois, porém com
propriedades acidas muito mais fortes. Resultados experimentais e tedricos recentes mostram
que a maior acidez dos compostos fendlicos provém, principalmente, de distribuicao de carga
elétrico que faz o oxigénio do grupo hidroxila (<OH) mais positivo; por isso o proton esta
ligado com menor for¢a. Na realidade, o anel de benzeno do fenol age como se fosse grupo
atrator de elétrons, em grau muito maior do que o anel do cicloexano no cicloexanol
(SOLOMONS, 1996).

Devido a sua diversidade quimica, os compostos fendlicos apresentam uma variedade
de funcdes nos vegetais. O eugenol age como composto de defesa contra herbivoros e

patdgenos. Outros tém fungdo no suporte mecanico, como atrativo de polimerizadores ou
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disperssores de frutos, na prote¢do contra radiag¢do ultravioleta ou reduzindo o crescimento de
plantas competidoras adjacentes.

A sintese vegetal de compostos fendlicos compreende duas rotas metabolicas basicas:
a rota do acido chiquimico (Figura 2) e a rota do 4cido malonico. A primeira rota participa da
biossintese da maioria dos fenodis vegetais. A segunda, embora seja uma fonte importante de
produtos secundarios fendlicos em fungos e bactérias, ¢ menos significativa nas plantas
superiores. A rota do acido chiquimico converte precursores de carboidratos derivados da
glicose e da rota da pentose fosfato em aminoacidos aromaticos. A formacdo de muito
compostos fenolicos vegetais, incluindo fenilpropandides simples, cumarinas, derivados do
acido benzdico, lignina, antocianinas, isoflavonas, taninos condensados e outros flavondides

inicia com a fenilalanina (TAIZ e ZEIGER, 2004).
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Figura 2. Rota do Acido Chiquimico para sintese do eugenol

Os compostos fenolicos vegetais se enquadram em diversas categorias: como fenois
simples, acidos fenolicos derivados de 4cidos benzdicos e cinamico, cumarinas, flavondides,
estilbenos, taninos condensados e hidrolisaveis, lignanas e ligninas que possuem importantes
papeis na defesa vegetal (NACZK e SHAHIDI, 2004). Estes compostos correspondem a
classe de metabolitos secundarios na qual se encontra a maior parte dos compostos apontados
como tendo atividade alelopatica, desde fendis simples até taninos de estrutura complexa
(RICE, 1984). Entre os fenois, poucos apresentam caracteristicas volateis, destacando o

eugenol, e alguns terpenos (FRIEDMAN e WALLER, 1983). Mazzafera (2003) mostrou, pela
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primeira vez, o efeito alelopatico de extratos alcoodlico de cravo da india e eugenol na
germinagao e crescimento de plantas.

Alguns trabalhos mostraram que eugenol ou extratos de S. aromaticum apresentam
atividade nematicida (TSAO e YU, 2000; WALKER e MELIN, 1996), inseticida (EL-HAG et
al 1999), antiviral (YUKAWA et al., 1996), bactericida (DORMAN e DEANS, 2000;
OUATTARA et al, 1997) e fungicida (DELESPAUL et al, 2000). Os efeitos bactericida e
fungicida do eugenol talvez expliquem porque a pulverizagdo de sementes de cravo com
fungicidas nao melhora a germinagdo (MAEDA et al, 1991).

Dentre as diversas classes de substancias anti-oxidantes de ocorréncia natural, os
compostos fenolicos tém recebido muita aten¢do nos ultimos anos, sobretudo por inibirem a
peroxidacao lipidica e a lipooxigenase in vitro (HASLAM, 1996 e SOARES, 2002).

A atividade anti-oxidante de compostos fenolicos deve-se principalmente as suas
propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel
importante na neutralizacdo ou seqiiestro de radicais livres e quelagdo de metais de transi¢ao,
agindo tanto na etapa de iniciacdo como na propagacdo do processo oxidativo. Os
intermediarios formados pela acdo de antioxidantes fenolicos sdo relativamente estaveis,
devido a ressondncia do anel aromatico presente na estrutura destas substancias. (HASLAM,
1996; SOARES, 2002; CHUN, VATEM e SHETTY, 2005)

A utilizagdo de eugenol em medicina dentaria data de 1873, quando da utilizagdo de
uma pasta de 6xido de zinco com eugenol para a aplicagdo em cavidades com estruturas
dentarias cariadas. Uma das suas principais indicacdes estd relacionada com a capacidade
analgésica, uma vez que, em baixas concentragdes, o eugenol ¢ um bloqueador irreversivel da
condugdo nervosa e inibidor da condugao sinaptica a nivel neuromuscular (GOSSEL, 1986).

Nakamura et al (1999) investigaram a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
Ocimum gratissimum L. e observaram que o principal composto responsavel pela atividade
antimicrobiana contra S. aureaus foi o fenil-propanoide eugenol.

Garza e Ferndndez (1998) observaram que o eugenol inibe a sintese de prostaglandinas
e, simutaneamente a quimiotaxia dos neutrofilos, com seu efeito antiinflamatério. Tiku,
Abraham e Kale (2004), avaliaram o efeito anti-oxidante do eugenol, inibindo a peroxidacdo
lipidica e a formagdo de radicais superoxidos. Cohen et al (2002) demonstraram que o
eugenol interfere na polimerizagdo das resinas compostas, ndo apresentando efeitos sobre os
mondmeros, mas sim sobre atividade dos radicais livres. Assim, o eugenol altera diferentes

propriedades fisicas e mecanicas das resinas compostas, tendo efeitos adversos sobre: a
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rugosidade da superficie (GRAJOWER, HIRSHFELD e ZALKIND, 1974; LINGARD,
DAVIES e FRUNHOFER, 1983); a resisténcia a tragdo (REISBICK ¢ BRODSKY, 1971), a
dureza (LINGARD, DAVIES e FRAUNHOFER, 1983; PAIGE, HIRSCH e GELB, 1986), a
adesdao (WAZZAN, HARBI e HAMMAD, 1997). e a estabilidade da cor (PEUTZFELD e
ASMUSSEN, 1999).

O eugenol ¢ também usado como matéria-prima para a obtengao de vanilina (COSTA,
2000; PRIEFERT, RABENHORST e STEINBUCHEL, 2001), empregada na aromatizacao de
doces, chocolates, sorvetes e tabacos (RIZZINI e MORS, 1983)

Sousa et al (2000) avaliaram a influéncia do eugenol na micro dureza da resina
composta utilizando sistemas adesivos atuais, e comprovaram ndo haver diferengas
estatisticamente significantes na micro dureza da resina composta dos grupos estudados.

Alfredo ef al (2006) estudaram a influéncia do cimento edoddntico a base do 6xido de
zinco e eugenol (EndoFill) na adesdo de pinos intra-radiculares cimentados com cimento
resinoso (Enforce) ou cimento fosfato de zinco, e concluiram que o cimento a base de eugenol
efetuou corretamente suas propriedades adesivas, porém apresentou menor retencdo em
comparacao ao fosfato de zinco.

Sabaa e Mohamed (2007) testaram o uso de eugenol isolado ou misturado a produtos
comerciais como estabilizante témico para PVC, e obtiveram absoluto sucesso, propondo um
mecanismo para a a¢ao estabilizadora.

Polzin et al (2007) mediram teores de eugenol, trans-anethole (anetol), € cumarina, em
fumacga de 33 marcas de cigarro a base de cravo da india, comercializados na Indonésia,
usaram o espectrometro de massa de alta resolugdo, e verificaram que todas possuiam
quantidades elevadas de eugenol, 13 continham anetol, e 19 continham cumarina.

O eugenol representa cerca de 80 % dos componentes presentes no oleo essencial do
cravo-da-india (BROWN e MORRA, 1995; BROWN et al., 1991; ORTIZ, 1992), nas folhas
verdes, chega a 95 % (RAINA et al, 2001). Outros componentes dessa fracdo sdo: acetato de
eugenol (15 %) e P-cariofileno (5 a 12 %), que juntos com eugenol somam 99 % do 6leo
essencial. Sua obten¢do comercial ¢ feita principalmente a partir do cravo, € a caracterizagdo e
quantificagdo dos teores de eugenol e demais componentes sdo realizadas por técnicas
cromatograficas, o que encarece o produto final devido ao custo dos ensaios para sua

determinagao.
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2.4  Aspectos gerais sobre Voltametria

As técnicas eletroquimicas, por sua vez, tém sido consideradas uma ferramenta
bastante poderosa para determinagdes de diversas substincias, devido a possibilidade de
utilizagdo de instrumentos portateis, com baixo consumo de energia, com analises rdpidas em
diferentes matrizes. (BROWN e EATON, 2001).

Em todas as técnicas voltamétricas, os experimentos basicos consistem na aplicagdo de
uma perturbagdo de potencial, apds a qual a corrente resultante ¢ avaliada. Desta maneira, os
parametros fundamentais sdo: potencial, corrente e tempo. As vdrias técnicas existentes
distinguem-se, basicamente, no modo como a variagdo de potencial ¢ aplicada, sendo este
determinante para a sensibilidade das analises (WANG, 1994).

Segundo HARRIS (2005), a Voltametria ¢ um conjunto de técnicas onde se observa
uma relagdo entre o potencial e a corrente, durante um processo eletroquimico. Este processo
ocorre em uma célula eletrolitica posteriormente submetida a uma varredura de potencial. A
c€lula ¢ composta de um eletrodo de referéncia (calomelano saturado ou eletrodo de prata /
cloreto de prata), um auxiliar geralmente representado por um fio de prata e outro polarizavel
conhecido como eletrodo de trabalho, geralmente construido de um material inerte onde a
espécie eletroativa de interesse sofre eletrolise (VOGEL, 1992).

Os eletrodos sdo imersos na solugdo da espécie eletroativa diluida em um meio
contendo um excesso de eletrdlito inerte, conhecido como eletrdlito de suporte, a funcao deste
¢ reduzir a resisténcia do meio, e eliminar a contribuicdo da corrente de migracdo. Os trés
eletrodos sdo ligados a um Potenciostato, que gera a rampa de potencial, 1€ a corrente de
interesse e fornece o sinal correspondente a leitura a um dispositivo de registro que origina
uma curva corrente-potencial chamada voltamograma (VOGEL, 1992).

Os picos voltamétricos fornecem uma informagdo qualitativa, que ¢ o valor do
potencial de pico (Ep), e uma informagdo quantitativa, que ¢ a corrente de pico ( I, ). Para
constru¢do da curva analitica normalmente utiliza-se os valores das correntes de pico versus
as concentracdes das espécies eletroativas correspondentes a eles. Alternativa que pode ser
utilizada éa area sob o pico versus a concentracdo. Esta situagdo gera melhores resultados
quando se altera a forma do pico de uma medida para outra, causando alteragdo na altura,
porém a medida da &rea permanece constante. Nao ha uma regra definida para escolha, neste
trabalho optamos pela construcao da curva, usando valores correspondentes a corrente de pico

versus concentragao do analito (LACATELLI, 2004).
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O eletrodo de trabalho, também conhecido como eletrodo indicador pode ser de
mercurio, platina, ouro e outros, podem ser de varios tamanhos ou formas, estacionarios ou
rotatorios. Neste trabalho, optamos por fazer uso do eletrodo de carbono vitreo, pois os
eletrodos gotejantes convencionais ndo podem ser usados para os potenciais suficientemente
positivos necessdrios para oxidar a maioria dos compostos organicos, pois a oxidacdo do
mercurio ocorre em um potencial proximo a oxidacdo do fenol podendo interferir no sinal
analitico (GAYLOR, ELVING e CONRAD, 1953).

2.4.1 Consideragoes sobre eletrodos

No trabalho ora proposto utilizou-se eletrodo de carbono vitreo. O material deste
eletrodo, geralmente ¢ formado por meio de aquecimento de uma resina polimérica (fenol-
formaldeido) em uma atmosfera inerte. A substancia polimérica ndo deve passar pelo estado
liquido antes da carbonizacdo, uma vez que € neste processo que o oxigénio, nitrogénio e
outros, sao removidos nas temperaturas entre 300 e 500 °C. Na temperatura de 500 a 1200 °C
o hidrogénio ¢ gradualmente eliminado permanecendo somente carbono. A estrutura final do
carbono vitreo ¢ formada por uma faixa de moléculas aromaticas orientadas ocasionalmente,
quando acima de 1200 °C produzem peliculas perfeitamente lisas que sobrepostas umas das
outras, formam microfibras. Essas microfibras sendo entrelagadas, dobradas e torcidas
produzem o carbono vitreo como produto final (VAN DER LINDER e DIEKER, 1980). Este
eletrodo foi aplicado pela primeira vez na quimica eletro-analitica por Zittel e Miller (1965),
onde mostraram que o limite do potencial utilizdvel estende-se a valores mais positivos
comparados com a platina, podendo também ser usado em alcance catdodico mesmo em
solucdes acidificadas.

O eletrodo de referéncia geralmente usado ¢ o eletrodo de Prata em solugdo de Cloreto
de Prata (Ag/AgCl), este responde por cerca de 80% dos problemas nas medi¢des
potenciométricas (GALSTER, 1991). Nos sistemas voltamétricos, eletrodos de referéncia
defeituosos podem acarretar desde voltamogramas irregulares, até a completa destruicao da
superficie do eletrodo de trabalho quando, sem o valor de referéncia garantido durante a
varredura, os potenciais fornecidos pelo potenciostato tornam-se desgovernadamente altos.
Como a unica funcao do eletrodo de referéncia, em qualquer sistema eletroquimico, ¢ a de
fornecer um potencial elétrico fixo e definido, o pardmetro principal posto a prova serd

justamente o potencial de referéncia do eletrodo (SILVA, ARAUJO e SILVA, 2000).
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O eletrodo auxiliar ou contra eletrodo, mais comum ¢ o de platina, metal relativamente
inerte, que ndo participa da maioria das reagdes quimicas. Sua funcdo ¢ simplesmente permitir

a passagem de elétrons para uma espécie em solugdao (HARRIS, 2005).

2.42 O eletrolito suporte

Em sistemas eletroquimicos, o eletrolito suporte ¢ um componente que quando
adicionado em altas concentragdes pode conferir a solugdo e a interface em estudo uma série
de propriedades. Tais propriedades, em geral, sdo resultantes da manuten¢ao da forca idnica
constante da solucdo o que simplifica a andlise dos sistemas eletroquimicos (AGOSTINHO et
al, 2004).

Dentre as principais fun¢des dos eletrolitos suporte, destaca-se a tarefa de manter os
coeficientes de atividade praticamente constante, assim como a viscosidade, coeficiente de
difusdo e numero médio de ligantes, além de diminuir a espessura da dupla camada elétrica,
possuir alta solubilidade e grau de ionizagdo (AGOSTINHO et al, 2004).

A estabilidade quimica dos eletrdlitos de suporte refere-se a suas espécies quimicas
que ndo reagem com outras espécies presentes em solucao, sejam elas eletroativas ou nao. A
estabilidade eletroquimica implica em admitir que o eletrélito ndo seja oxidado nem reduzido
eletroliticamente em toda faixa de potencial de interesse a que as interfaces em estudo forem

submetidas (AGOSTINHO et al, 2004).

2.4.3 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica ¢ técnica versatil de varredura de potencial que tem sido
amplamente utilizada para obter informacdes sobre reagdes eletroquimicas a partir do registro
de curvas corrente-potencial. Esta técnica consiste em aplicagdo de potencial que varia
continuamente com o tempo. Este processo resulta, assim, no registro das reagdes
eletroquimicas existentes. A voltametria ciclica possibilita a determinac¢do do potencial redox
de espécies eletroativas, a elucidagdo da cinética das reacdes de eletrodo e a avaliagdo da
influéncia do meio de reagdo sobre o processo redox (SERRANO e GIL, 2005; HARRIS,
2005; WANG, 2000; BRETT e BRETT, 1993). Nesta técnica, a corrente produzida durante o
processo eletroquimico ¢ obtida a partir da aplicacdo de uma onda ou rampa triangular de
potencial ao eletrodo de trabalho, sempre mantido no estado estacionario (BRETT e BRETT,

1993; BARD e FALKER, 1980). A varredura ¢ iniciada em um dado valor de potencial
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denominado de potencial inicial (E;). A escolha do potencial inicial ¢ realizada em funcao da
auséncia de corrente faradaica (corrente devida a oxidag¢do ou redugdo do composto), ou seja,
em determinado potencial onde ndo ¢ detectada ou produzida variagdo na estrutura do
composto estudado. A partir da escolha de E;, o potencial ¢ variado no sentido positivo ou
negativo até um determinado valor, denominado de potencial de inversdo de varredura, E,
onde, apos este ponto, a varredura ¢ invertida até atingir o potencial de partida. Desse modo,
uma corrente de oxidacao ou reducdo ¢ produzida e registrada como fun¢do do potencial
aplicado, tanto na varredura direta quanto na varredura reversa, em uma ilustragdo
denominada voltamograma ciclico.(HARRIS, 2005; WANG, 2000; BRETT e BRETT, 1993).
O potencial de estimulo em voltametria ciclica ¢ um potencial com variagdes lineares
em uma forma de onda triangular. Um voltamograma ciclico ¢ obtido usando a medida de
corrente no eletrodo de trabalho durante a variacdo do potencial. A corrente pode ser
considerada o sinal de resposta ao estimulo (KISSINGER e HEINEMAN, 1983).
A forma de aplicagdo do potencial na voltametria ciclica esta representada figura 3, o
potencial ¢ varrido linearmente com o tempo no eletrodo de trabalho estacionario, em uma

solugdo sem agitacdo, usando um potencial em forma de triangulo (Figura 3A).

A)
Ciclo 1
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P f\\ A\ /\
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/ \ / \ / \
/ \ / \ / \
/ Yoo v/ \
/ NS S \
/ AV \Yi \
W " h
tempo
B)
Cicla 1
potencial
tempo

Figura 3. Formas de aplicag@o do potencial para a voltametria ciclica: A) potencial com varredura linear ¢ B)
potencial do tipo escada (ALEIXO, 1994).
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Dependendo da informacdo desejada, simples ou multiplos ciclos podem ser
utilizados. Durante a varredura do potencial, o potenciostato mede a corrente resultante desta
corrente versus o potencial aplicado. Em alguns casos, instrumentos digitais ndo possuem este
mesmo padrao de aplicacdo de potencial. Porém, o potencial ¢ aplicado na forma de escada
como pode ser visto na figura 3B, com degraus de potenciais pequenos da ordem de 10 mV e
tempo de duracdo pequena (50 ms), onde a corrente ¢ lida apenas no final deste intervalo.
Esse método substitui a contento a varredura linear. O objetivo desta variagdo ¢ conseguir
uma minimizagdo da contribuicdo da corrente capacitiva na corrente total. Como as etapas de
potencial sdo pequenas, as equagdes para as respostas da voltametria ciclica sdo consideradas
como idénticas das provenientes da voltametria ciclica de varredura linear.

A voltametria ciclica ¢ aplicada a sistemas em repouso para garantir que a espécie de
interesse chegue a superficie do eletrodo por meio de processo exclusivamente difusional
(BRETT e BRETT, 1993; BARD e FALKNER, 1980), com exce¢do de espécies que sdo
oxidadas ou reduzidas a partir do estado adsorvido. Deste modo, a partir da difusdo das
espécies eletroativas, ocorre a geracdo de uma camada de difusdo na interface eletrodo-
solucdo, o que permite a interagdo destas espécies com a superficie do eletrodo de trabalho e a
sua detec¢do, no instante em que se realiza o experimento. Neste contexto, observa-se que a
resposta obtida para determinados processos redox, caracterizado pela deteccdo de picos
catddicos e/ou anddicos, depende da concentragdo da espécie eletroativa em solucgdo
(HARRIS, 2005; BRETT e BRETT, 1993).

Adicionalmente, a voltametria ciclica ¢ também utilizada para estudar a reversibilidade
do processo eletrddico, ou seja, se 0 processo ¢ reversivel, quase-reversivel ou irreversivel, e
avaliar a influéncia do meio reacional sobre estes pardmetros, bem como sobre a ocorréncia e
estabilidade dos radicais e intermedidrios formados pela redugcdo de espécies eletroativas
como os nitrocompostos (HARRIS, 2005; SQUELLA et al, 1996; BRETT e BRETT, 1993;
MORALES et al, 1987). Porém a voltametria ciclica ndo ¢ uma técnica mais recomendavel
para determinacdes analiticas, devido a menor sensibilidade em comparagdo a outras técnicas
voltamétricas, sendo facilmente superada pela voltametria de pulso diferencial e de onda
quadrada. Apesar disso, o ponto forte da voltametria ciclica € a sua grande versatilidade para a

elucidacdo de processos de eletrodos e mecanismos de reagdo (Brett e Brett, 1993;

OLMSTEAD et al, 1969).
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2.4.4 Voltametria de Pulso diferencial

Nesta técnica, os pulsos de igual amplitude sdo aplicados sobre uma rampa linear de
potencial, a corrente ¢ medida antes de o pulso ser aplicado e no final do pulso. As correntes
sdo subtraidas, j4 que a primeira ¢ a contribui¢do da corrente capacitiva e a segunda ¢ a
contribuicdo da corrente faradaica e, entdo, graficadas contra o potencial da rampa linear,
gerando um voltamograma de pulso diferencial, com a forma de uma curva gaussiana. Esta
técnica ¢ mais sensivel que a de pulso normal, isto porque ela possibilita a minimizacao da
contribuicdo da corrente capacitiva no sinal obtido, pois a corrente capacitiva ndo depende da
concentragdo da espécie em estudo (SOUSA, 2003).

A relagdo entre a corrente de difusdo (que € uma corrente do tipo faradaica, isto €, uma
corrente produzida por uma reacdo eletrodica) e a concentragdo da espécie eletroativa em

solucdo ¢ dada pela equacao de Ilkovic:

Id = 607nD"*m?**¢"*C (Equacio 1)

Onde:

1,= corrente de difusdo (nA)

n = quantidade de matéria (antigamente conhecido como “nimero de moles”) de elétrons por
mol de substancia

m = velocidade da vazao de mercurio obtido a aprtir do capilar de vidro (mg/s)

t = tempo de gota (s)

-1
C = concentragdo em mmol L

D = coeficiente de difusao

Além da difusdo, como comentado acima, mais dois processos de transferéncia de
massa envolvendo a soluc¢do e a superficie do eletrodo pode ocorrer. Um desses processos € a
migracao de particulas carregadas em um campo elétrico. O outro € a convec¢ao, um processo
mecanico que ocorre devido a movimentacdo da solugdo, que ocorre quando se usa um
agitador magnético e uma barra magnética. O processo de migragdo em um campo elétrico €
minimizado pela adicdo de um eletrdlito inerte (eletrolito de suporte) O processo de
conveccdo ¢ eliminado mantendo-se a solucao em repouso durante a etapa de equilibrio, sem

agitacdo. Assim, apenas o processo de difusdo serd responsavel pelo transporte de massa, e a
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corrente medida, i, pode ser efetivamente expressa como corrente de difusio (ALEIXO,
1994).

Um degrau de potencial ou de corrente aplicado representa uma instantanea alteracao
no sistema eletroquimico. Analises da evolucao do sistema depois desta perturbacdo permitem
dedugdes sobre reagdes no eletrodo e suas velocidades. Degraus de potencial e de corrente
fornecem informagdes complementares, pois considerando a mudanca de potencial, ha um
breve pico de corrente capacitiva e considerando parte da corrente aplicada, o valor que vai
provavelmente variar com o tempo ¢ sempre usado para carregar a dupla camada como a
mudanca de potencial. Outro importante ponto € o efeito da convecgdo natural em eletrodos
macroscopicos que comeca a ser sentido de 20 a 300 segundos depois do inicio do
experimento (BRETT e BRETT, 1993).

A resolugdo da técnica de voltametria por pulso diferencial ¢ melhor que a técnica de
voltametria ciclica em relagdo a seletividade. Na voltametria ciclica, para se determinar duas
substancias eletroativas simultaneamente elas precisam apresentar uma diferenca de potencial
de meia onda de pelo menos 200 mV. Ja na voltametria de pulso diferencial uma diferenca
entre os potenciais de pico (E,) de apenas 50 a 100 mV poderd ser suficiente para a
determinagdo simultdnea.(CARDOSO, 2007)

A principal vantagem da voltametria de pulso diferencial ¢ o baixo limite de deteccao
que pode ser alcancado, numa concentragio do analito entre 107 e 10® mol.L. Outra
vantagem ¢ a curva em forma de pico, que oferece maior seguranga na medida e na
localizagdo do potencial de pico. As desvantagens dessa técnica € que os experimentos
realizados nao sdo tdo rapidos (com duragdo de minutos) quantos os feitos a partir da
voltametria de onda quadrada (SWV, com duracao de segundos), que apresenta sensibilidade
um pouco maior. OQutro ponto ¢ que a sensibilidade de voltametria por pulso diferencial ¢
menor que a sensibilidade obtida por técnicas de pré-concentracdo, que ¢ capaz de detectar
concentracdes de até 102 mol/L (BUFFLE e TEECIER-WAEBER, 2005).

A técnica de Voltametria de Pulso Diferencial ocorre basicamente em trés etapas

(Figura 4).
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Figura 4. Exemplos das etapas envolvidas na voltametria de redissolu¢ao anddica. (a) programagdo E vs t
mostrando o tempos de deposi¢do (T ,); e potenciais de deposi¢do E , (b) Tempo de repouso (T)) . (¢) Etapa de
redissolug@o (ALEIXO, 1994).
Na primeira etapa (a), a deposi¢ado ¢ feita eletroliticamente aplicando-se o potencial de

deposi¢do (E;) durante um determinado tempo ¢ com agitagdo da solugdo. O tempo de
deposi¢do (t;) ¢ escolhido em fung¢do da espécie eletroativa. A agitagdo faz com que o

transporte de massa por conveccdo mantenha a concentragdo da espécie eletroativa junto a
superficie do eletrodo igual a do resto da solucdo. Nesta etapa, ocorrerd entdo a redug¢do do
metal e conseqiientemente a sua deposicao sobre a superficie do eletrodo

Apos completar-se a etapa de deposicdo, a agitacdo cessa e durante alguns segundos
deixa-se a solucdo em repouso, para que a concentragdo do material depositado homogeinize-
se, entrando em equilibrio na superficie do eletrodo (b). O tempo correspondente a esta etapa
de equilibrio ¢ chamado de tempo de repouso (t,)

Na terceira etapa (c), ocorre a redissolug¢do. Nesta etapa faz-se a varredura de potencial
na dire¢do anddica onde o voltamograma serd registrado, obtendo-se o sinal analitico de
acordo com a técnica voltamétrica escolhida (pulso diferencial ou onda quadrada, por
exemplo). Os elementos de interesse depositados se redissolverdao quando os seus potenciais

de pico forem atingidos.

2.4.5 Determinagdo voltamétrica de compostos fendlicos

Alguns compostos organicos, tais como os fendis, passivam a superficie dos eletrodos

durante a eletro-oxidagdo promovendo o decréscimo de sua atividade, causada pela formagao
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de um filme impermedvel e ndo reativo sobre a superficie eletrédica (GRATTRELL e KIRK,
1992).

O mecanismo de formagdao do polimero envolve o acoplamento de radicais fenoxis
eletrogerados, sendo um processo complexo que envolve varias etapas. Os caminhos
reacionais sdo afetados por fatores tais como: concentracdo de fenol, material eletrodico, pH,
potencial e outros (FERREIRA, GIZ e FILHO, 2000; SAFAVI et al, 2007).

Os principais compostos resultantes da oxidagdo do fenol em meio acido sao
benzoquinona e hidroquinona, seguidos por acidos organicos alifaticos (COMNINELLIS &
PULGARIN, 1991).

Julian e Ruby (1950) determinaram potenciais de meia onda de sistemas oxidados
irreversivelmente usando microeletrodos de platina, e assim reconheceram uma nova técnica
aplicavel ao estudo da oxidagao de fenol.

Hendenburg e Freiser (1953) estudaram pela primeira vez a aplicabilidade da
voltametria anddica para compostos fendlicos, indicando que a reprodutibilidade do potencial
de meia onda depende do pH.

Pantoja (2000) verificou o comportamento de eletrodos de polianilina frente a
eletroxidagdo de eugenol e guaiacol, e observaram a desativagdo dos eletrodos devido a
formacdo de filme fendlico ndo condutor. A formacdo desse filme foi caracterizada pelo
continuo decréscimo da densidade de corrente do pico de oxidacao.

Bidoia e Notoya (2004) estudaram a eletro-oxidacao de compostos fendlicos presentes
em efluentes industriais, tornando os fendis toxicos mais susceptiveis aos sistemas biologicos.
A eletro-oxidag@o promovida pelo tratamento eletrolitico possibilitou a remogdo de 30 % do
fenol em 1 hora de aplicag¢do, comprovando a viabilidade do método.

Sousa et al (2003) verificaram as diferengas no perfil voltamétrico de dois
flavonoides, a Quercitina, e a rutina. Esses flavonoides sdo compostos fendlicos naturais que
atuam como seqliestradores de radicais livres por meio de reagdes de transferéncia de
elétrons, inibindo, portanto a peroxidacdo lipidica. Por meio destes estudos concluiram que o
mecanismo de eletro-oxidagdo e a estabilidade dos produtos formados dependem do
substituinte no carbono que diferencia as duas estruturas, € no qual € responsavel pela reacao
posterior a formagao da orto-quinona.

Giacomelli et a/ (2003) tragaram o perfil voltamétrico do eugenol e bis—eugenol, e
propuseram um mecanismo de oxidagdo, envolvendo a formagdo da quinona (2-metoxi-4-

alildieno-2,5-ciclohexadien-1-ona), que reage formando o bis-eugenol, na seqiiéncia ocorre
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sua oxidacdo, formando uma espécie de mono-quinondide. O perfil voltamétrico para os
compostos eugenol e bis-eugenol, ¢ diferente e indica que o mecanismo de oxidagdo e a
estabilidade dos produtos formados sao distintos.

Timbola et al (2006) estudaram o comportamento eletroquimico da quercetina em
meio hidro-alcoolico na faixa de pH de 2,2 a 9,2 usando voltametria ciclica, e propuseram um
esquema reacional envolvendo as etapas eletroquimicas e quimicas para a eletroxidacdo da
quercetina.

Francisco ef al (2007) estudaram o perfil de eletro-oxidacdo de compostos fendlicos
usando as técnicas de voltametria ciclica e cronoamperometria, com eletrodo de pasta de
carbono modificada com combinag¢des de Ni(Il) e SiO,/Nb,Os/H,PO4’, obtiveram respostass
operacional com boa sensibilidade analitica para o Hidroquinona e a 4-aminofenol.

Gongalves (1993) investigou a oxidagdo eletroquimica de orto- € meta- aminofenol e
metoxianilina em meio 4cido, mostrando diferentes propriedades com a mudanga do

substituinte no anel aromatico da anilina.

2.5  Validacao da metodologia analitica

A validagdo de métodos analiticos comprova por meio de evidéncias objetivas que
requisitos para uma determinada aplicacdo ou uso especifico sdo atendidos (INMETRO,
2003). Pode ser definido como o processo que confere validade a um método analitico,
instrumento ou equipamento, cujas especificagdes sdo aceitas como corretas, conferindo
confiabilidade aos resultados obtidos (LEITE, 1996 e EURACHEM, 2002).

A validagdo de um resultado significa que o procedimento, que inclui desde as
condi¢des de operagdo do equipamento até toda a seqiiéncia analitica, seja aceito como
correto. Para isso, estabelecem-se niveis de exigéncia que podem definir a aprovagdo do
produto ou espécie em estudo. Para tanto, ¢ fundamental que os laboratdrios disponham de
meios e critérios objetivos para demonstrar que os métodos utilizados conduzem a resultados
confiaveis, que garantam qualidade, idoneidade e credibilidade de seus produtos e/ou
servicos. E importante enfatizar que qualquer alteragdo de métodos normalizados implica em
revalidar o método (LEITE, 1996).

Segundo a EURACHEM (2003), sdo feitas milhdes de medidas analiticas diariamente
em milhares de laboratérios em todo o mundo. Entretanto, o custo de realizacdo dessas

medicoes ¢ alto, e custos adicionais decorrem das decisdes feitas em cima desses resultados.
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Fica claro, portanto, a importancia de se obter resultados corretos e de ser capaz de mostrar
que 0s mesmos estao corretos.

A calibragdo, em geral, ¢ uma operagao que relaciona uma grandeza de saida com uma
grandeza de entrada, para um sistema de medida sob determinadas condi¢des. No processo de
medicao quimica, as grandezas de entrada sdo grandezas analiticas que caracterizam os tipos
de analitos (espécies quimicas de interesse), e suas quantidades ou concentragdes. As
grandezas de saida sdo representadas por valores medidos, isto €, sinais observados em
posigdes ¢ intensidades definidas. O caso mais comum, no qual se determina uma relacao
entre a quantidade ou concentragdo (contetido) de certo analito e a intensidade de um sinal, ¢
apenas um caso especial de calibracdo (BARROS, PIMENTEL e ARAUJO, 2002).

Em um sentido mais amplo, a calibragdo em Quimica Analitica se refere a relagdo
entre uma funcao analitica, x = f(g), que representa um perfil de distribui¢do de analitos e suas
quantidades ou concentragdes em uma dada amostra-teste, € uma fungdo medida y = g(z), que
pode ser representada por um espectro, voltamograma, cromatograma e outros (DANZER,
1995 citado em BARROS, PIMENTEL e ARAUIJO, 2002).

A validagao de um método estabelece por meio de estudos laboratoriais que suas
caracteristicas de desempenho estdo de acordo com as especificagdes apresentadas para a
intencao do uso dos resultados analiticos.

Segundo o manual de orientagdes sobre validagdo de métodos de ensaios quimicos do
INMETRO (2003), as caracteristicas de desempenho determinadas incluem entre outras:
linearidade, faixa de trabalho, seletividade, recuperacdo, limite de deteccio do método
(LDM), limite de quantificacdo do método (LQM), precisdo e exatidao.

Depois de ter determinado todos esses pardmetros, o0 método deve conte-los de forma
clara, para que o usudrio possa avaliar se o método ¢ adequado para as suas necessidades

(INMETRO, 2003).

2.5.1 Faixa de linearidade

Linearidade ¢ a habilidade de um método analitico em produzir resultados que sejam
diretamente proporcionais a concentragdo do analito em amostras, em uma dada faixa de
concentracdo (ICH, 1995). A quantificagdo requer que se conheca a dependéncia entre a

resposta medida e a concentragdo do analito. A linearidade ¢ obtida por padronizacdo interna
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ou externa e formulada como expressdo matematica usada para o calculo da concentragio do
analito a ser determinado na amostra real

A equagdo da reta que relaciona as duas variaveis ¢é:
y=ax+b (Equacao 2)
Onde:
y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
X = concentragao;
a = coeficiente angular (inclinagdo da curva de calibra¢do ou curva analitica = sensibilidade);

b = coeficiente linear (interse¢do com o eixo y, quando x=0).

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados dos
ensaios em funcdo da concentracdo do analito ou entdo calculados a partir da equagdo da
regressao linear, determinada pelo método dos minimos quadrados.

O coeficiente de correlagdo linear (r) € freqiientemente usado para indicar o quanto
pode ser considerada adequada a reta como modelo matematico. Um valor maior que 0,90 &,
usualmente, requerido. O método pode ser considerado como livre de tendéncias se o corredor

de confianca da reta de regressao linear contiver a origem (INMETRO, 2003).

a) r = 1, correlagdo perfeita;

b) 0,91< R? <0,99, correlacao fortissima;
¢) 0,61 < R%*< 0,91, correlacao forte;
d)0,31< R%< 0,60, correlagdao média;

e) 0,01 < R’*< 0,30, correlagao fraca;

f) r = zero, correlacao nula.

A linearidade da curva analitica e, portanto, o intervalo de trabalho do método, ¢
determinado pelo coeficiente de correlagdo da reta obtida, denominado indice de correlacao

de Pearson (RIEDER et. al., 2000), considerando:
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Z(‘xi _)_C)(yi _J_/)
r= = (Equacio 3)

Ji(x,« - %)’ sz -5y

onde x;, x2, ..., X, €Y7, V2, ..., ¥n $20 0s valores medidos de ambas as varidveis. Alem disso:
_ 18 . -
X = —le (Equacio 4)
ni
e
1 -
y=—>y, (Equacao 5)
n

sdo as médias aritméticas de ambas as variaveis.

2.5.2 Faixa de trabalho

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentragdo do analito ou
valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado. No limite inferior da faixa de
concentracdo, os fatores limitantes sdo os valores dos limites de detec¢do e de quantificagao.
No limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de resposta do equipamento de
medicao (INMETRO, 2003).

Dentro da faixa de trabalho pode existir uma faixa de resposta linear e dentro desta, a
resposta do sinal terd uma relacdo linear com o analito ou valor da propriedade. A extensao

dessa faixa pode ser estabelecida durante a avalia¢dao da faixa de trabalho.

2.5.3 Seletividade

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho da
medicao pelo detector selecionado, sem causar um sinal visivel no teste de especificidade. Os
interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude do efeito também pode
depender da concentragdo. Varios testes e suas estatisticas correspondentes podem ser

utilizados para o estudo da seletividade dependendo da disponibilidade do analito, da matriz
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sem o analito e de amostras de referéncia nas concentragdes de interesse. Se a matriz da
amostra sem analito ou um grupo satisfatério de amostras de referéncia estdo disponiveis,
podem ser aplicados os testes F' (Snedecor) de homogeneidade de variancias e o teste ¢
(Student) de comparacao de médias, ou entdo realizada a andlise dos desvios em relagdo aos

valores de referéncia (INMETRO, 2003).

2.5.4 Teste de recuperacao

A recuperacdo do analito pode ser estimada pela analise de amostras adicionadas com

quantidades conhecidas. A recuperacao ¢ calculada segundo:

Cl _Cz

2

Recuperagéo (%) = ( JXI 00 (Equagéo 6)

Onde:
C, = Concentracao obtida experimentalmente
C, = Concentragao aceita como verdadeira

2.5.5 Limite de detecgao

O limite de deteccao do equipamento (LDE) ¢ definido como a concentracdo do
analito que produz um sinal de trés a cinco vezes a razdo ruido/sinal do equipamento.

A importancia desta determinagdo e os problemas associados a ela advém do fato de
que a probabilidade de detec¢do ndo muda rapidamente de zero para um quando seu limiar ¢
ultrapassado. Os problemas tém sido investigados estatisticamente e diversos critérios de
decisdo tém sido propostos. Muitas controvérsias sdo originadas devido ao fato de nao haver
atualmente uma concordancia da terminologia aplicavel. O termo “limite de detec¢do” ndo ¢

aceito por todos, apesar de ser usado em alguns documentos setoriais (INMETRO, 2003).

LDM = L ).S2 (Equacao 7)

n-1,1-a

onde:

LDM = Limite de detec¢do do método;

-1, 1-a) (s) = valor da abscissa t (Student) para (1-a) x95% nivel de confianca e (n-1) graus de
liberdade;

S> = Desvio padrdo da curva / Inclina¢do
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2.5.6 Limite de Quantificagao

O limite de quantificacdo representa a mais baixa concentracdo da substidncia em
exame, que pode ser determinada de forma quantitativa com precisdo e exatiddo adequadas
utilizando o procedimento experimental em estudo. O limite de quantificacdo inferior ¢
estabelecido a partir de uma relacdo de valores (desvio padrdo e inclinacdo) obtidos na curva
analitica no estudo da linearidade. Para o estudo do limite de quantificacdo do método (LQM)
sao analisadas solugdes matrizes com baixas concentragoes de substancia, determinando-se a
concentragdo minima que pode ser quantificada com precisdo e exatiddo. O limite de
quantifica¢do pode ser considerado como sendo a concentragdo do analito correspondente ao
valor de 10 desvios-padrdao ou da média do branco. Este limite, apos ter sido determinado,
deve ser testado para averiguar se a exatiddo e a precisdo obtidas sdo satisfatorias
(INMETRO, 2003).

A determinacdo do valor do LQM representa um compromisso entre os parametros de
exatiddo e precisdo a serem conseguidos, em que quanto menor o nivel de concentracao dos
analitos maior serd a variacdo dos resultados, tornando o método menos preciso (HARRIS,
2005).

LOM =10.5, (Equacao 8)

2.5.7 Precisdao do método

Precisdo ¢ um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em
condig¢des definidas. E normalmente determinada para circunstancias especificas de medigio e
as duas formas mais comuns de expressa-la sdo por meio da repetitividade e

reprodutibilidade.

2.5.7.1 Repetitividade

E o grau de concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas de um mesmo
mensurando, efetuadas sob as mesmas condi¢des de medi¢cdo, chamadas de condigdes de

repetitividade (VIM, 2007 ), a seguir:

* Mesmo procedimento de medicao;
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* Mesmo observador;
* Mesmo instrumento usado sob mesmas condi¢des;
* Mesmo local, e

* Repeti¢cdes em curto espaco de tempo.

2.5.7.2 Reprodutibilidade

E o grau de concordancia entre os resultados das medi¢des de um mesmo mensurando,
efetuadas sob condigdes variadas de medicdo. Embora a reprodutibilidade ndo seja um
componente de validacio de método executado por um unico laboratorio, ¢ considerada
importante quando um laboratorio busca a verificagdo do desempenho dos seus métodos em
relagcdo aos dados de validagdo obtidos por meio de comparagao interlaboratorial INMETRO,
2003).

Segundo Leite (2002), nos processos de validacdo de métodos analiticos, os resultados
encontrados devem ser emitidos com a certeza absoluta de ser as espécies em estudo
(qualitativo) e com a maxima certeza do (quantitativo) existente na amostra analisada. Neles,
a precisdo e exatiddo devem estar embutidas com os resultados emitidos com a menor
variabilidade possiveis, determinadas por conceitos estatisticos em um determinado numero
de amostras analisadas.

O indice z (z score) ¢ também um modo de avaliar o desempenho dos resultados de
reprodutibilidade. A avaliacao foi feita obedecendo a norma (ISO GUIA 43) usando a

seguinte escala de pontuacao:
|z| <2 = satisfatorio;

2<|z|<3 = questionavel;

|z|>3 = insatisfatorio.

2.5.8 Exatiddo

Exatiddo do método ¢ definida como sendo a concordancia entre o resultado de um
ensaio e o valor de referéncia aceito como convencionalmente verdadeiro. A exatidao, quando
aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica numa combina¢do de componentes de

erros aleatorios e sistematicos (tendéncia).
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Na avaliacdo da exatiddo utilizando um material de referéncia, os valores obtidos pelo
laboratério (média e desvio padrdo) de uma série de ensaios em replicata devem ser
comparados com os valores certificados do material de referéncia. Uma forma de avaliar a
exatiddo do método ¢ o uso do calculo do erro relativo (ER), expresso em percentagem,

usando a expressao:

X —-X
ER = % 100 (Equacio 9)

v

Onde:
X = valor obtido experimentalmente ou média aritmética de valores obtidos

X, = valor aceito como verdadeiro (valor certificado do MRC)
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3.1 Reagentes e materiais

3.1.1 Obtengao dos 6leos essenciais

A extragdo dos 6leos essenciais foi realizada no LAPQA — Laboratério de Andlise e
Pesquisas em Quimica Analitica de Pertroleo, localizado no Pavilhdao Tecnoldgico, onde
foram utilizados baldes de destilagio PYREX de 1000 e 6000 mL, manta aquecedora
(Quimis), Destilador adaptado de Clevenger e reagente Na,SO4 anidro (Merck) usado para

secagem do dleo essencial apos a extragao.

3.1.2 Determina¢des Voltamétricas

Os estudos eletro-analiticos foram realizados no LPQA — Laboratorio de Pesquisas em
Quimica Analitica, localizado no Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia (UFMA).

Foi usado para leitura das amostras, um potenciostato BAS modelo. (CV50W),
acoplado a microcomputador, célula eletroquimica de 10mL e 3 (trés) compartimentos,
contendo eletrodo de trabalho (Carbono Vitreo ©=0,06 cmz), eletrodo referéncia Prata em
solucdo de Cloreto de Prata(Ag / AgCl) e eletrodo auxiliar (Platina). O eletr6lito suporte
usado foi a solucdo hidroalcoolica Tampao Britton-Robinson (BR) corrigida para pH 3,3
usando solugdo de Hidroxido de Sédio (NaOH) na concentragio de 0,1 molL™, preparada a
partir de reagente de pureza (84,5 %,Merck), as leituras de pH foram efetuadas em pH-metro
Methron.

Para possibilitar a completa solubilidade do 6leo essencial e padrio de eugenol na
solugdo tampao, foi usado mistura 55% de reagente alcool etilico de pureza (99,9 %, Merck)

A curva analitica foi construida a partir de adi¢cdes sucessivas de padrao de eugenol

com pureza de 98 %, fornecida pelo laboratério CHEM SERVICE;

3.2  Procedimentos experimentais

3.2.1 Coleta e caracterizagao botanica

As folhas verdes e galhos da espécie vegetal em estudo foram coletados nos meses de
janeiro e fevereiro do ano de 2007 (escolha aleatdria) na localidade de Maioba, municipio de

Paco do Lumiar — Maranhdo. Para preparo das exsicatas, as folhas e galhos coletados foram
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tratados, prensados e secos individualmente acondicionados em folhas de jornal. A
temperatura aplicada para secagem foi de aproximadamente 38 °C por um periodo de 24
horas, em seguida as exsicatas foram enviadas ao Herbario da Universidade Federal do
Maranhao, que efetuou a caracterizacdo Botanica da espécie com base nas caracteristicas

fisicas do material coletado.

3.2.2 Processo de extragao do 6leo essencial

Os 6leos essenciais foram extraidos a partir das folhas verdes, previamente trituradas e
posteriormente submetidas ao processo de hidrodestilagdo (Figura 5a e 5b), usando o
destilador adaptado de Clevenger (CLEVENGER, 1928). Seu principio consiste em
submergir o material vegetal diretamente na agua, onde apds a ebuligdo os compostos volateis
existentes sao carregados até o condensador, resfriados e separados na agua por diferenca de
densidade. A 4gua que sobra deste processo recebe o nome de dgua floral, destilado, hidrosol

ou de hidrolato.

Figura 5. Destilador adaptado de Clevenger para extragao de dleos essenciais, (a) sitema com capacidade de
1000 mL, (b) sistema com capacidade de 6000 mL

O tempo de destilagdao foi fixado em aproximadamente 2 horas apos do inicio da
ebulicdo, a propor¢do condiderada para destilagao foi de (1:10), uma parte do vegetal para 10
partes de dgua, com o rendimento médio de aproximadamente 0,8%. Nao foram realizados
estudos cinéticos no processo de extragdo dos oleos, estes foram armazenados em recipientes

de vidro protegidos da luz e guardados sob refrigeracao.
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3.2.3 Preparo das amostras

A solugdo tampao BR foi preparada a partir das solu¢des de acido Borico (H3BO3)
0,04 molL™", acido Fosforico (H;POs) 0,04 molL™" e Perclorato de Soédio (NaClO,.H,0)
0,1 molL™.

Devido a baixa solubilidade dos compostos fendlicos, as amostras de 6leos essenciais
e padrao de eugenol foram solubilizadas em mistura contendo tampao BR com 55 % de alcool
etilico. A solubilidade das amostras no eletrélito foi determinada a partir de acréscimo em
misturas de alcool e tampao BR, at¢ sua completa solubilizagdo.Para preparo da solugao
padrao de eugenol (solucdo estoque), foram utilizados 10 pL do padrdo em baldao de 10 mL,
aferido com uso do tampao BR com 55 % de alcool etilico resultando em uma concentragao
de 8,89x107 molL™". A solugdo contendo o 6leo essencial foi preparada seguindo os mesmos

critérios de diluigdes.

Solucéo estoque

{ \

A A

EtCH 5,5 mL + EtOH 5,5 mL +
Tampide BR 4,5 mL + Tampéio BR 4,5 mL +
Eugenol 10pL Oleo essencial de
canegla 10uL
Estoque 01
Estoque 02

Figura 6 Preparacdo das solugdes estoques

3.2.4 Condig¢oes de analise

A superficie do eletrodo de trabalho foi renovada a cada leitura, devido a aderéncia
dos compostos fendlicos a superficie, formando filmes de dificil remogdo. A limpeza foi
padronizada com a lavagem em 4agua destilada e efetuando movimentos circulares sobre o
papel de seda contendo o 6xido de aluminio (particula 0,3 pm) por aproximadamente trés
“minutos”.

Devido a faixa de potencial adequado a eletro-oxidacdo do eugenol compreender

valores positivos (regido anddica), e a suposta perda de volateis ocorrida com a
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desoxigenacao da célula, optou-se por usar agitador em vez de gis de purga, pois a remogao
do oxigénio se faz desnecessaria neste intervalo de potencial.

A mistura contendo 6leo essencial ou padrao de eugenol, alcool etilico e tampao BR
foi agitada por cinco minutos antes do inicio da etapa de pré-concentragdo. O potencial de
deposi¢do sofreu deslocamento significativo quando da ndo homogeneizacdo completa da

mistura.
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4.1 Resultado da caracterizacao Botanica

A espécie vegetal foi identificada pela prof* Ana Zélia Silva, do Departamento de
Farmacia da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). De acordo com a caracterizacao
Botanica, a espécie de canela estudada, pertencente a familia das Laurdceas, cujo nome
cientifico € Cinnamomum Zeylamicum Breyn, conforme caracteristicas das folhas e galhos da

espécie. A excicata encontra-se depositada no Herbario da UFMA sob o n°® 1153.

4.2  Otimizacao do procedimento eletro analitico para determinaciao de Eugenol

4.2.1 Estudo do potencial de oxidagao

A determinagdo dos potenciais de oxidagdo e redug¢do dos compostos fendlicos e o
intervalo de varredura de potencial foram determinados a partir da técnica de Voltametria

ciclica (Figura 7) usando eletrodo de carbono vitreo versus eletrodo de (Ag/AgCl).

1,6E-05-
1,4E-05+ —— Padrao de eugenol
] —— Branco
1,2E-05+ E,=+524 mV
g 4
_a 1,0E-057
8,0E-06+

6,0E-06-

4,0E-06+

T T T T T T T T T —— T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700 800
E (mV) vs Ag/AgCI

Figura 7. Voltamograma ciclico do padrdo de eugenol para determinagdo do potencial de oxidagdo,
obtido usando velocidade de varredura 50mVs™, pH 3,3 em solugdo hidro-alcoolica contendo mistura de tampao

BR e 60% de etanol
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Segundo Mouchrek (2000), a determinacdo eletro analitica € possivel devido ao
processo redox do grupo hidroxila do eugenol, originando compostos do tipo benzoquinonas,
a literatura revelou o intervalo varredura na faixa de (+1,20 V) a (-0,20 V), e potencial de
oxidacdo variando com o aumento da concentragdo de eugenol.

No estudo inicial, adotamos as condi¢des analiticas citadas na literatura, e verificamos
em replicatas, que o eugenol sofreu oxidagdo no potencial de (+524 mV). Comparando os
resultados, verificamos diferengas significativas no potencial de pico, que se manteve
constante em todas as replicatas, ao contrario da literatura que apresentou resultados variaveis
no intervalo de (+0,70) a aproximadamente (+0,80). As diferengas podem ser explicadas pelo
fato dos ensaios atuais serem feitos por equipamentos mais sofisticados, que usam sistema
computadorizado para efetuar o tratamento dos dados experimentais, apresentando sinais mais
nitidos, precisos e mais sensiveis que o equipamento manual usado na referéncia.. Também
soma-se a isso, o fato de que a presente metodologia usou uma faixa de concentragdo bem
menor.

O voltamograma sugere um comportamento quase reversivel, devido a relacdo entre os
picos de oxidagdo e redu¢do da molécula de eugenol.

Devido a baixa sensibilidade analitica apresentada pela voltametria ciclica, optamos
por fazer uso da técnica de voltametria de pulso para as demais ensaios eletro analiticos,
usando como condig¢des iniciais o potencial de oxidagdao determinado a partir da voltametria
ciclica, eletrolito suporte contendo 55% de etanol em tampao BR, e as condi¢des citadas por

Mouchrek (2000).

4.2.2 Estudo do tempo de deposi¢ao

Nesta técnica a etapa ocorre a pré-concentragdo, ou seja, a eletrodeposicdo a um
potencial constante e controlado da espécie eletroativa sobre um eletrodo estacionario. Para

esta etapa foram testados 16 intervalos de tempo (Tabela 1) variando de 10 a 200 segundos

(Figura 8).
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Tabela 1. Valores do potencial de deposig@o versus corrente de pico

Tempo de deposicio (s) Ip (A)
10 0,00097
20 0,00102
30 0,00103
40 0,00104
45 0,00105
50 0,00108
60 0,00112
80 0,00122
85 0,00156
90 0,00177
100 0,00194
110 0,00189
130 0,00178
150 0,00168
180 0,00159
200 0,00152
0,0020 |
0,0018
0,0016 |
<
= 0,0014 ~
o
0,0012
0,0010 -}
0,0008 T - T - T - T - T
0 50 100 150 200

Tempo de deposicéao (s)

Figura 8. Grafico do comportamento da corrente com variagdo do tempo de deposicdo obtido, usando velocidade
de varredura 50mVs™, potencial de oxidagdo em +524mV, amplitude de pulso 25mV, pH 3,3 em solugdo hidro-
alcoolica contendo mistura de tampdo BR e 55% de etanol
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De acordo com os resultados obtidos, a corrente € crescente até o intervalo de
aproximadamente 100 segundos, apds esse ponto os valores de corrente tendem a diminuir
devido a saturacdo ocorrida na superficie do eletrodo gerando sinais fora da regido de
proporcionalidade entre a corrente e a concentracdo. A diferenca nos tempo de deposicao
testado ¢ pequena frente ao ganho no sinal analitico apresentado, portanto optamos pelo

tempo de 100 segundos.

4.2.3 Estudo da amplitude de pulso

Foram testados 19 pontos (Tabela 2), variando de 5 a 260 mV, plotados versus a

corrente de pico.

Tabela 2. Valores de amplitude de pulso versus corrente de pico

Amplitude de Pulso (mV) Ip (mA)
5 0,43
10 0,55
20 1,55
30 2,08
40 3,15
50 3,64
60 4,48
70 5,01
80 5,51
90 6,01

100 6,70
120 7,04
140 7,41
160 7,53
180 7,58
200 7,56
220 6,70
240 5,73
260 4,72
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T T T T T T

I I
0 50 100 150 200 250 300
Amplitude de Pulso (mV)

Figura 9. Variagdo da corrente de pico com o aumento da amplitude de pulso, usando velocidade de varredura
50mVs™, potencial de oxidagdo em +524mV, tempo de deposi¢io de 100s, pH 3,3 em solucio hidro-alcoolica
contendo mistura de tampao BR e 55% de etanol.

A variagdo da corrente versus amplitude de pulso obedeceu a um comportamento
gaussiano (Figura 9), com valores crescentes no intervalo de 5 4 120 mV. A partir deste
intervalo, potencial de deposi¢do permanece constante até aproximadamente 200mV, e a a
partir deste sofre decréscimo na corrente devido ao alargamento do pico, esse alargamento de
pico desloca o potencial de oxida¢do no sentido negativo podendo interferir em analises
futuras. Levando em consideragdo a relagdo entre a maior amplitude de pulso e a melhor

defini¢do dos voltamogramas, optamos pela amplitude de 100mV.

4.2.4 Influéncia da velocidade de varredura

A velocidade de varredura ¢ estd relacionada com o tempo de pulso em segundos. O
comportamento difusional ¢ comprovado a partir da proporcionalidade entre a raiz quadrada
da velocidade de varredura e a corrente de pico, obedecendo a equacdao de Randles-Svecik

(Equacao 10).
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I, = (2,69 x 10°) n°”? AD"? Cv'? (25 °C) (Equacio 10),

Onde:

I, = corrente de pico (A);

n = nimero de elétrons trocados no processo;
A = 4rea do eletrodo (cm?);

D = coeficiente de difusdo (cm?/s);

C = concentragdo (mol/cm’);

v = velocidade de varredura (V/s).

Foram testados oito valores para velocidade de varredura em cinco replicatas (Tabela

3), no intervalo de 5 4 60 mVs™ (Figura 10).

Tabela 3. Valores da velocidade, raiz quadrada da velocidade, corrente e desvio, obtidos experimentalmente

V(mV/s) v I, (A) S, (desvio)
5 2,236068 0,0420 0,0003
10 3,162278 0,0440 0,0008
20 4,472136 0,0458 0,0004
30 5,477226 0,0480 0,0013
40 6,324555 0,0500 0,0012
50 7,071068 0,0490 0,0017
60 7,745967 0,0460 0,0018

0,0520 -
0,0500 1
0,0480 1
< 0,0460 -
o
0,0440 A y =0,0019x + 0,0377
2 _
00420 - R*=0,9917
0,0400 : u : :
2 3 6 8 9
V"2 mvis

Figura 10. Grafico da variagdo da corrente com o aumento da raiz quadrada da velocidade de varredura, usando
potencial de oxidagdo em +524mV, tempo de deposigdo de 100s, amplitude de pulso de 100mV, pH 3,3 em
solug@o hidro-alcoolica contendo mistura de tampao BR e55% de etanol.
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Foi verificado um comportamento nio linear a partir de 50 mVs™ (V'*=7,07), quando
a migragdo de compostos para superficie do eletrodo ndo se dé por satisfatoria (velocidade de
varredura alta), promovendo a diminui¢do da corrente para intervalos fora da regido de
proporcionalidade. Para intervalos de 5 (V”2=2,24) a 40mV/s (V”2=6,32), observamos um
comportamento linear (R? = 0,9917), a corrente ( I, ) é proporcional a raiz quadrada da
velocidade de varredura, onde se comprova o processo difusional, ou seja: eugenol migra para
a superficie do eletrodo.

Levando em consideracao a relacdo entre a maior velocidade de varredura, maior
corrente de pico e menor desvio entre as replicatas, optamos pela velocidade de 40mVs™, pois

o desvio foi considerado insignificante versus o ganho no sinal analitico.

4.2.5 Estudo da variacdo do pH

O estudo do pH foi efetuado a partir de uma solucdo contendo padrdo de eugenol de
concentracdo conhecida. As condic¢des analiticas foram fixadas em: potencial de oxidagdo em
+524mV, tempo de deposi¢cdo de 100s, amplitude de pulso de 100mV, velocidade de
varredura 50mVs™ em solugdo hidro-alcoolica contendo mistura de tampdo BR e 55% de
etanol

A variagdo de pH foi promovida pela adi¢ao de solugdo NaOH 0,1 molL™! (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de pH e corrente obtidos experimentalmente

pH Ip (A)

1,8 5,7x10°
2,2 6,8x10°
3,3 6,9x10°
5,3 3,5x10°
7,3 2,4x10°
8,8 1,8x10°
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7,0x10° _/\.
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Figura 11. Variacdo da corrente com aumento do pH do eletrélito, obtidos usando potencial de oxidagdo em
+524mV, tempo de deposicio de 100s, amplitude de pulso de 100mV, velocidade de varredura 40mVs™ em

solucdo hidro-alcoolica contendo mistura de tampdo BR e 55% de etanol

Os resultados apontaram picos maiores ¢ bem definidos em valores de pH baixo. O
NaOH usado com o objetivo de corrigir o pH do sistema, quando adicionado em excesso
(valores de pH altos), reagird com as moléculas de eugenol (Figura 12), formando o sal
eugenolato de sddio. Portanto, a diminuicao da corrente observada (Figura 11) ¢ conseqiiéncia

da diminuicao da concentracao de eugenol.

ONa
O\ O\
+ NaOH __ o + H,0
= =

eugenol “eugenolato de sodio”

OH

Figura 12. Reagao do eugenol com o Hidroxido de Sédio usado para correcdo do pH no Tampao BR

Se o pH ¢ altamente basico, o eugenol esta totalmente ionizado devido a remocdo de

, +. A e - . . ~ ~
um préton (H'), formando um anion (C¢H;;007) e o pico de oxidagdo representa a reagdo no
eletrodo onde devera ocorrer a remo¢ao de um elétron do anion fendxido, resultando no

radical livre fenoxi. (VERMILLION, 1964).
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Figura 13. Formacao do radical fenoxi a partir da eletrooxidagao do eugenol na superficie do eletrodo de carbono
vitreo

Quando o anion fenoxido aproxima-se do eletrodo (Figura 13), torna-se entdo
preferencialmente polarizado assim que a carga negativa ¢ localizada no atomo de oxigénio.
A ligagdo temporaria ¢ formada com a superficie positiva do eletrodo e quebra-se com a
remog¢do de um elétron, resultando um radical fenoxi, este radical ¢ estabilizado por meio das
estruturas de ressonancia que estao na superficie do eletrodo.

Se o pH for suficientemente baixo, o fenol devera estar completamente ndo ionizado, e
neste caso ocorrera a reacdo do ion fenoxdénio envolvendo dois elétrons (Figura 14)

(VERMILLION, 1964).

«

ELETRODO

o«

++++++++++
++++++++++

++++++++++

ion fenox6nio

Figura 14. Formacao do ion fenoxdnio a partir da eletro-oxidagdo do eugenol

Observa-se o ataque eletrofilico no ntcleo aromatico do eugenol nao ionizado com a
remocao irreversivel de dois elétrons para da o ion fenoxonio. Quando o ion aproxima-se do
eletrodo torna-se entdo preferencialmente polarizado.

Se o pH possuir um valor intermediario, ambas as formas do fenol estardo presentes,

tanto o fenol ionizado como o nao ionizado. Se a velocidade de ionizagao do fenol ¢ mais
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rapida comparada com a velocidade de reagdo no eletrodo, o anion fendxido deveria ser
preferencialmente oxidado. Neste caso o pico voltamétrico deveria ter as mesmas
caracteristicas da reacdo que resulta na formacdo de um radical livie (HENDENBURG,
1953).

Gaylor et al, (1953) estudaram o efeito de intimeras curvas voltamétricas de
substancias organicas, € observaram que tanto o potencial de pico como a altura e sua largura
dependem do pH.

ApoOs os estudos realizados optamos pelo pH 3,3, pela melhor definicio do

voltamograma frente a maior corrente de pico observada.

4.3 Construcao da curva analitica e determinacio do percentual de eugenol no 6leo
essencial de canela

As solugdes, contendo o padrio de eugenol em concentragdes conhecidas foram
submetidas as analises voltamétricas, gerando voltamogramas bem definidos (Figura 15). Nao

foi observado deslocamento no potencial de oxidagao.

2,11 .
———8,16x 10

\ 7,40 x 10°
‘ - 665x10°
1,4 ] A~ W ——508x 10° .
/ N\ oleo essencial de canela
——345x10”
2,61x10°

——— 1,76 x10°
Branco

©(A)

| x10

. 0,74

0,11

T T T T T
600 700 800 900 1000 1100

E, (mV) vs Ag/AgClI

T T T
300 400 500
Figura 15. Voltamograma do padrdo de eugenol e 6leo essencial de canela, obtidos experimentalmente usando

potencial de oxidagdo em +524mV, tempo de deposigdo de 100s, amplitude de pulso de 100mV, pH 3,3,

velocidade de varredura 40mVs™ em solugdo hidro-alcoolica contendo mistura de tampdo BR e 55% de etanol
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A curva analitica (Figura 16) foi construida com base em dados experimentais (Tabela
5) obtidos usando o tempo de deposi¢ao de 100 segundos, potencial de oxidagdo de +524mV,

amplitude de pulso de 100 mV, velocidade de varredura de 40 mVs™ e pH 3,3.

Tabela 5. Valores de corrente obtidos experimentalmente a partir de concentragdes conhecidas

Leitura (molL’l) Ip (A)
1,76x10% 4,398x107°
2,61x10™% 6,922x10™
3,45x107% 1,039x10°%
5,08x10™° 1,449x10™°
6,65x10™ 1,829x10°%
7,40x10% 2,045x10™"
8,16x10™ 2,194x10°%

25
2,0
1,54
<
©
o
~ 1,0
x R
- . Oleo essencial
. de canela
0,5 L !
R =0,99829
0,0
T T T T T T T T T
0 2 4 6 8

[Eugenol] x 10”° molL”

Figura 16. Curva analitica do padrdo de eugenol usando potencial de oxidagdo em +524mV, tempo de deposicao
de 100s, amplitude de pulso de 100mV, pH 3,3, velocidade de varredura 40mVs™ em solugdo hidro-alcoolica
contendo mistura de tampao BR e 55% de etanol

A concentracdo de eugenol no oleo essencial de canela foi calculada a partir da
equacdo da reta: y = 6,42x10™° + 0,2743X gerada a partir da curva analitica, com adi¢io de
amostra contendo 6leo essencial, diluida em eletrélito suporte (tampao BR com 55% etanol).

A leitura de corrente observada para o 6leo essencial foi de 1,22 x 10 A. Usando a
equacdo da reta, temos: X = 4,43 x 10” molL™, levando em consideracio a pureza do padrio

de eugenol (98 %), demais calculos referentes as dilui¢cdes, e calculando em termos
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percentuais, concluimos que o 6leo essencial de canela possui um teor de 64,31 % de eugenol

em sua composicao.

4.4  Validacao da metodologia analitica

4.4.1 Faixa de linearidade

A andlise para determinacdo da faixa de linearidade do método, foi realizada a partir
de acréscimos sucessivos de concentragdes conhecidas de eugenol, o pH do sistema foi
mantido em 3,3; amplitude de pulso usada foi de 100mV, tempo de deposicao de 100s,
velocidade de varredura igual a 100mVs™ e o potencial de oxida¢do considerado para leitura

da corrente foi (+524mV).

2,5

2,01

1,5 1

1,0

|, x 10°(A)

0,5

0,0 T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

[Eugenol] x10™° mol/L

Figura 17. Variagédo da Corrente (I, ) com o aumento da concentragio de eugenol para determinagio da faixa de
linearidade, usando potencial de oxidagdo em +524mV, tempo de deposi¢do de 100s, amplitude de pulso de
100mV, pH 3,3, velocidade de varredura 40mVs™ em solucdo hidro-alcoolica contendo mistura de tampao BR e
55% de etanol

De acordo com os resultados obtidos (Figura 17), verificamos o desvio da linearidade
. - - -1 . . - .
a partir da concentragio 9,611x10” molL", pois a partir desta concentragio verificamos
diminuicdo na corrente causando desvio de proporcionalidade entre corrente e concentragao.

O decréscimo ocorre devido a saturacdo da superficie do eletrodo. Para intervalo de
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concentracdo acima do intervalo de linearidade, havera a necessidade de diluicdo até sua

adequagdo a faixa de linearidade do método proposto.

4.4.2 Faixa de trabalho

Tabela 6. Valores de corrente e concentracdo de eugenol obtidos experimentalmente

Leitura I, (A) [eugenol] (molL™)

1 0 0

2 2,62x10 8,89x107
3 5,26x10™ 1,76 x10®
4 7,30x10™% 2,62 x10%
5 9,68x107% 3,45 x10%
6 1,34x10% 427 x10°%
7 1,42x10°% 5,08 x10%
8 1,64x107% 5,87 x10%
9 1,93x10% 6,65 x10™*
10 2,27x10% 7,41 x10%
11 2,33x10°% 8,16 x10°%

Para determinagdo da faixa de trabalho, usamos 11 pontos da curva analitica (Tabela

6), obedecendo ao limite de linearidade (Figura 18).

2,5

2,0+

-
a
1

| x10° (A)
I

P

o
3
1

0,0

T T T T T T T T T
0 2 4 6 8

[Eugenol] x10° molL™

Figura 18. Variag@o da corrente ( I, ), com o aumento da concentragdo de eugenol, para determinagdo da faixa de
trabalho, usando potencial de oxidagdo em +524mV, tempo de deposi¢do de 100s, amplitude de pulso de
100mV, pH 3,3, velocidade de varredura 40mVs™ em solucdo hidro-alcoolica contendo mistura de tampao BR e
55% de etanol
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A melhor correlacdo foi obtida restringindo-se a faixa superior de trabalho (FST) a
concentragdo de 8,16x10° molL™ (Figura 18). Os pontos desta curva fornecem o coeficiente
de correlacao igual a 0,9972, considerado linear no intervalo proposto. A faixa de trabalho a
ser considerada deverd esta compreendida no intervalo entre o limite de quantificacdo do

método e a faixa superior de trabalho.

4.4.3 Seletividade

A determinagao da seletividade foi efetuada usando as medidas de correntes obtidas a
partir de solucdes contendo padrao de eugenol puro (Tabela 7), e amostras de 6leo essencial
com adicdo do padriao (Tabela 8). As andlises foram realizadas em replicatas, para
determinagdo do desvio padrdo, obedecendo as mesmas condi¢des experimentais, €
comparando-se os resultados de variancias usando o teste F, que corresponde a divisdo das
variancias: 812 / Szz.

As condigdes analiticas consideradas no teste de seletividade foram: pH 3,3, amplitude

de pulso 100mV, tempo de deposicio de 100 segundos, velocidade de varredura 100mVs™ .

Tabela 7. Valores de corrente, desvio padréo e variancia, obtidos a partir da adigdo de 300uL da solucdo estoque
contendo padrio de eugenol, correspondente a concentragdo de 2,80 x 10”° molL ™.

Leitura I, x 10°(A) (desvio padrio) S, (varidncia) S,

1 9,655
7,884
7,868
7,944 0,6531 0,4265
7,821
8,257
8,421

N N bW

Tabela 8. Valores de corrente, desvio padréo e variancia, obtidos a partir da adigdo de 200uL da solucdo estoque
contendo dleo essencial de canela em 100 pL da solugdo estoque contendo padrdo de eugenol

Leitura I, x10°(A) (desvio padriao)S, (variancia)S,”
1 6,1785
2 7,6274
3 6,1495
4 6,5304 0,5014 0,2515
5 6,7707
6 6,7368
7 7,4346
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Com base nos valores das variancias calculados para (n=7) obteve-se o valor calculado
F77=0,4265/ 0,2515= 1,70 que ¢ menor do que 0 Fipelado = 4,28 (6 graus de liberdade para
95% de confianga). Conclui-se que para os paradmetros e condi¢des estabelecidas, o método
pode ser considerado seletivo, ou seja, detecta apenas o potencial do pico de oxidagdao da
substancia eugenol no intervalo proposto. A adi¢do de 6leo essencial de canela ao padrao de
eugenol ndo provoca mudangas no comportamento dos voltamogramas e mantém o potencial
de oxidagdo constante na regido de +524 mV, o efeito matriz ndo ¢ observado. A
determinagdo quantitativa devera ser realizada a partir de curva analitica ao invés de adigao

padrao.

4.4.4 Teste de recuperagdo

Neste trabalho, o teste de recuperacao foi realizado a partir da leitura de corrente em
trés concentracdes diferentes e em trés etapas. Na primeira etapa foi efetuada a leitura da
solugdo contendo padrdo de eugenol (PE), na segunda etapa foi efetuada a leitura da solugdo
contendo o O6leo essencial de canela (OC), na terceira etapa foi efetuada a leitura
correspondente a mistura das solucdes estoques padrdo de eugenol 6leo essencial de canela
(Tabela 9).

A diferenca entre as leituras da mistura de solugdes estoques, e leitura da solugdo
estoque de oleo essencial, devera ser igual ao valor da leitura da solucdo estoque contendo o
padrao de eugenol.

O resultado ideal ¢ de uma recuperacao de 100 %, mas evidentemente o valor obtido
aceitavel estard ao redor de 100 % dentro do erro experimental do método (INMETRO,
2003).

O teste de recuperacao foi efetuado usando pH 3,3, amplitude de pulso 100mV, tempo

de deposicio de 100 segundos, velocidade de varredura 40mVs™ .

Tabela 9. Valores de corrente de pico para calculo de recupera¢do do método

Padrio de eugenol (real) Oleo essencial de canela Recuperacao
(A) A) Yo
2,62x10™% 94,90
1,42x10 1,22x107 95,11
2,33x10" 95,05
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O resultado aponta uma recuperacdo de 95 %. O percentual de recuperagdo esta
associado provavelmente aos desvios da metodologia analitica, considerando perdas nas

transferéncias de volumes e limpeza dos eletrodos envolvidos na analise.

4.4.5 Limite de detecgao

O limite de detec¢ao do método (LDM) foi calculado levando em consideragao a
menor concentragdo aceitavel do analito, para um nivel de confianca de 95% e 5 replicatas
(Tabela 10).

Tabela 10. Valores de corrente e concentragdo para determinagdo do limite de detec¢do do método.

Leitura Corrente (A) [Eugenol] mol/L S; curva Inclinag¢io
1 2,71x10™% 9,21x10™°
2 2,73 x10™ 9,28x107°
~ -06
3 2,66 xlo_zz 9,03x10_06 3,08 x 107 074
4 2,72 x10 9,25x10
5 2,74 x10™% 9,32x107°
Média 2,71x10™ 9,22x10™

Usando a equagdo ( 7 ), temos:
tiabelado (4,4; 95%) = 2,776

Inclinagdo da Curva = 0,274

Desvio padrio da curva = 3,08 x 10™
LDM =2,776 x 3,08 x 10™/ 0,274
LDM = 3,12x10” molL"

Para a metodologia proposta, a menor concentracao do analito que se pode determinar
com um nivel de confianga de 95 % ¢ 3,12x107 mol.L". Abaixo desta concentracdo a deteccdo
estard comprometida, devendo ser tomados outros pardmetros e condi¢des adequadas a nova

faixa de trabalho.

4.4.6 Limite de Quantificagdo

Para determinacdo do LQM do presente método, que apresentou o desvio padrdao da
curva de 3,08 x 10 ¢ inclinagio da curva analitica 0,274 (Tabela 10), utilizou-se a equagao
(08)

LQM =10x 3,08 x 10%/ 0,274
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A menor concentracdo do analito que se pode quantificar usando a metodologia

proposta ¢ 1,12x10°mol.L™.

0,204
—— 8,89 x 10°molL"
| ——1,50 x 10°molL™ "LQM"
_ —— Branco
<
o 0,107
o
X 7] /
0,05
0,0 T T

T T T T T T T T T T T T T T
300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
E, (mV) vs Ag/AgCI

Figura 19. Voltamograma de Pulso Diferencial do LQM em comparagdo com a menor concentragdo usada na
curva analitica, obtido usando potencial de oxidagdo em +524mV, tempo de deposi¢do de 100s, amplitude de
pulso de 100mV, pH 3,3, velocidade de varredura 40mVs™ em solugdo hidro-alcoolica contendo mistura de
tampao BR e 55% de etanol

Uma amostra de concentragdo proxima ao limite de quantificagdo do método foi
analisada, levando em consideracdo as condi¢des otimizadas (Figura 19). A corrente de pico
observada foi de 5,64 x 1077 A, revelando uma concentracao de 1,44 x 10 molL! a partir da
curva analitica. O erro associado a leitura do LQM foi de 0,4%, considerado estatisticamente
valido.

Outras concentracdes abaixo do LQM poderao ser quantificadas, mas deverdo seguir

outros parametros e condigdes otimizadas para uma nova faixa de concentracao.

4.4.7 Calculo de Precisao

A precisdo da metodologia analitica foi obtida usando os célculos de repetitividade e
reprodutibilidade. As condi¢des de andlise foram fixadas em: pH 3,3, amplitude de pulso

100mV, tempo de deposicio de 100 segundos, velocidade de varredura 100mVs™ .
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4.4.7.1 Determinagdo da Repetitividade

A repetitividade pode ser expressa quantitativamente em termos da caracteristica da
dispersdao dos resultados e pode ser determinado por meio da analise de padrdes, material de
referéncia ou adi¢do a branco em vérias concentragdes na faixa de trabalho. Sugere-se 7 (sete)
ou mais repeticdes para o calculo do desvio padrdo para cada concentragao, chamado desvio
padrao de repetitividade (INMETRO, 2003).

A repetitividade foi determinada, utilizando o mesmo procedimento de medigdo,
mesmo observador, mesmas condi¢des e repeticdes em curto espaco de tempo (Tabela 11).

Para o calculo de repetitividade foi considerada uma amostra de concentragdo
desconhecida de eugenol, a corrente foi determinada experimentalmente, € a concentragcdo de

eugenol foi obtida usando a curva analitica.

Tabela 11. Valores de corrente e concentragdo e desvio padrdo para determinagdo da repetitividade do método

Leitura Corrente (A) [Eugenol] mol/L Repetitividade (S,)
1 1,23x10™% 3,88x10"°
2 1,22x107% 3,84 x107%
3 1,25x10 3,95 x10
-06 -06
4 1,19xlo_06 3,73 xlo_06 71810
5 1,24x10 3,91 x10
6 1,22x107% 3,84 x107%
7 1,24x107 3,91 x10
Média 1,23x107° 3,87x107%

Uma ferramenta usada para avaliar a repetitividade do método, foi o desvio padrao
relativo (D.P.R.) que quando expresso em percentagem ¢ denominado de coeficiente de

variacao (C.V.).

S
D.P.R =—2 (Equagdo 11),
X

7,18x107°

3,87x10° =1,86x10", expressando em forma
87x

substituindo os valores, temos: D.P.R. =

percentual, temos:

S,x100

CV=

=1,86% (Equagéo 12)
X
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O intervalo de confianga ¢ uma expressao condicionante de que a média real ( p ),
provavelmente tem uma posicdo dentro de certa distdncia da média medida. Este foi calculado

levando em consideragdo um nivel de confianga de 95 %.

U= )_cii =3,87x107° +

T

2,447x7,18x107*

V7

=3,87x107° £6,64x10 " mol / L

(Equacao 13)

O coeficiente de variagdo obtido e o intervalo de confiangca foram considerados

insignificantes frente a metodologia utilizada e as varias etapas do processo.

4.4.7.2 Determinagdo da Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do método foi testada usando uma amostra de concentragdo
desconhecida de eugenol, analisada em sete dias consecutivos. Usamos o z-score como
ferramenta de avaliagdo da reprodutibilidade do método. A corrente foi obtida
experimentalmente, e a curva analitica foi usada para determina¢do da concentragdo da

espécie.

Tabela 12. Valores de corrente e concentragdo para determinacdo da reprodutibilidade do método

Leitura Corrente (A) [Eugenol] mol/L. Reprodutibilidade (S,)
1° Dia 1,25x10™ 3,95 x10™
2° Dia 1,32 x10™ 4,20 x10™
3° Dia 1,48 x10™ 4,79 x10™
4° Dia 1,21 x10™ 3,80 x10™ 4,0x10°"7
5° Dia 1,42 x10 4,57 x10°
6° Dia 1,30 x10™ 4,13 x10™
7° Dia 1,48 x10™ 4,79 x10™

A estatistica robusta foi usada para o tratamento dos dados experimentais. O objetivo ¢

medir o desvio em relagdo ao valor atribuido de maneira a permitir comparagdo com critérios
de desempanho. O indice z foi analisado a partir do grafico de reprodutibilidade (Figura 20),

construido usando os resultados de concentracdo obtidos nos sete dias de analise ( Tabela 12).
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Reprodutibilidade (z-score)
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Figura 20. Grafico do z-score para verifica¢do da reprodutibilidade do método

Observando os resultados obtidos experimentalmente, verificamos que os valores de z,
apresentaram valores satisfatorios, dentro do intervalo de controle (z < 2), o grafico foi obtido
a partir do tratamento dos dados em planilha, usando Microsoft Excel 2007.

De acordo com a orientagdo sobre validagao de método de ensaios do INMETRO, ¢
competéncia do observador, a andlise critica e aceitacdo ou ndo dos resultados referentes a

precisdo e exatidao obtidos experimentalmente.

4.4.8 EXATIDAO

Grau de concordancia entre os resultados das medi¢des de um mensurado, efetuadas
sob condig¢des variadas de medigao.

Segundo orientagdes do INMETRO, a validagdo de um procedimento analitica ndo
normalizada esta associada as figuras de méritos e comparagdo do método com metodologia
normalizada, ou usando de material de referencia para comparagdo dos resultados
experimentais. Como ndo existem métodos normalizados para determinagdo de eugenol em
Oleos essenciais, optamos por fazer uso de material de referencia para avaliacdo da
metodologia proposta.

O calculo de exatidao foi possivel a partir da leitura de uma solugdo contendo o padrao

de referéncia de concentragdo 2,42 x 10° molL™".
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A exatidao foi expressa em forma do erro, calculado a partir da equacao (9):

ER — XLab _[eugenOI]real XIOO
[eugenol]

real

Tabela 13. Concentragdo de eugenol obtidos experimentalmente, para determinagao da exatidao
Leitura [Eugenol] molL™’ S Erro

1 2,39x10°
2,44x107%

2
3 2,36x10° 2,95x10-8 0,83%
4 2,39x10%

5

2,41x107%

Média 2,40x10™°

4.4.9 Determinacao de eugenol em outras matrizes

A metodologia otimizada para determinagdo de eugenol em 6leo essencial de canela, foi
aplicada em outras matrizes de interesse cientifico. As matrizes testadas foram orégano

(Origanum) e pimenta didica (Pimenta dioica L.).

4.4.10.1 Determinacao de eugenol em 6leo essencial de orégano

Os oleos essenciais de orégano foram extraidos usando os mesmos procedimentos ja
descritos anteriormente. O voltamograma do 6leo essencial de orégano (Figura 21) apresentou
dois processos sobrepostos, necessitando de estudos aprofundados para identificagdo das
reacoes que se processam. Esse 6leo essencial foi escolhido propositalmente para testar a
interferéncia dos demais constituintes com potencial de oxidacdo na regido proéxima ao
eugenol. Foi feito acréscimo de volumes conhecidos de eugenol ao sistema sendo observado
aumento apenas no pico de oxida¢do do eugenol, ou seja, os demais constituintes nao
causaram interferéncia no sinal analitico para a determinacdo de eugenol no 6leo essencial de
orégano. A quantificagdo foi realizada, levando em consideragdo o potencial de oxidacdo do

eugenol em +524mV.

CAVALCANTE, Glene Henrique Rodrigues



RESULTADOS E DISCUSSAO 68

5,00E-06 -
4,70E-06 -
4,40E-06
4,10E-06
3,80E-06 -
%&wamf
3,20E-06 -
2,90E-06
2,60E-06 -
2,30E-06
200E-06 I+

0 00 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 100 100
Ep (mV) vs Ag/AgCI

E, = +524mV

Figura 21. Voltamograma de pulso diferencial do orégano, obtido usando potencial de oxidagdo em +524mV,
tempo de deposi¢io de 100s, amplitude de pulso de 100mV, pH 3,3, velocidade de varredura 100mVs™ em
solugdo hidro-alcoolica contendo mistura de tampdo BR e 55% de etanol

A corrente obtida foi de 4,12x10° A, o que corresponde a uma concentracdo de
1,43x10” mol/L, efetuando-se os calculos referentes a diluicdo, concluindo-se que o Oleo

essencial de orégano possui 20,2% de eugenol em sua composi¢ao.

4.4.10.2 Determinacao de eugenol em 6leo essencial das folhas de Pimenta dioica L

O ¢leo essencial usado neste trabalho foi extraido e analizado por Mouchrek (2000),
usando dentre outras, a técnica de espectrometria na regido do ultravioleta (Figura 21).

A determinacdo quantitativa do eugenol por espectrofotometria de UV foi
acompanhada pelo aumento da absor¢do da banda do grupo aromatico (Amax = 280 nm), em
funcdo do aumento da concentragdo de eugenol no Oleo. A curva de adicdo padrio ¢é
caracterizada pelo coeficiente de correlagdo (r = 0,9995) e desvio padrio de 0,021

(MOUCHREK, 2000).
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a) mistura etanol/agua a 60 %. b) 6leo essencial e C) padrdo de eugenol

(MOUCHREK, 2000).
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Figura 23. (A) Curva de adigdo padrdo de solucdo contendo 20 pL de solugdo estoque preparada com 100 pL de
amostra de 6leo essencial, em 10 mL de mistura etanol/agua a 60 %. (B) Espectros de absor¢do da amostra e das
concentragdes de padrio de eugenol: (1) amostra; (2) 1,28 x 10 ; (3) 2,56 x 107 (4) 3,85 x 10™* ¢ (5) 5,12 x

10 mol L' (MOUCHREK, 2000).
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A partir da curva de adicdo padrao (Figura 23), Mouchrek (2000) concluiu que a
amostra de 6leo essencial das folhas de Pimenta dioica L, continha um percentual de 81,60%
de eugenol em sua composigao.

No presente trabalho, aplicou-se a técnica eletroanalitica otimizada na mesma amostra
usada pelo autor (Mouchrek 2000), e os resultados mostraram que o voltamograma apresentou

o mesmo comportamento do padrao de eugenol, assim como o 6leo essencial de canela.

1,63

1,40

1,16

0,94

0,71

1,x 107 (A)

0,47

0,24

0,00

T T T T T T T T T T T T T T T T
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E, (mV) vs Ag/AgCl

Figura 24. Voltamograma de pulso diferencial do 6leo essencial da Pimenta didica L, obtido usando potencial de
oxidagdo em +524mV, tempo de deposi¢do de 100s, amplitude de pulso de 100mV, pH 3,3, velocidade de
varredura 100mVs™ em solugdo hidro-alcoolica contendo mistura de tampdo BR e 55% de etanol

A corrente de pico determinada foi de 1,51x10™ A, que corresponde a concentragio de
5,4 x10°mol.L", representando o percentual de 78,31 % de eugenol em sua composicio.
A literatura aponta percentuais de eugenol em torno de 77,9%, no 6leo essencial de

Pimenta dioica L (Pierucci, 2005) .

Tabela 14 Comparacao de resultados entre as diferentes técnica analiticas

Técnica % eugenol
UV (Mouchrek 2000) 81,60 %
Voltametria de Redissolucao 78,31 %
CG-MS (Pierucci, 2005) 77,9 %
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Comparando os valores obtidos (tabela 14), observamos uma ligeira concordancia entre
os valores, a diferenga entre os resultados pode ser explicada pelo fato das técnicas

eletroanalitica e cromatografica serem mais seletivas que a técnica de UV.
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Ainda que o método empregado neste trabalho ndo seja uma inovagdo na determinacdo
de eugenol em o6leos essenciais, alguns dos parametros avaliados foram melhorados quando
comparados com a literatura, tais como o LD e LQ

Embora nao tenha sido possivel comprovar por completo o mecanismo eletroquimico
envolvido, foram obtidos resultados importantes no sentido de esclarecer o comportamento do
eugenol no eletrodo de carbono vitreo, tanto da etapa de deposi¢ao, como redissolucio, sendo
o pH de fundamental importancia neste processo

Nos ensaios eletro-analiticos, o potencial de oxidacdo de (+524 mV) pode ser
considerado seletivo para determinacdo de eugenol em o6leos essenciais, por voltametria
ciclica e pulso diferencial, uma vez que ndo sofreu alteragdes no decorrer dos estudos;

Apesar de apresentar resultados satisfatorios, a validagao da metodologia analitica € um
procedimento aceitavel (validagdo interna), entretanto este pode ser mais amplo desde que se
faca um interlaboratorial;

Os limites de detec¢do do método (LDM) e limites de quantificagdo do método (LQM)
foram determinados levando em consideragdao a matriz de interesse, podendo ser alterados de
acordo com o nivel de confianga a ser aplicado. A técnica apresentou boa sensibilidade
analitica, com aplicagio no intervalo compreendido entre 0 LQM = 1,12 x 10° molL™ e o
limite superior da faixa de trabalho (LST = 8,16 x 107 molL™!);

O procedimento analitico apresentou resultados satisfatorios quando aplicados para
determinagdo de eugenol em Oleos essenciais de outras espécies vegetais, testadas na presenca
de provéaveis interferentes € em comparagdo com outra técnica analitica;.

O presente estudo demonstrou a potencialidade da utilizagdo das técnicas eletro
analiticas apresentando respostas precisa e exata para a andlise do eugenol em oOleos

essenciais, com voltamogramas bem definidos e boa sensibilidade analitica.
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SUGESTOES PARA NOVOS TRABALHOS

Uso da metodologia proposta para determinacdo de outros compostos fenolicos de
origem vegetal;

Determinacdo Voltamétrica de eugenol em amostras de farmacos comerciais, visando
controle de qualidade;

Aplicagao da metodologia na determinagdo de eugenol na urina de Odont6logos ou
pessoas submetidas a contato prolongado em consultérios dentarios;

Otimizagdo do procedimento usando eletrodo quimicamente modificado, para
verificacdo de desempenho na determinacao de eugenol;

Estudo da cinética de reacdo ¢ determinagdo do mecanismo de eletro-6xidacao do
eugenol contido em Oleos vegetais;

Avaliacdo do comportamento eletro analitico do eugenol frente a outros tipos de
eletrolitos com variagdo no pH do meio;

Promover a otimizacao do procedimento usando planejamento fatorial para melhorias

do desempenho do método;



et
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SUGESTOES PARA NOVOS TRABALHOS

Uso da metodologia proposta para determinacdo de outros compostos fenolicos de
origem vegetal;

Determinacdo Voltamétrica de eugenol em amostras de farmacos comerciais, visando
controle de qualidade;

Aplicagao da metodologia na determinagdo de eugenol na urina de Odont6logos ou
pessoas submetidas a contato prolongado em consultérios dentarios;

Otimizagdo do procedimento usando eletrodo quimicamente modificado, para
verificacdo de desempenho na determinacao de eugenol;

Estudo da cinética de reacdo ¢ determinagdo do mecanismo de eletro-6xidacao do
eugenol contido em Oleos vegetais;

Avaliacdo do comportamento eletro analitico do eugenol frente a outros tipos de
eletrolitos com variagdo no pH do meio;

Promover a otimizacao do procedimento usando planejamento fatorial para melhorias

do desempenho do método;
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