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Resumo 

 

DESENVOLVIMENTO E APLICAÇÃO DE ELETRODOS COMPÓSITOS QUIMICAMENTE 

MODIFICADOS COM HIDRÓXIDOS E FOSFATOS DE CÁTIONS METÁLICOS PARA 

DETERMINAÇÃO VOLTAMÉTRICA DE ANALITOS DE INTERESSE ALIMENTÍCIO E 

FARMACÊUTICO. No presente trabalho descreve-se a construção e avaliação de três 

eletrodos compósitos de carbono modificados (ECCMs): ECCM-Cu3(PO4)2, ECCM-

Ni(OH)2 e ECCM-resina-Cu(II). Esses eletrodos foram aplicados na determinação de 

antioxidantes em amostras de alimentos como chás, maioneses e margarinas e, em 

formulações farmacêuticas, utilizando técnicas de voltametria cíclica, de onda 

quadrada e linear. Para tanto foram estudados alguns parâmetros como: o eletrólito 

suporte a ser utilizado em cada determinação, concentração do eletrólito suporte, 

pH, solubilidade das amostras, além dos parâmetros instrumentais para a técnica de: 

voltametria cíclica usada para obtenção de informações sobre a reversibilidade dos 

sistemas e transferência de massa; parâmetros de onda quadrada (freqüência de 

onda quadrada, amplitude de onda quadrada e incremento de varredura), e de 

voltametria linear (velocidade de varredura) usadas para a quantificação dos analitos 

estudados. O primeiro eletrodo estudado foi o ECCM com Cu3(PO4)2, onde a 

composição percentual deste eletrodo foi 40% (m/m) de pó de grafite, 40% (m/m) do 

modificador químico Cu3(PO4)2 e 20% (m/m) de parafina sólida. Este eletrodo foi 

aplicado na determinação de antioxidantes naturais catequina (CAT), quercetina 

(QCT) e rutina (Rut) e, as melhores condições de trabalho obtidas foram: eletrólito 

suporte; tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH condicional 6,8) contendo 5, 20 e 10% de 

etanol (v/v) para CAT, QCT e Rut, respectivamente. Ademais, este eletrodo também 

foi aplicado na determinação dos antioxidantes artificiais BHA e BHT estudados nas 

seguintes condições: eletrólito suporte; KNO3 0,1 mol L-1/ 10% etanol (v/v) (pH 6,7) 

para ambos. Também foi possível determinar simultaneamente BHA e BHT 

utilizando o ECCM-Cu3(PO4)2 com bom desempenho analítico. As curvas analíticas 

obtidas para todas as determinações apresentaram uma boa linearidade, em torno 

de duas décadas e, limites de detecção da ordem de 10-7 mol L-1 para Rut e 10-8 

para os demais analitos. O segundo eletrodo proposto foi o ECCM modificado com 
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Ni(OH)2, para a determinação de antioxidantes naturais e artificiais já mencionados. 

As condições de trabalho para determinação de CAT, QCT e Rut foram: tampão 

fosfato 0,05 mol L-1 (pH condicional 6,9) contendo 5, 20 e 10% de etanol (v/v) para 

CAT, QCT e Rut, respectivamente. Para a determinação de BHA e BHT, as 

condições foram: eletrólito suporte: KNO3 0,1 mol L-1/ 10% etanol (v/v) (pH 6,7) para 

ambos. As curvas analíticas obtidas para todas as determinações de antioxidantes 

usando o ECCM-Ni(OH)2 apresentaram uma boa linearidade com intervalo de 

concentração em torno de duas décadas e limite de detecção da ordem de 10-7 mol 

L-1 para QCT, Rut e BHA e 10-8 mol L-1 para CAT e BHT.  Os resultados obtidos 

empregando-se os métodos propostos foram comparados com os resultados obtidos 

por HPLC sendo que todos os erros relativos foram menores que 5% para todas as 

determinações usando o ECCM-Cu3(PO4)2 e ECCM-Ni(OH)2. Também foi aplicado o 

teste t pareado para os resultados obtidos para cada analito estudado, sendo que 

nenhum obteve texperimental maior que o ttabelado, não havendo assim diferença 

significativa entre os resultados obtidos pelos dois métodos a um nível de confiança 

de 95%. Finalmente, utilizou-se uma resina de troca catiônica carregada com íons 

Cu2+ na modificação de um eletrodo, sendo este aplicado na determinação 

voltamétrica de rutina. A curva analítica foi linear no intervalo de concentração de 

Rut entre 9,90 × 10−7 e 8,07 × 10−6 mol L−1, com limite de detecção de 2,65 × 10−7 

mol L−1. Neste trabalho destaca-se o aumento na seletividade desses eletrodos para 

determinação de antioxidantes em amostras de alimentos e fármacos, fato este 

observado pela diminuição dos potenciais de trabalho obtidos com os ECCMs para 

cada analito estudado em comparação aos potenciais de trabalho obtido para os 

mesmos analitos usando um ECC não modificado. 
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ABSTRACT  

 

DEVELOPMENT AND APPLICATION OF CARBON COMPOSITE ELECTRODE 

MODIFIED WITH HYDROXIDE AND PHOSPHATE OF METALLIC CATIONS FOR 

VOLTAMMETRIC DETERMINATION OF ANTIOXIDANTS IN FOOD AND 

PHARMACEUTICAL FORMULATIONS. The construction and evaluation of three 

modified carbon composite electrode (MCCE): MCCE-Cu3(PO4)2, MCCE -Ni(OH)2 

and MCCE-resin-Cu(II) are described. These electrodes were applied for the 

determination of antioxidants in some food samples as teas, mayonnaise and 

margarine and in pharmaceutical formulations using: cyclic voltammetry (CV), linear 

sweep voltammetry (LSV) and square wave voltammetry (SWV). Several parameters 

were investigated such as: carbon composite composition, supporting electrolyte 

used in each determination, concentration of electrolyte, pH, solubility of the samples, 

besides the instrumental parameters for the technique used: cyclic voltammetry to 

get information about reversibility of the systems and mass transference (scan rate), 

parameters of square wave voltammetry (square wave frequency, square wave 

amplitude and sweep increment), and linear voltammetry (scan rate), both used for 

quantification of the antioxidants studied. The first electrode developed was MCCE 

with Cu3(PO4)2 immobilized in a polyester resin. The best voltammetric response was 

observed in a composite composition of 40% (m/m) of Cu3(PO4)2,  40% (m/m) of 

graphite powder and 20% (m/m) of paraffin solid; 0.10 mol L-1 phosphate buffer 

(conditional pH 6.8) as the supporting electrolyte containing 5, 20 and 10% of ethanol 

(v/v) for determination of natural antioxidants: catechin (CAT), quercetin (QCT) and 

rutin (Rut) respectively. This electrode was also applied in the determination of 

artificial antioxidants BHA and BHT in the following conditions: 0.10 mol L-1KNO3 (pH 

6.7) containing 10% of ethanol (v/v) as the supporting electrolyte, with good analytical 

performance. The analytical curves obtained for all the determinations showed a 

good linear response in the concentration range around two decades and detention 

limits of magnitude 10-7 mol L-1 for Rut and 10-8 for the other antioxidants. The 

second electrode proposed was MCCE with Ni(OH)2 immobilized in a polyester resin 

for determination of natural and artificial antioxidants already mentioned. The best 

voltammetric response was observed in a composite composition of 20% (m/m) of 

Ni(OH)2, 60% (m/m) of graphite powder and 20% (m/m) of paraffin solid; 0.05 mol L-1 

phosphate buffer (conditional pH 6.9) as the supporting electrolyte containing 5, 20 
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and 10% of ethanol (v/v) for determination of CAT, QCT and Rut respectively. For the 

determination of BHA and BHT, the conditions were: 0.10 mol L-1 KNO3 (pH 6.7) 

containing 10% of ethanol (v/v) as the supporting electrolyte for both. The analytical 

curves obtained for all the determination of antioxidants showed a good linear 

response in the concentration range around two decades and detention limits of 

magnitude 10-7 mol L-1 for QCT, Rut and BHA and 10-8 for CAT and BHT. The results 

obtained by proposed methods were compared with the results obtained by HPLC 

and the relative errors were less than 5% for all the determination using MCCE-

Cu3(PO4)2 and MCCE-Ni(OH)2. Student’s t-test was applied for the results obtained 

for each antioxidants investigated.  The results showed good accuracy of the 

methods. According to the t-test, the texperiment  was less than tlabel, thus there are not 

significant differences between the results obtained by either procedure at 95% 

confidence level. Finally, a cationic exchange resin modified with Cu2+ ions was used 

as modifier material in a CCEM, which was applied in the voltammetric determination 

of rutin. The analytical curve was linear in the rutin concentration range 9.90 x10−7 

and 8.07 x 10−6 mol L−1, with a detection limit of 2.65 x 10-7 mol L-1. In this work was 

pointed out the increase in the selectivity of proposed electrodes for antioxidant 

determination in food samples and pharmaceutical formulations, due to the decrease 

of work potentials observed to proposed CCEMs for each antioxidant investigated in 

comparison to the ones obtained for the same antioxidant using a not modified CCE. 
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CAPÍTULO 1 – INTRODUÇÃO 

 

1. INTRODUÇÃO  

 

A oxidação é um processo inerente ao organismo animal e extremamente 

importante no seu metabolismo; contudo, ao mesmo tempo em que o oxigênio é 

essencial, sua presença pode ser perigosa devido à possibilidade de ocorrência de 

reações de oxidação, um processo de difícil controle, que pode causar a destruição 

de componentes importantes dos alimentos, como ácidos graxos essenciais, 

vitaminas lipossolúveis e pigmentos, além de danos às estruturas celulares e 

tecidos1. 

Os aditivos alimentares têm sido usados por séculos para melhorar o 

sabor de alimentos como, por exemplo, sal em carnes, açúcar em frutas entre outros 

que geralmente são encontrado no cotidiano. Entretanto, com o advento da vida 

moderna, mais aditivos têm sido empregados, a cada ano. A existência de vários 

produtos modernos, tais como: os de baixo valor calórico, fast-food, salgadinhos 

embalados (snaks), não seriam possíveis sem os aditivos atuais. Estes são usados 

para preservar os alimentos, melhorar o seu aspecto visual, seu sabor e odor, e 

estabilizar sua composição. Além disso, são empregados para aumentar o valor 

nutricional e evitar a sua decomposição ou oxidação com o passar do tempo. O 

número de aditivos atualmente empregados cresce a cada dia, mas todos eles 

sofrem uma regulamentação federal no seu uso, alguns são permitidos somente em 

certas quantidades, enquanto que outros foram proibidos para consumo humano e 

de animais.  

Com a finalidade de inibir ou retardar a oxidação lipídica de óleos, 

gorduras e alimentos gordurosos, são empregados na indústria de alimentos, 

compostos químicos conhecidos como antioxidantes.  

 

1.1. Antioxidantes 

 

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), antioxidantes são 

substâncias que podem retardar ou inibir a oxidação de lipídios e/ou outras 

moléculas, evitando o início ou propagação das reações em cadeia de oxidação.2 

Pode-se definir antioxidante, de modo mais amplo, como substâncias que em 
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pequenas concentrações (0,01% ou menos), na presença de substratos oxidáveis, 

retardam ou previnem significativamente a oxidação dos mesmos3,4. Todavia, do 

ponto de vista químico, os antioxidantes são compostos aromáticos que contem pelo 

menos uma hidroxila.  

De acordo com seu mecanismo de ação, os antioxidantes podem ser 

classificados como terminadores de radicais livres (reagem com radicais livres 

interrompendo a propagação de reações); como varredores de oxigênio (desativam 

o oxigênio singleto que pode iniciar uma nova cadeia de propagação de radicais 

livres); ou como quelantes de íons metálicos capazes de catalisar a peroxidação 

lipídica.5 

Os antioxidantes têm chamado atenção de pesquisadores na área 

nutricional e médica, devido ao seu potencial efeito na prevenção de doenças 

crônicas e degenerativas.6 Dentre eles, os flavonóides constituem uma grande e 

importante classe de compostos com atividade biológicas como atividades 

antioxidante, antimalarial, anticarcinogênica, citotóxica, mutagênica e antimicrobial, 

as quais são atribuídas a sua capacidade redutora.7 

 

1.1.1 Antioxidantes em alimentos  

 

O emprego de agentes antioxidantes visando o aumento do prazo de 

validade de produtos alimentícios é uma constante na área da tecnologia de 

alimentos. A Resolução n° 04 de 24/11/88 relaciona um total de 13 aditivos 

permitidos classificados como antioxidantes, possíveis de serem adicionados em 

aproximadamente 40 a 50 alimentos.8 

A adição de antioxidantes em alimentos é um método simples de 

assegurar a estabilidade oxidativa dos produtos alimentícios,8 como por exemplo 

inibir ou retardar a oxidação lipídica de óleos, gorduras e alimentos gordurosos.9  

Os lipídios são constituídos por uma mistura de tri, di e monoacilgliceróis, 

ácidos graxos livres, glicolipídios, fosfolipídios, esteróis e outras substâncias. A 

maior parte destes constituintes é oxidável em diferentes graus, sendo que os ácidos 

graxos insaturados são as estruturas mais susceptíveis ao processo oxidativo. A 

oxidação lipídica é responsável pelo desenvolvimento de sabores e odores 

desagradáveis tornando os alimentos impróprios para consumo, além de também 

provocar outras alterações que irão afetar não só a qualidade nutricional, devido à 
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degradação de vitaminas lipossolúveis e de ácidos graxos essenciais, mas também 

a integridade e segurança dos alimentos, através da formação de compostos 

poliméricos potencialmente tóxicos.10-12 

 

1.1.2. Histórico  

 

O uso de antioxidantes na indústria de alimentos e seus mecanismos 

funcionais têm sido amplamente estudados. O retardamento das reações oxidativas 

por certos compostos foi primeiramente registrado por BERTHOLLET, em 1797, e 

depois esclarecido por DAVY, em 181713. 

O curso da rancificação de gorduras permaneceu desconhecido até 

DUCLAUX demonstrar que o oxigênio atmosférico era o maior agente causador de 

oxidação do ácido graxo livre. Vários anos mais tarde, TSUJIMOTO descobriu que a 

oxidação de triglicerídeos altamente insaturados poderia provocar odor de ranço em 

óleo de peixe13. 

WRIGHT, em 1852, observou que índios americanos do vale de Ohio 

preservavam gordura de urso usando casca de omeiro. Esse produto foi patenteado 

como antioxidante, 30 anos mais tarde13. 

O conhecimento atual das propriedades de vários produtos químicos para 

prevenir a oxidação de gorduras e alimentos gordurosos começou com estudos 

clássicos de MOUREU e DUFRAISE, durante a I guerra mundial, sendo investigada 

a atividade antioxidante de mais de 500 compostos. Esta pesquisa básica, 

combinada com a vasta importância da oxidação em praticamente todas as 

operações de manufatura, desencadeou uma busca por aditivos químicos para 

controlar a oxidação, que ainda hoje está em curso13. 

Das centenas de compostos que têm sido propostos para inibir a 

deterioração oxidativa das substâncias oxidáveis, somente alguns podem ser usados 

em produtos para consumo humano9.  

Na seleção de antioxidantes, são desejáveis as seguintes propriedades: 

eficácia em baixas concentrações (0,001 a 0,01%); ausência de efeitos indesejáveis 

na cor, odor, sabor e em outras características do alimento; compatibilidade com o 

alimento e fácil aplicação; estabilidade nas condições de processo e 

armazenamento do alimento e este antioxidante adicionado e seus produtos de 

oxidação não podem ser tóxicos, mesmo em doses muitos maiores das que 
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normalmente seriam ingeridas no alimento. Além disso, na escolha de um 

antioxidante devem-se considerar também outros fatores, incluindo legislação, custo 

e preferência do consumidor por antioxidantes naturais.9 

Atualmente a utilização de antioxidantes estende-se aos mais diferentes 

produtos como alimentos, cosméticos e fármacos. 

Em geral, existem duas categorias básicas de antioxidantes: os naturais e 

os sintéticos.14-19  

 

1.2. Antioxidantes naturais 

 

Os flavonóides são considerados agentes antioxidantes amplamente 

distribuídos em alimentos. A dieta média de flavonóides para humanos é estimada 

em 16 a 1000 mg/dia.20 Sob o ponto de vista nutricional, os flavonóides são 

reconhecidamente agentes antioxidantes capazes de inibir a oxidação de 

lipoproteínas de baixa densidade LDL, além disso, reduzirem significativamente a 

tendência a doenças trombóticas.21 

 

1.2.1. Catequina  

 

A catequina (CAT) pertence a classe dos antioxidantes naturais e está 

presente em uma variedade de alimentos como frutas, cereais, hortaliças, chocolate 

e bebidas como vinho tinto e chás,19, 22 sendo mais comum em chá verde e chá 

preto.23  

Freqüentemente, a catequina (FIGURA 1.1) é utilizada na prevenção da 

oxidação lipídica de óleos e gorduras em alimentos,24 como suplemento para 

alimentação animal e como agente antimicrobiano em alimentos funcionais.25  

Várias epidemiologias e estudos in vitro sugerem que a catequina possui 

efeitos benéficos à saúde humana agindo na prevenção de câncer,23 diminuição da 

fragilidade capilar,20 falência renal aguda, redução da incidência de isquemia 

miocardial e casos de mortalidade por isquemia.23 Entretanto, a predominância 

desses compostos em um dado alimento não necessariamente impõe um forte efeito 

antioxidante, podendo ocorrer alguns fenômenos como sinergismo, antagonismo 

etc.26 
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Diversos procedimentos são relatados na literatura para a determinação 

de catequina por métodos cromatográficos como HPLC com detecção na região do 

UV visível,27-29 espectrometria de massa,30 fluorescência31 e detecção 

eletroquímica22, 30-34 

JANEIRO & BRETT34 investigaram a oxidação eletroquímica da (+)-

catequina utilizando as técnicas de voltametria cíclica (CV), voltametria de pulso 

diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV), onde o mecanismo de 

oxidação relatado para os grupos catecol e resorcinol é dependente do pH. 

                    

OOH

OH

OH

OH

OH

A C

B

 

                    FIGURA 1.1.  Estrutura molecular da catequina 

 

1.2.2. Quercetina  

 

A quercetina, 3, 3', 4', 5, 7-pentaidroxilflavona (QCT) é um flavonóide  de 

comum ocorrência em varias plantas26 e também pertence a classe dos 

antioxidantes naturais. É o flavonóide mais abundante na dieta humana,35 estando 

presente em chás, como o matte e camomila,23 em alimentos sólidos (frutas, cereais, 

grãos, condimentos e nozes) e líquidos (suco de uva, cerveja e vinho tinto).36 Devido 

à sua propriedade benéfica à saúde, as atividades químicas e biológicas desse 

flavonóide são amplamente estudadas.37 Assim como outros flavonóides, a 

quercetina impede a oxidação do colesterol ruim LDL. A ação antiinflamatória da 

quercetina é causada pela inibição de enzimas, tais como o lipoxigenase, e pela 

inibição de mediadores inflamatórios. Inibe também a liberação de histamina. 

Alguns estudos mostram que QCT (FIGURA 1.2) reduz o risco do câncer 

de próstata, ovário, mama e estomago. A quercetina parece também reduzir a 

produção do ácido úrico, melhorando os sintomas de gota, possui efeitos 

antiinflamatório e antialérgico. Todas estas atividades são causadas por sua ação 

antioxidante.35 
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 É de grande importância o estudo do potencial tóxico da quercetina 

porque em algumas condições ela possui atividade genotóxica.20 

Na literatura encontram-se alguns artigos sobre a determinação de 

quercetina por métodos eletroquímicos,38-44 porém o método mais usado para a 

determinação de quercetina são os métodos cromatográficos principalmente HPLC 

com detecção UV-Vis.27, 45-50 Contudo, BRETT e colaboradores41, 43 investigaram o 

comportamento eletroquímico da interação da quercetina com o DNA.  

NEMATOLLAHI et al. 49 descreveram a eletrooxidação da quercetina na ausência e 

presença de ácido benzosulfinico e ácido 4-toluenosulfinico como nucleófilos. 

OH

OH
O

OH

OH

OH

O  

                            FIGURA 1.2.  Estrutura molecular da quercetina 

 

1.2.3. Rutina 

 

A rutina (Rut), assim como a catequina e quercetina pertence à classe dos 

antioxidantes naturais e também é abundante na dieta humana.51 Rut é um tipo de 

flavonóide glicosídico, denominada como vitamina P52 (FIGURA 1.3) e, é 

amplamente encontrada em plantas, principalmente em Flos Sophorae e as folhas 

de outras espécies de plantas.53, 54 

A rutina tem sido usada clinicamente na medicina terapêutica,52, 55 sendo 

que há mais de 130 preparações registradas contendo este antioxidante a nível 

mundial.56 Alguns estudos mostram que a rutina tem uma ampla gama de atividades 

fisiológicas, a saber: antiinflamatórios,57 antitumorais e antibacteriana.58  

Nos últimos anos, BRETT e colaboradores estudaram a eletrooxidação da 

rutina59, quercetina42 e catequina34 utilizando várias técnicas voltamétricas, sendo 

observado que os grupos hidroxilas destes compostos podem ser oxidados em 

diferentes potencias dependentes do pH. Os mecanismos de oxidação são muito 

complicados devido à formação de múltiplos produtos.51, 55 
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VOLIKAKIS e EFSTATHIOU60 examinaram a possibilidade de determinar 

doze flavonóides utilizando voltametria de redissolução adsortiva em um sistema de 

injeção em fluxo (FIA). Neste estudo foi utilizado eletrodos de pasta de carbono à 

base de grafite-Nujol e grafite-difeniléter.  

O

OH
OH

O
CH3

OH

OH OH

O

OH

O

OOH

OH

OH

OH

 

                               FIGURA 1.3.  Estrutura molecular da rutina 

 

1.3. Antioxidantes sintéticos  

 

BHA e BHT são os antioxidantes sintéticos mais utilizados na indústria de 

alimentos. A estrutura fenólica destes compostos (FIGURA 1.4) permite a doação de 

um próton a um radical livre, regenerando, assim, a molécula do acilglicerol e 

interrompendo o mecanismo de oxidação por radicais livres. Dessa maneira, os 

derivados fenólicos transformam-se em radicais livres. Entretanto, estes radicais 

podem se estabilizar sem promover ou propagar reações de oxidação. 

BHT possui propriedades similares ao BHA, porém, enquanto o BHA é um 

sinergista para propilgalatos, o BHT não o é. BHA e BHT podem conferir odor em 

alimentos quando aplicados em altas temperaturas em condição de fritura, por longo 

período13. 

O BHA e o BHT são sinergistas entre si. O BHA age como sequestrante 

de radicais peróxidos, enquanto o BHT age como sinergista,61 e apresenta 

resultados efetivos em baixas concentrações, como em dosagens de 0,03% a 0,1% 

em óleos e gorduras e de 0,01% a 0,02% em óleos essenciais ou regenerador de 

radicais BHA9. 
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Sob o aspecto farmacológico uma das grandes vantagens associadas ao 

uso de BHA é que, além de evitar a oxidação dos medicamentos, esse aditivo 

também auxilia na estabilização da vitamina E e, aumenta a estabilidade da vitamina 

A e de seus derivados, trazendo benefícios para a saúde humana. 

 

OH

O CH3

C(CH3)3 C(CH3)3

CH3

OH

(CH3)3C

BHA BHT  

                     FIGURA 1.4.  Estruturas moleculares de BHA e BHT 

 

Estudos toxicológicos têm demonstrado a possibilidade destes 

antioxidantes apresentarem efeito carcinogênico em experimentos com animais.62 

Em outros estudos, o BHA mostrou induzir a hiperplasia gastrintestinal em roedores 

por um mecanismo desconhecido; em humanos, a relevância dessa observação não 

está clara. 63 

No Brasil, o uso destes antioxidantes é controlado pelo Ministério da 

Saúde que limita em 200 mg/kg para BHA e em 100 mg/kg para BHT como 

concentrações máximas permitidas.8 Tendo em vista os indícios de problemas que 

podem ser provocados pelo consumo de antioxidantes sintéticos, a partir do início da 

década de 80, o interesse em encontrar antioxidantes naturais para o emprego em 

produtos alimentícios ou para uso farmacêutico, tem aumentado consideravelmente, 

com o intuito de substituir os antioxidantes sintéticos, os quais tem sido restringidos 

devido ao seu potencial carcinogênico, bem como pela comprovação de diversos 

outros males como: aumento do peso do fígado e significativa proliferação do 

retículo endoplasmático.4, 9, 18, 19, 25 

Há diversos artigos sobre métodos de determinação de BHA e BHT em 

várias amostras de alimento, principalmente em óleos e gorduras, a saber: métodos 

cromatográficos como: HPLC com detecção no UV visível,64-67 cromatografia 

gasosa,68 HPLC-espectrometria de massas,69 HPLC com detecção amperométrica,70 
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análise por injeção em fluxo com detecção amperométrica71-74 e métodos 

voltamétricos75-77 usando microeletrodos.78, 79  

JAYASRI & NARAYANAN76 determinaram BHA em batatas 

industrializadas usando um eletrodo compósito de grafite-parafina quimicamente 

modificados com hexacianoferrato de prata. Neste estudo foi usado técnicas de 

voltametria cíclica e amperometria acoplada a um sistema em fluxo, em solução de 

nitrato de potássio 0,1 mol L-1, onde o limite de detecção foi de 3,7 x 10-6 mol L-1. O 

mecanismo proposto ocorre em duas etapas de oxidação. Primeiramente uma etapa 

eletroquímica referente à eletrooxidação do hexacianoferrato(II) a 

hexacianoferrato(III) e a segunda referente à oxidação química BHA à TBQ. 

Outro estudo interessante sobre a determinação de BHA e BHT presente 

na literatura foi desenvolvido por RAYMUNDO e colaboradores.75 Neste trabalho são 

utilizados métodos voltamétricos de onda quadrada (SWV), pulso diferencial (DPV) e 

voltametria cíclica (CV) para a determinação simultânea de três antioxidante BHA, 

BHT e TBHQ, utilizando dois eletrodos de trabalho, um eletrodo de carbono vítreo e 

um eletrodo de platina. Os resultados obtidos usando os dois eletrodos e técnicas 

voltamétricas diferentes foram comparados considerando-se a sensibilidade e o 

limite de detecção obtidos com cada eletrodo e técnicas diferentes.   
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1.4. Objetivos 

  

Este trabalho teve como objetivo a construção e avaliação de três 

eletrodos sendo estes: eletrodo compósito de carbono quimicamente modificado 

(ECCM) com fosfato de cobre; ECCM- hidróxido de níquel e ECCM-resina de troca 

iônica modificada com íons Cu2+ e posterior aplicação desses eletrodos na 

determinação e quantificação de antioxidantes em amostras de alimentos e 

formulações farmacêuticas empregando técnicas de voltametria cíclica, linear e de 

onda quadrada. 
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CAPÍTULO 2 – FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

 

2.1. Eletrodos quimicamente modificados 

 

A denominação eletrodos quimicamente modificados (EQMs) surgiu na 

década de 70,80 para definir eletrodos com espécies quimicamente ativas 

devidamente imobilizadas na superfície desses dispositivos. A imobilização destes 

modificadores na superfície do eletrodo permite controlar as propriedades físico-

químicas da interface eletrodo-solução para promover características desejáveis ao 

eletrodo, como por exemplo, melhorar a transferência eletrônica entre o eletrodo e o 

analito em solução,81 aumentar a seletividade das determinações pela diminuição do 

potencial de trabalho ou atuando como uma barreira entre a superfície do eletrodo e 

certas espécies químicas concomitantes. Ademais, a maioria destes eletrodos 

modificados apresentam um aumento da sensibilidade das determinações (aumento 

do coeficiente angular da curva analítica). 

O primeiro exemplo de uma modificação da superfície de um eletrodo foi o 

trabalho de LANE E HUBBARD.82 Estes pesquisadores adsorveram na superfície de 

eletrodos de platina várias olefinas funcionalizadas, explorando a propensão de 

grupos alceno quimisorverem-se sobre este metal. Um tópico deste artigo foi a 

verificação da capacidade do ácido 3-alil-salicílico coordenar ferro seletivamente, em 

função do potencial aplicado. Estes estudos mostraram a grande utilidade analítica 

dos EQMs, pois demonstraram a capacidade de um grupo imobilizado complexar um 

íon metálico, e também a possibilidade de se direcionar a coordenação através da 

escolha do potencial aplicado.  

Em 197583 foi publicado um trabalho descrevendo a construção de um 

eletrodo quiral para eletrossíntese de álcoois a partir da redução de cetonas. Também 

em 197580 foi publicado o clássico artigo de MURRAY e colaboradores descrevendo a 

modificação química da superfície de eletrodos de SnO2 via organosilanos. 

A partir desses trabalhos pioneiros, a preparação e utilização de EQMs têm 

se expandindo de forma bastante acentuada, como pode ser ratificado pelo 

expressivo número de artigos publicados sobre este tema nos últimos anos. Além da 

eletroanálise, que se destaca como uma das áreas mais ativas nesse campo, os 

EQMs têm sido utilizados em outras áreas como: química ambiental, controle de 

qualidade, análise clínica, indústria de alimentos, etc.  
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PEREIRA et al.84 estudaram a evolução dos eletrodos modificados e 

sintetizaram um quadro esquemático considerando a construção do eletrodo e os 

melhoramentos alcançados com o passar do tempo (esquema 2.1). 

Dois pontos importantes devem ser lembrados, o porquê de modificar 

eletrodos, ou seja, a busca da melhoria na cinética de transferência eletrônica, 

sensibilidade, seletividade entre outras, e como realizar a modificação do eletrodo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Esquema 2.1- Linhas gerais do desenvolvimento dos EQMs84  

 

 

 

Metas 

Imobilização de grupos funcionais, 
Cheek e Nelson, 1964 

Incorporação de catalisadores 
inorgânicos Jasinski, 1965 

Incorporação de catalisadores 
biológicos Updike e Hicks, 1967 

Utilização de filmes poliméricos  
(polipirrol) Diaz, 1970 

Eletrodos quimicamente modificados 
(EQMs) Murray e colaboradores, 1975 

Microeletrodos modificados  
Fleischmann, anos 80 

Matrizes inorgânicas (eletrodos de 
sílica modificada) Miller anos 80 

Uso de membranas biológicas   
Miller e Milazzo, 1981  

Incorporação de aditivos (PEI e BSA) 

Melhora da seletividade    
e sensibilidade 

Maior sensibilidade 

Melhora da seletividade  

Melhora da estabilidade         
e seletividade  

Definição da terminologia 

Aplicação in vivo 

Maior estabilidade 

Ação  

Melhora da estabilidade e 
tempo de vida 

Maior sensibilidade e 
seletividade 
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2.2.  Métodos de modificação da superfície do eletrodo 

  

Uma área de pesquisa ativa na eletroquímica é o desenvolvimento de 

eletrodos que são produzidos por meio de modificação química de vários substratos 

condutores. As modificações incluem a presença de substratos adsorvidos 

irreversivelmente com funcionalidades desejadas.85  

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

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

substrato deve apresentar características eletroquímicas apropriadas e também ser 

adequado para o método de imobilização selecionado. Entre os materiais 

convencionais podem ser citados o ouro, platina, carbono vítreo, mercúrio, na forma 

de filme, fibras de carbono e pasta de carbono.84  

 

2.2.1.  Adsorção  

 

A adsorção, ou mais apropriadamente quimisorção foi o processo pioneiro 

de modificação de eletrodos e é a mais simples maneira de fixar um modificador ao 

substrato. Este consiste na dissolução do agente modificador em um solvente 

apropriado e na exposição, em geral por imersão, do eletrodo a esta solução com 

posterior evaporação do solvente. Os substratos mais utilizados são o carbono vítreo, 

carbono pirolítico, pasta de carbono, compósitos, grafite, mas diversos outros 

materiais eletródicos podem ser empregados nesse procedimento, como ouro, prata, 

platina, entre outros. Embora simples, a adsorção apresenta a desvantagem de 

produzir apenas uma monocamada do modificador imobilizado, o que limita a faixa de 

resposta linear. Outra desvantagem é o processo de equilíbrio da adsorção com a 

dessorção (FIGURA 2.1) do modificador o que resulta na perda de reprodutibilidade e 

redução da vida útil do EQM.84, 86 

 

FIGURA 2.1. Representação do processo de equilíbrio da adsorção e dessorção na 

superfície do eletrodo 
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2.2.2. Ligação covalente 

 

Esse tipo de modificação é realizado com base na reatividade da superfície 

do eletrodo, sendo empregada para a incorporação de um grande número de 

substâncias.87-89 É formada por uma ligação covalente entre o substrato e o 

modificador. Para exemplificar; um eletrodo metálico ou de carbono pode ser oxidado 

para promover a formação de grupos hidroxilas na superfície e depois ser submetido 

a reações de silanização envolvendo organossilanos para posteriormente reagir com 

outras moléculas do modificador, levando a incorporação do grupo funcional que se 

queira imobilizar.90 A FIGURA 2.2 representa a modificação da superfície do eletrodo 

por ligação covalente.  
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FIGURA 2.2. Representação da modificação por ligação covalente sobre eletrodos 

metálico ou de carbono. 

 

O silano atua como um tipo de ponte para fixar o grupo funcional específico 

da superfície do eletrodo.86 Este método é bastante estável, mas requer maior tempo 

para sua execução; geralmente é empregado na imobilização de enzimas,88-91 mas 

também pode ser aplicado para outras substâncias.92 

Da mesma forma que a modificação por adsorção, este método também 

gera a formação de no máximo uma monocamada imobilizada o que limita a faixa de 

resposta linear.86 

 

2.2.3. Recobrimento com membrana polimérica 

 

Esta técnica consiste no recobrimento da superfície do eletrodo com filmes 

poliméricos condutores ou permeáveis ao eletrólito suporte e a espécie de interesse. 

Ao contrário dos métodos de adsorção e ligação covalente, a modificação com 

membranas poliméricas permite a imobilização de muitas monocamadas da espécie 
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ativa na superfície modificada, o que resulta na ampliação da resposta 

eletroquímica.84, 86 

Em geral, os filmes poliméricos são classificados em quatro classes: 

condutores, não condutores, de troca iônica e de membranas compostas.84 

Dependendo da aplicação pode ser escolhido um polímero eletroativo (se o objetivo é 

a eletrocatálise), quimicamente ativo (propriedade ligante ou de troca iônica para pré 

concentração), ou inerte (apenas exclusão de interferentes ou imobilização de um 

modificador).86 

Desta forma, filmes poliméricos têm sido empregados em EQMs e usados 

no desenvolvimento de sensores para proteger a superfície dos eletrodos de 

impurezas, bloquear interferentes, imobilizar biocomponentes ou outro material ativo, 

incorporar mediadores de elétrons e fornecer biocompatibilidade.84 

 

2.2.4 Materiais compósitos 

 

Os materiais compósitos como o próprio nome indica são formados pela 

combinação de duas ou mais fases de diferente natureza. Cada fase mantém suas 

características individuais, mas a mistura pode apresentar novas características 

físicas, químicas, mecânicas ou biológicas diferentes daquelas apresentadas pelo 

material original.93 Compósitos com características condutoras são utilizados no 

desenvolvimento de sensores eletroquímicos com excelentes resultados. Como 

exemplos tem-se o emprego de compósitos de grafite-epóxi na determinação 

amperométrica de pesticidas94 e, o emprego de compósito grafite-borracha de silicone 

na determinação voltamétrica de rutina em fármacos.95 

As propriedades elétricas dos compósitos dependem da natureza de cada 

componente, sua quantidade relativa e distribuição. A resistividade elétrica é 

determinada pela conectividade das partículas condutoras dentro da matriz 

polimérica. Isto significa que a quantidade relativa de cada componente do compósito 

deve ser estudada para se determinar as condições ótimas.93 

Os compósitos são formados, de pelo menos uma fase condutora 

(geralmente à base de carbono) e uma fase aglutinante (material polimérico ou um 

líquido orgânico). Os eletrodos construídos empregando-se o uso de materiais 

poliméricos, como agente aglutinante, geralmente fornecem um aspecto rígido para o 

eletrodo, como é o caso da resina epóxi,96, 97 silicone,95, 98 resina poliéster,99 
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poliuretana,100, 101 enquanto o uso de um solvente orgânico ou óleo mineral fornece 

um material eletródico com uma consistência pastosa, destacando-se o eletrodo de 

pasta de carbono. 

Os polímeros envolvidos nestes materiais fornecem certa estabilidade, da 

mesma forma que os compósitos gerados passam a adquirir características 

eletroquímicas particulares. Materiais à base de carbono são fases condutoras ideais 

na elaboração de materiais compósitos.84, 86 Estes materiais são bastante inertes 

quimicamente, apresentam grande intervalo de potencial de trabalho; baixa 

resistência e baixa corrente residual.102  

TALLMAN E PETERSEN103 classificaram os eletrodos compósitos de 

acordo com a distribuição do condutor e isolante no material eletródico, como 

apresentado na FIGURA 2.3. 

 

 

FIGURA 2.3. Classificação dos eletrodos compósitos empregados em 

eletroanalítica.103  

 

De acordo com essa classificação, o arranjo do condutor e isolante no 

material eletródico é ordenado ou aleatório. Segundo esses autores, se ordenado, o 

condutor está confinado à superfície de um isolante (ou o contrário), ou o condutor 

ordenado atravessa o interior do material, que é mais raro. Os materiais compósitos 

classificados como aleatório, são os mais numerosos, pois são de fácil preparação. 

Esses compósitos podem ser classificados de acordo com o arranjo da fase 

condutora na matriz polimérica, tais como compósitos de dispersão (quando o 
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material condutor esta aleatoriamente distribuído e suas partículas ocupam espaços 

iguais na matriz) e compósitos de consolidação (quando o condutor é dominante em 

áreas claramente definidas e o isolante está em maior teor).93 

A facilidade de preparação desses materiais eletródicos permite construir 

sensores de tamanhos e formas diferentes, e a incorporação de uma variedade de 

modificadores, os quais podem aumentar a seletividade e sensibilidade do eletrodo. 

Durante a última década, o desenvolvimento de eletrodos compósitos 

utilizando polímeros como aglutinantes mostrou um crescente interesse em 

eletroanalítica. O número de artigos publicados sobre eletrodos compósitos é grande, 

podendo-se ser citados os eletrodos de grafite-epóxi,96, 97, 104, 105 grafite-poliéster,99, 106-

108 grafite-PVC,109 grafite-polipirol,110 grafite-polietileno,111 grafite- parafina76, 112-115 

entre outros, os quais tem sido propostos para determinação voltamétrica e 

amperométrica de vários analitos de interesse.  

 

2.3.  Modificadores 

 

A facilidade de modificação é uma vantagem adicional dos compósitos 

sobre os condutores metálicos tradicionais. A modificação de superfície de sensores 

eletroquímicos à base de condutores puros é geralmente difícil e cara. Os eletrodos à 

base de compósitos são de fácil modificação da superfície; devido sua natureza 

plástica. Essa modificação pode ser feita durante a preparação da matriz do 

compósito. O modo de ação pode ser direcionado de acordo com o objetivo, por 

exemplo, agir no analito, pré-concentrando-o na superfície do eletrodo; ou agir como 

catalisadores ou imobilizadores de algumas moléculas envolvidas nas reações 

eletroquímicas ou ainda alterar as propriedades físicas da superfície do eletrodo.  

O principal objetivo dos modificadores (catalisadores, mediadores redox, 

materiais inertes etc.) é diminuir o potencial de trabalho do sensor voltamétrico de 

modo a aumentar a seletividade analítica e, também, aumentar o sinal analítico. 

 

2.3.1. Fosfato de cobre (II) – Cu3(PO4)2 

 

Uma das mais importantes técnicas de modificação de um eletrodo envolve 

a formação de um sistema eletrocatalítico em que uma espécie redox é incorporada 
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na superfície do eletrodo. Estes eletrodos reduzem o potencial de oxidação ou de 

redução dos compostos analisados. 

A química da superfície do cobre metálico é muito complexa e existem 

alguns estudos de voltametria em diferentes intervalos de pH das soluções.116-118  

Alguns compostos como óxidos119-121
, complexos, ou ligas de cobre122, 123 possuem 

propriedades eletrocatalíticas. A ação catalítica do cobre tem sido relatada na 

literatura como sendo o resultado do par redox Cu (II)/Cu (I) ou em potencial positivo 

mais elevado é relatado o sistema redox do Cu (III) /Cu (II).124 

A literatura traz alguns trabalhos, principalmente na determinação de 

aminoácidos125, 126 e carboidratos127-130
, onde eletrodo de cobre usado em meios 

tamponantes como fosfato e carbonato, possibilita a análise de substâncias 

orgânicas. Atualmente, o eletrodo de cobre é muito utilizado, tanto na forma de ligas 

metálicas (que aumentam o seu poder catalítico)131
 como substratos para depósitos 

de filmes132 quanto na forma de eletrodos modificados com óxidos124  e fosfato de 

cobre.
133

  

O comportamento eletroquímico de um eletrodo de pasta de carbono 

modificado com óxido de cobre (I) (Cu2O) foi investigado por DURSUN e NISLI124 em 

diferentes soluções tampão na presença do ácido ascórbico e de cisteína. Os 

resultados voltamétricos revelaram que a cisteína formou um complexo pouco estável 

com Cu (I) em −0,65V vs  eletrodo de calomelano saturado (ECS) em tampão borato 

(pH 9.2) e o ácido ascórbico formou um complexo com Cu (II) na superfície do 

elétrodo em -0,07 V vs ECS em tampão fosfato (pH 6.9). 

Encontra-se também na literatura a utilização do fosfato de cobre na 

construção de reatores de fase sólida utilizados em sistemas de injeção em fluxo com 

detecção espectrofotométrica para a determinação de ácido ascórbico em 

formulações farmacêuticas51 e aspartame em adoçantes.134 Nestes trabalhos, o 

fosfato de cobre é imobilizado em resina de poliéster e depois são utilizados na 

construção dos reatores em fase sólida. 

Além de todas estas aplicações de compostos de cobre também está em 

processo de patente um eletrodo de cobre/fosfato de cobre para ser utilizado como 

eletrodo de referência. Cujo título e texto do processo de patente são 

respectivamente: “Processo de preparação de um eletrodo de cobre/fosfato de cobre 

e sua aplicação como eletrodo de referência”  (n° patente:PI0402392-7); “A presente 

invenção tem por objetivo a preparação de um eletrodo de referência de cobre/fosfato 
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de cobre dopado com íon cloreto, para obter um eletrodo que apresente grande 

estabilidade nas medições ao longo do tempo e capaz de atuar com potencial estável 

em qualquer tipo de ambiente, inclusive naqueles contendo íons cloreto” .135  

 

2.3.2. Hidróxido de níquel – Ni(OH)2 

 

O níquel é um metal bastante utilizado em diversas aplicações 

tecnológicas, devido à sua resistência a meios fortemente alcalinos e suas 

características catalíticas. O níquel é largamente empregado tanto como eletrodo 

quanto em baterias alcalinas e células combustíveis.136  

Eletrodos modificados com níquel e/ou seus compostos tais como: 

hexacianoferratos de níquel, hidróxidos e complexos de níquel têm sido usados na 

oxidação e determinação de compostos orgânicos.137-139 Estudos eletroquímicos 

usando eletrodos a base de níquel mostraram que várias espécie eletroativas podem 

ser determinadas em um processo heterogêneo de transferência de elétron, com boa 

sensibilidade e reprodutibilidade. Nestes estudos, ocorre a presença de várias 

espécies na superfície do eletrodo, tais como: NiO,  e o Ni(OH)2.
137, 139 

MANI E NEUFVILLE140 estudaram o hidróxido de níquel quimicamente e 

eletroquimicamente impregnado nos poros de placas de níquel sintetizado, 

empregando análise termogravimétrica (TGA) e análise termogravimétrica diferencial 

(DTG) em amostras de ar, nitrogênio e vácuo. Concluíram que com o aumento da 

temperatura ocorrem dois tipos de reações químicas em ambos os tipos de eletrodos 

(quimicamente e eletroquimicamente impregnados). Uma reação é devida a 

desidratação de Ni(OH)2 e a outra é devida a decomposição de Ni(OH)2 à oxido. 

O hidróxido de níquel é um importante material eletroativo para muitas 

aplicações de interesse. 137,141-144 Um esquema que representa as reações 

eletroquímicas do hidróxido de níquel e a presença de diferentes formas cristalizadas 

foi proposto por BODE et al.145 Além disso, outros eletrodos como eletrodo de 

carbono vítreo modificados com hidróxido de níquel, eletrodos de carbono 

modificados com complexos de níquel, ou ligas de níquel tem sido estudados e 

aplicados em determinações amperométricas de carboidratos, aminas e 

aminoacidos;131, 146, 147 oxidação eletrocatalítica do álcool148, 149 e peróxido de 

hidrogênio,150 sendo também são relatados para o desenvolvimento de tecnologia 

para célula combustível.151  
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2.3.3. Resina de troca iônica 

 

O uso de resina de troca iônica tem se tornado uma das técnicas mais 

amplamente empregada no tratamento de efluentes industriais. Existem muitas 

razões para o uso desta técnica como, por exemplo; a possibilidade de regeneração 

da resina e fácil processo de operação. O maior problema do trocador iônico 

convencional é a dificuldade de alteração da razão da adsorção química. Um possível 

caminho para superar este problema, é incorporar um trocador iônico em um eletrodo, 

o que resulta em um eletrodo quimicamente modificado.  

O desenvolvimento de eletrodos modificados com trocadores iônicos varia 

de acordo com a aplicação. Geralmente, três métodos são utilizados para incorporar 

trocadores iônicos na superfície do eletrodo: a) adição de resinas de troca iônica a 

uma mistura de grafite e aglutinante; b) adsorção de filmes trocadores iônicos na 

superfície do eletrodo e c) geração eletroquímica de polímeros com propriedades de 

troca iônica na superfície do eletrodo. 

Muitos artigos são descritos na literatura utilizando eletrodos modificados 

com resina de troca iônica,115, 152-159 com objetivo de acumular e pré-concentrar 

diferentes cátions metálicos na superfície do eletrodo. 

LUPETTI et al.152 desenvolveram um eletrodo de pasta de carbono 

modificado (EPCM) com íons triiodeto imobilizado em resina aniônica (Lewatit M500) 

que foi utilizada para a determinação de adrenalina em formulações farmacêuticas 

utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV). Este procedimento foi 

satisfatório para determinação de adrenalina em formulações farmacêuticas com 

limite de detecção de 4 x 10-6 molL-1.  

Mais recentemente, FREITAS et al115 desenvolveram um eletrodo 

compósito de carbono modificado com resina de troca catiônica carregada com íons 

Cu(II) (Amberlite IRA 120) para determinar rutina em formulações farmacêuticas 

utilizando técnicas de voltametria linear e cíclica.   

 

2.4. Métodos Eletroquímicos 

 

Uma grande variedade de técnicas eletroquímicas tem sido utilizada na 

eletroanálise. Esses métodos podem ser divididos em duas classes: métodos 

eletrolíticos e métodos não eletrolíticos. Os métodos eletrolíticos são baseados em 
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fenômenos físico-químicos que ocorrem na interface entre a superfície do eletrodo e a 

solução da amostra. Já os métodos não eletrolíticos são baseados nos fenômenos 

que ocorrem no seio da solução. As técnicas voltamétricas são exemplos de métodos 

eletrolíticos.160  

 

2.4.1. Voltametria 

 

A voltametria é uma técnica eletroquímica onde as informações qualitativas 

e quantitativas de uma espécie química são obtidas a partir do registro de curvas 

corrente-potencial, feitas durante a eletrólise de uma espécie em uma cela 

eletroquímica constituída de pelo menos dois eletrodos.161 Baseia-se na medida da 

corrente sob condições de completa polarização de concentração, na qual a 

velocidade de oxidação ou redução do analito é limitada pela velocidade de 

transferência de massa do analito para a superfície do eletrodo. 161 

A voltametria apresenta algumas vantagens, principalmente com relação à 

possibilidade de realizar determinações analíticas em matrizes com alta concentração 

salina (como águas marinhas e soluções salinas para hemodiálise) e baixos limites de 

detecção alcançados. Além disso, os métodos voltamétricos são vantajosos com 

relação ao custo da análise, principalmente no que se refere à aquisição e 

manutenção do equipamento, além do tempo necessário para a análise ser 

significativamente menor em relação á outros métodos.162, 163  

 

2.4.1.1.  Voltametria cíclica  

 

Embora não seja utilizada com frequência em análise quantitativa, a 

voltametria cíclica (VC) é amplamente aplicada para obter informações qualitativas 

sobre reações eletroquímicas, devido a sua habilidade de obter rapidamente 

informações termodinâmicas consideráveis do processo redox, da cinética de reações 

de transferência de elétrons, da detecção de intermediários de reação e de reações 

químicas acopladas ou processo adsortivos, como também determinar o processo 

pelo qual as espécies chegam a superfície do eletrodo (adsorção ou difusão).85, 162-164  

Na voltametria cíclica, o potencial aplicado ao eletrodo de trabalho varia 

continuamente com o tempo na forma de onda triangular (FIGURA 2.4), partindo de 

um valor inicial Ei, até um valor limite pré-determinado, E1. Ao alcançar E1, a direção 
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da varredura é invertida e um caminho inverso é percorrido até chegar a E2, que pode 

ser o valor do potencial inicial Ei, ou outro valor de potencial pré-estabelecido. O sinal 

de corrente registrado dá origem ao voltamograma que se trata de uma curva de 

potencial vs corrente. Um estudo do voltamograma pode fornecer informações do 

comportamento eletroquímico da espécie em estudo. 160 

Para sistemas reversíveis e controlados por difusão, os voltamogramas 

devem conter ondas distintas de picos anódico e catódico para espécies eletrizadas 

desde que nenhuma transferência convectiva de massa seja empregada. A corrente 

de pico é proporcional à concentração da espécie oxidada ou reduzida e também é 

proporcional a raiz quadrada da velocidade de varredura (ν1/2); a razão entre as 

correntes de pico anódica e catódica é igual a unidade e o potencial de pico 

independe da velocidade de varredura. Para sistemas irreversíveis, os voltamogramas 

não apresentam pico inverso, o potencial de pico é dependente da velocidade de 

varredura e desloca-se para potenciais mais positivos.165-168  

Uma das aplicações mais importantes da voltametria cíclica é para análise 

qualitativa de reações químicas que precedem ou sucedem o processo redox. Tais 

mecanismos de reação geralmente são classificados usando a nomenclatura E e C, 

do inglês electrochemistry and chemistry, para etapas eletroquímicas e químicas, 

respectivamente.160, 164 

 

FIGURA 2.4. Esquema da aplicação do potencial vs. tempo para a CV 

 

2.4.1.2. Voltametria de onda quadrada  

 

A voltametria de onda quadrada, do inglês square wave voltammetry 

(SWV) foi primeiramente relatada por BARKER em 1957, sendo pouco utilizada até 

que RAMALEY e KRAUSE desenvolveram a teoria para essa técnica e apresentaram 
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algumas aplicações usando elétrodo gotejante de mercúrio.169, 170 As discussões de 

RAMALEY e KRAUSE 171,172 foram limitadas a pequenas amplitudes e, 

consequentemente, para pequenas velocidades de varredura. 

Estes mesmos autores substituíram o eletrodo gotejante de mercúrio por 

eletrodos estacionários eliminando os ruídos provenientes do capilar de mercúrio, e 

também substituíram a rampa linear de potencial por uma rampa de potencial na 

forma de escada. 

Em 1977, CHRISTIE, TURNER e OSTERYOUNG,169, 173, 174 desenvolveram 

um estudo onde a medida de corrente era realizada ao final do pulso de potencial, o 

que possibilitou que as varreduras de corrente em função dos pulsos de potenciais 

aplicados fossem feitas em velocidades superiores a 100 mV s-1, este é o modelo 

mais atual de SWV. 

A SWV é uma técnica voltamétrica de pulso onde a forma do pico de 

corrente resultante é proveniente da sobreposição de pulsos de potencial de altura a 

(amplitude de pulsos), a uma escada de potenciais de largura ∆Es (incremento de 

varredura de potenciais) e duração 2 t (período). A FIGURA 2.5 apresenta a forma de 

aplicação do potencial da SWV.175 

As medidas de corrente são feitas no final dos pulsos diretos (no sentido da 

varredura) e reversos (no sentido oposta da varredura) e o sinal obtido, após 

derivação, é dado como uma intensidade da corrente resultante, apresentando 

excelente sensibilidade e alta rejeição a correntes capacitivas.176 

 Na FIGURA 2.6 estão representados os voltamogramas teóricos que 

podem ser obtidos em um sistema reversível (A) e um sistema totalmente irreversível 

(B). O pico voltamétrico resultante apresenta posição, largura e altura características 

do tipo de sistema redox.  

Atualmente, a SWV é uma das técnicas de pulso mais rápidas e sensíveis 

entre todas as outras. Os limites de detecção obtidos com a sua utilização podem ser 

comparados àqueles das técnicas cromatográficas e espectroscópicas. 

A voltametria de onda quadrada apresenta algumas vantagens com relação 

a outras técnicas voltamétricas. Uma dessas vantagens é a diminuição da 

interferência proveniente da corrente capacitiva, uma vez que, na SWV, assim como 

em outras técnicas de pulso, como a corrente capacitiva é proporcional a e–t/RC, onde t 

é o tempo, R a resistência da solução e C a capacitância da dupla camada, e a 

corrente faradaica é aproximadamente proporcional a t1/2, a variação de corrente 
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diminui mais rapidamente que a corrente faradaica. Assim, as medidas de corrente 

são realizadas após a corrente capacitiva ter se tornado negligenciável, melhorando a 

resolução dos dados experimentais.176  

 

 

FIGURA 2.5 - Forma de aplicação de potencial na voltametria de onda quadrada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 2.6 - Voltamogramas de onda quadrada esquemáticos para um sistema 

reversível (A) e para um sistema totalmente irreversível (B). 

 

Outra vantagem importante está relacionada com a velocidade de 

varredura (produto da freqüência de aplicação dos pulsos de potencias (f) pelo 

incremento de varredura de potencial (∆Es)). Como é possível trabalhar até uma 

velocidade de 1 V s-1, e como a corrente de pico é função da velocidade de varredura, 

a sensibilidade desta técnica pode aumentar significativamente, alcançando limites de 

detecção de 10-12 mol L-1.160  
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Os critérios de diagnóstico para processos redox foram de desenvolvidos 

por JANET OSTERYOUNG em New York, e pelo grupo de MILIVOJ LOVRIC na 

Iugoslávia sendo:177, 178  

1) Se não ocorrer adsorção da espécie eletroativa na superfície do eletrodo 

e se o coeficiente de transferência de carga (α) for considerado igual a 0,5, a 

intensidade de corrente de pico para sistemas reversíveis é cerca de três vezes maior 

que para sistemas irreversíveis. Isso ocorre porque a corrente resultante é a diferença 

entre as correntes diretas e inversas, e quanto maior a reversibilidade da reação 

maior é a contribuição da corrente inversa, aumentando significativamente a corrente 

resultante. 

2) A dependência dos potenciais de pico com o logaritmo da freqüência de 

aplicação dos pulsos de potenciais para reações irreversíveis é linear, com uma 

inclinação de: 

∆Ep/∆log f = - 2,3RT/αnF (ou ∆Ep/ ∆log f = -59/αn mV)         (2.1) 

 

Para sistemas reversíveis, a relação também é linear, mas com uma 

inclinação de. 

∆Ep/∆log f = - 2,3RT/2nF (ou ∆Ep/ ∆log f = -29/n mV)             (2.2) 

 

3) A amplitude dos pulsos de potencial, também influência nos valores de 

corrente de pico. Para reações redox totalmente irreversíveis, a sensibilidade analítica 

aumenta com o aumento da amplitude, e para reações reversíveis com adsorção de 

reagentes e/ou produto, a corrente de pico aumenta proporcionalmente somente para 

valores de amplitudes menores que 60 mV. 

A utilização destas equações desenvolvidas por LOVRIC e OSTERYOUNG 

é suficiente para fornecer informações sobre o número de elétrons envolvidos no 

processo redox. 

 

2.5. Microscopia Eletrônica de Varredura  e EDX 

 

A microscopia eletrônica de varredura (Scanning Electron Microscopy-SEM 

ou MEV) é uma técnica capaz de produzir imagens de alta ampliação (até 300.000 

vezes) e resolução.  
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O princípio desta técnica consiste na emissão de feixes de elétrons de alta 

energia na superfície da amostra, o que causa a emissão de elétrons com grande 

espalhamento de energia. Que são coletados e amplificados para fornecer um sinal 

elétrico que pode se detectado por BSE (elétrons retroespalhados) ou por SE 

(elétrons secundários)179. O detector SE fornece informações da topografia da 

superfície da amostra e o detector BSE fornece informações da composição da 

amostra.180,181   

Espectroscopia de dispersão de raios-X (EDX), também conhecida por 

espectroscopia por dispersão de energia (EDS), é muito importante na caracterização 

microscópica de materiais, pois permite verificar informações acerca da composição 

química da amostra. Quando o feixe de elétrons atinge a amostra, seus átomos são 

excitados e, ao voltarem para o estado fundamental, emitem fótons com energia 

característica. Um detector instalado na câmara de vácuo do MEV mede a energia 

associada a esse elétron. Como os elétrons de um determinado átomo possuem 

energias distintas, é possível, no ponto de incidência do feixe, determinar quais os 

elementos químicos estão presentes naquele local e assim identificar em instantes 

que mineral está sendo observado.180 



 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 3 – PARTE EXPERIMENTAL 
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                   CAPÍTULO 3 - PARTE EXPERIMENTAL 

3.1.  Instrumentação  

 

Todas as pesagens foram feitas utilizando-se uma balança analítica Metter, 

modelo H10 com precisão de ±0,1 mg.  

As medidas de pH das soluções foram realizadas utilizando-se um pHmetro 

Orion EA 940 e um eletrodo de vidro combinado Analion, modelo V620 com eletrodo 

interno Ag/AgCl (KCl 3 molL-1) como eletrodo de referência. 

A morfologia e composição da superfície dos eletrodos foram investigadas 

usando um microscópio eletrônico de varredura (MEV) e energia dispersiva de raios-X 

(EDX) Philips modelo XL30 TMP. O equipamento foi calibrado com níquel metálico. 

 

3.1.2. Vidraria 

 

A vidraria de laboratório usada nos experimentos foi previamente 

descontaminada com solução de HNO3 10 % v/v por 2h e, posterior lavagem com 

água deionizada para assegurar a ausência de quaisquer resíduos que pudessem 

interferir nas medidas.  

Foram utilizadas pipetas automáticas eppendorf de 10, 50, 1000 µL e de 5 

mL, todas com ponteiras descartáveis de polietileno.  

 

3.1.3. Medidas voltamétricas  

 

Para a determinação dos antioxidantes em amostras de alimentos e 

formulações farmacêuticas foram realizados estudos utilizando-se a voltametria cíclica 

(CV) e a voltametria de onda quadrada (SWV). Para tanto, foi utilizado um 

Potenciostato/Galvanostato AUTOLAB PGSTAT-30 (Ecochemie) gerenciado por um 

programa computacional GPES 4.9. 

As medidas voltamétricas foram feitas em uma célula eletroquímica de 

compartimento único, volume máximo de 10 mL, equipada com uma tampa de 

Teflon, contendo orifícios para a desoxigenação da amostra com gás nitrogênio e 

posicionamento dos eletrodos de trabalho, referência e auxiliar (FIGURA 3.1). 
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FIGURA 3.1.  Representação esquemática de uma célula eletroquímica usada nas 

medidas voltamétricas. 

 

3.1.4. Eletrodo de Referência e Eletrodo Auxiliar (contra eletrodo) 

 

O eletrodo de referência utilizado em todas as medidas voltamétricas foi o 

eletrodo Ag/AgCl (KCl 3,0 mol L-1). Para a sua obtenção, um fio de prata foi anodizado 

até ser recoberto por AgCl(s). Após lavagem com água deionizada, o fio de prata 

recoberto foi introduzido em um capilar de vidro contendo solução de KCl 3,0 mol L-1 

saturada Ag+, em seguida o corpo de vidro do eletrodo foi fechado e deixado em 

repouso por algumas horas. A extremidade desse eletrodo foi mantida em solução de 

KCl 3,0 mol L-1 para evitar a diluição do eletrólito interno por osmose. 

O eletrodo auxiliar empregado nas medidas voltamétricas foi um eletrodo 

de placa de platina de 0,5 cm de largura e 1 cm de comprimento, fixada em um tubo 

de vidro contendo um fio de cobre. 

 

3.2. Construção dos ECCMs para determinação de antioxidante em alimentos e 

em formulações farmacêuticas 

 

3.2.1. Síntese e imobilização do Cu3(PO4)2 

 

O modificador químico Cu3(PO4)2(S) foi obtido pela reação entre 17,5 g de 

CuCO3. Cu(OH)2 (Vetec) com 8,0 mL de ácido fosfórico concentrado (Merck) como 

mostrado na equação 3.1. O precipitado azul foi coletado, lavado com água 

deionizada e seco em estufa a 110ºC por 4 horas. Este sal foi imobilizado em resina 
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poliéster (Resapol T-208) de acordo com o método proposto por PEREIRA & 

FATIBELLO-FILHO.134 Misturou-se 5 g da resina poliéster a 5g de Cu3(PO4)2(S) 

(proporção 1:1 m/m) conforme a equação 3.2. Após a homogeneização manual, 0,3 

mL do catalisador da resina, peróxido de metiletilcetona (Ibere, Ramines and Cia.), foi 

adicionado a mistura. 

 

      3 CuCO3 . Cu(OH)2 +  4 H3PO4             2 Cu3(PO4)2 + 3CO2 + 9 H2O           (3.1) 

 

      Cu3(PO4)2 + (C10H8O4)n                            Cu3(PO4)2     (C10H8O4)n           (3.2) 

 

O tempo de secagem deste compósito foi de 10 h formando um sólido 

rígido que foi inicialmente quebrado com auxílio de um martelo e posteriormente 

triturado em moinho de facas Tecnal (modelo TE 631/1). A seleção do tamanho das 

partículas foi controlada com auxílio de peneiras de granulometria apropriada.  

 

3.2.2. Síntese e imobilização do Ni(OH)2 

 

O modificador químico Ni(OH)2(S) foi obtido pela reação de uma solução 

aquosa saturada de NiCl2 (Vetec) com 20,0 mL de uma solução aquosa saturada de 

hidróxido de sódio (Vetec) como mostrado na equação 3.3. O sal verde precipitado foi 

coletado, lavado com água deionizada e seco em estufa a 110 ºC por 4 horas. Este 

sal foi imobilizado em resina poliéster (Resapol T-208) da mesma maneira descrita no 

item 3.2.1 segundo a equação 3.4. O tempo de secagem e obtenção do modificador é 

similar ao descrito no item 3.2.1. 

 

       NiCl2.(aq) +  2 NaOH(aq)                Ni(OH)2 (s)+ 2 NaCl(aq)               (3.3) 

 

          Ni(OH)2 + (C10H8O4)n                           Ni(OH)2     C10H8O4)n          (3.4) 

 

3.2.3. Imobilização do Cu2+ na resina de troca catiônica 

 

Para realizar a troca do cátion Na+ presente na resina de troca iônica pelo 

cátion Cu2+, um volume de 10 mL de resina de troca catiônica Amberlite IRA 120 

(Röhm and Haas) foi transferida para uma coluna de vidro (200 mm x 10 mm). Em 

   peróxido de 
metiletilcetona 

   Peróxido de 
metiletilcetona 
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seguida, percolaram-se pela coluna 100 mL de solução de sulfato de cobre (II) 1,0 

mol L-1. Após a troca dos íons, a coluna foi lavada com água deionizada em excesso 

para assegurar a retirada completa dos íons não imobilizados. A resina de troca 

catiônica carregada com íons Cu2+ foi coletada e seca em estufa a 100 °C durante 2 

h. Após secagem, esta resina foi usada como modificador químico na composição do 

eletrodo compósito de carbono proposto. 

 

3.3. Construção dos eletrodos de trabalho 

 

O aglutinante utilizado para a construção do ECCMs foi a parafina sólida 

ultra pura (Aldrich). 

Homogenizou-se manualmente por 30 minutos em um almofariz de ágata 

as proporções de modificador e pó de grafite (Fischer Chemical Grade #38) 

apresentadas na TABELA 3.1 para cada eletrodo construído. A granulometria foi 

selecionada com auxílio de peneiras. Esta mistura foi adicionada a 0,20 g (20% m/m) 

de parafina sólida fundida a 60°C, antes que a nova mistura enrijecesse, esta foi 

inserida na cavidade de uma seringa para insulina de 90 mm de altura e diâmetro 

interno aproximado de 4 mm contendo uma haste de cobre para fazer o contato 

elétrico externo (FIGURA 3.2).  

 

TABELA 3.1.  Composição de cada ECCM construído 

Eletrodos 
Pó de grafite

 

(%m/m)  

Modificador  

(%m/m)  

Parafina  

(%m/m)  

ECCM-Cu3(PO4)2 40 40 20 

ECCM- Ni(OH)2 60 20 20 

ECCM-(RSO3)2Cu2+ 60 20 20 
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FIGURA 3.2. Esquema do eletrodo proposto  

 

3. 4.  Preparo de amostra e determinação dos analitos 

 

As amostras contendo CAT, QCT, Rut, BHA e BHT foram obtidas no 

comércio local, sendo os analitos determinados pelos métodos propostos e por HPLC 

(método comparativo). O pH das soluções de eletrólito suporte foi ajustado utilizando 

soluções de H3PO4 0,05 mol L-1, HNO3 0,05 mol L-1 e/ou KOH 0,05 mol L-1. 

 

3.4.1. Catequina e Quercetina 

 

Para catequina, seis amostras de chá foram analisadas usando o método 

proposto, sendo três marcas comerciais de chá verde (Golpará, Real e Feel Good) e 

três de chá preto (Dr. Oetker, Leão e Nestea) ambos contendo folhas e brotos de 

Camélia sinensis. A diferença entre o chá preto e o chá verde é que o primeiro é 

fermentado e o último não. 

Para quercetina, também seis amostras de chá foram analisadas usando o 

método proposto, sendo três marcas comerciais de chá matte (Real, Hikari e Leão) e 

três de chá de camomila (Real, Dr. Oetker e Leão), da seguinte maneira descrita 

abaixo para ambos CAT e QCT. 

Dois gramas do extrato de chá verde ou preto (para CAT) e dois gramas do 

extrato de chá matte ou camomila (para QCT) foram transferidos para um béquer 

contendo 50 mL de água deionizada aquecida a 60 ºC por 5 minutos (tempo de 

efusão). A efusão dos chás foi filtrada em filtro de seringa 0,22 mm (Millipore, Bedford, 

MA, USA). Alíquotas de 1 mL desta solução foram transferidas com auxílio de 
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micropipetas para a cela eletroquímica contendo 5 mL do eletrólito suporte e as 

medidas voltamétricas foram realizadas. 

 

3.4.2. Rutina   

 

Duas formulações farmacêuticas foram analisadas usando o método 

proposto: Novarrutina gotas (Zurita laboratórios farmacêuticos) e Venocur Triplex 

comprimidos (laboratório KNOLL). 

Solução: Uma alíquota de 500 µL da solução foi transferida para um balão 

volumétrico de 10 mL com auxílio de uma micropipeta e aferida para o volume com 

uma solução de tampão fosfato/etanol 90/10% v/v (pH condicional 6,9) para o método 

utilizando os ECCMs com Cu3(PO4)2 ou Ni(OH)2 ou aferida para o volume com uma 

solução de KNO3 0,1 mol L-1 (pH condicional 6,0) para o método utilizado o ECCM 

com  (RSO3)2Cu2+. 

Comprimidos: três comprimidos foram triturados e a granulometria ajustada 

com auxílio de peneiras até a obtenção de um pó fino homogêneo deste pó. Uma 

massa de 122 mg da amostra em pó foi então dissolvida em 10 mL de uma solução 

tampão fosfato/etanol 90/10% v/v (pH condicional 6,9), sendo o analito destas 

soluções determinado voltametricamente empregando-se os ECCMs com Cu3(PO4)2 

ou Ni(OH)2 ou aferida para o volume com uma solução de KNO3 0,1 mol L-1 (pH 

condicional 6,0) para o método utilizado o ECCM contendo o (RSO3)2Cu. 

As soluções foram filtradas em filtro de seringa 0,22 mm (Millipore, Bedford, 

MA, USA) para remoção dos incipientes insolúveis contido na solução. Uma alíquota 

de 500 µL de cada uma destas soluções foi transferida com auxílio de uma 

micropipeta para a cela eletroquímica contendo 5 mL do eletrólito suporte e as 

medidas voltamétricas foram realizadas. 

.  

3.4.3. BHA e BHT 

 

Para BHA, três marcas de maionese (Hellmans, Soya e Arisco) foram 

analisadas e para BHT, duas marcas de maionese (Soya e Arisco) e duas marcas de 

margarina (Vigor e Dorina) foram analisadas usando o método proposto. 

Pesaram-se 2 g de cada uma das maioneses e margarinas sendo estas 

suspensas em 5 mL de etanol PA em um tubo para centrífuga. A suspensão foi 
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submetida a um banho ultra-sônico (Aqua Wave 9374-Brnstead/Lab-Line) à 

temperatura ambiente por 15 minutos e depois centrifugada por 10 minutos a 3000 

rpm. Este procedimento foi repetido duas vezes. O sobrenadante foi coletado em 

balão volumétrico de 10 mL e seu volume foi completado com etanol. Uma alíquota de 

500 µL da solução foi transferida com auxílio de uma micropipeta para a cela 

eletroquímica contendo 5 mL de KNO3 0,1 mol L-1 considerando a proporção de 10% 

de etanol, sendo então as medidas voltamétricas realizadas.75 

 

3.5. Métodos Voltamétricos  

3.5.1. Voltametria Cíclica e Voltametria de Onda Quadrada 

 

Inicialmente, utilizou-se a voltametria cíclica para estudar o perfil 

voltamétrico dos seguintes analitos: CAT, QCT, Rut, QCT, BHA e BHT como também, 

determinar o melhor eletrólito suporte a ser usado nas determinações, concentração 

do eletrólito e melhor faixa de pH a ser utilizada. A voltametria de onda quadrada foi 

utilizada para propor um procedimento eletroanalítico para a determinação de 

antioxidante em amostra de alimentos e em formulações farmacêuticas com os 

eletrodos propostos. 

 Para a realização das medidas adicionaram-se a célula eletroquímica 5 mL 

do eletrólito suporte respectivo para cada determinação e, então, a solução foi 

desoxigenada durante 10 minutos com gás nitrogênio. Após a otimização do sistema, 

a curvas analíticas foram obtidas pela adição de alíquotas da solução padrão na 

célula eletroquímica. Após cada adição, os voltamogramas de onda quadrada foram 

obtidos. As amostras foram analisadas pelo método da adição de padrão.  

3.5.2. Estudo de Interferentes em Potencial 

 

As medidas para a determinação de possíveis interferentes foram 

efetuadas nas mesmas condições experimentais estabelecidas para cada analito.  

Para catequina e quercetina não foram verificados os possíveis 

interferentes por se tratarem de amostras de chás, as quais não possuem composição 

química completamente definida. 

Para rutina, inicialmente os interferentes em potencial foram: sacarina 

sódica, metilparabeno, amido, carbonato de cálcio e estearato de magnésio e para 
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BHA e BHT: ácido cítrico, EDTA, benzoato de sódio, amido, sorbato de potássio e 

lactose. Estes foram determinados separadamente para observar quais seriam 

eletroativos sobre a superfície dos eletrodos propostos e se haveria sobreposição de 

picos entre estes concomitantes e os analitos.  

Posteriormente, somente as substâncias que apresentaram eletroatividade 

sobre o eletrodo foram analisadas sobre uma concentração constante de Rutina, BHA 

e BHT, sendo feitas adições sucessivas de diferentes concentrações destes 

interferentes a célula eletroquímica.  

 

3.5.3.  Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (HPLC) 

A Cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) foi utilizada como método 

comparativo para todas as determinações. 

Para a determinação de Cat, QCT e Rut foi empregado um método 

proposto por ZU et al.27 com algumas modificações realizadas e para BHA e BHT foi 

empregado um método proposto por SAAD e colaboradores64 também com 

modificações descritas abaixo: 

As medidas cromatográficas foram realizadas em um cromatógrafo modelo 

LC-10AT Shimadzu com detector de UV-VIS, modelo SPD-M10AVP e coluna Shim-

Pack CLC-ODS (60 mm x 150 mm, 5 µm), a fase móvel utilizada foi 

metanol/acetonitrila /água (40/15/45%, v/v/v) contendo 1,0% de ácido acético com 

vazão de 1 mL por minuto e volume de injeção de 20 µL, método isocrático para CAT, 

QCT e Rut, sendo que os seguintes comprimentos de ondas foram monitorados: 279 

nm para CAT, 368 nm para QCT e 257 nm para Rut. 

Para a determinação de BHA e BHT a fase móvel utilizada foi 

metanol/acetonitrila (1:1 v/v) contendo 1,0% de ácido acético com vazão de 1 mL por 

minuto e volume de injeção de 30 µL, método isocrático. O comprimento de onda 

monitorado foi de 209 nm para ambos BHA e BHT. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 4 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



35 
 

CAPÍTULO  4 – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Neste capítulo são apresentados a caracterização da superfície dos 

eletrodos e os resultados voltamétricos obtidos empregando-se eletrodos compósitos 

de carbono modificados (ECCMs) com Cu3(PO4)2, Ni(OH)2  e Cu(II) imobilizado em 

resina de troca catiônica. Nestes estudos foram determinados catequina (CAT), 

quercetina (QCT), BHA e BHT em alimentos e rutina (Rut) em fármacos utilizando as 

técnicas de voltametria cíclica, linear e de onda quadrada. Os resultados são 

acompanhados de uma breve discussão e observações experimentais.  

 

4.1. Caracterizações da superfície dos eletrodos 

 

Na FIGURA 4.1 são apresentadas as micrografias da superfície do ECCM-

Cu3(PO4)2, obtidas por microscopia eletrônica de varredura (MEV). A análise da 

morfologia foi realizada antes e depois do eletrodo ser utilizado para determinação de 

rutina na concentração de 1,92 x 10-4 mol L-1 em tampão fosfato 0,1 mol L-1 / 10% 

etanol (v/v).  

             

 

FIGURA 4.1. MEV da superfície do ECCM-Cu3(PO4)2 (A) micrografia obtida na 

ausência de rutina; (B) micrografia obtida após a determinação de 1,92 x 10-4 mol L-1 

rutina; detector BSE respectivamente. Escala 500 µm; zoom 60 vezes. 

 

Observa-se que a superfície do eletrodo apresenta-se uniforme e pouco 

porosa demonstrando que a homogeneização do eletrodo foi adequada no momento 

da construção, sendo que este eletrodo pode ser classificado segundo ALEGRET e 

colaboradores93 em compósito de dispersão devido o material condutor está 

aleatoriamente distribuído e suas partículas ocuparem o mesmo espaço na superfície 

A B 
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do eletrodo como observado na FIGURA 4.59. As microscopias obtidas utilizando o 

detector BSE (backscatter, ou em português retro-espalhamento de elétrons) 

permitem o contraste químico da superfície do eletrodo, onde observa que as partes 

mais claras representam os elementos mais pesados. Assim pode-se afirmar que o 

cobre está bem distribuído na superfície do eletrodo. 

Na FIGURA 4.2 são apresentados os resultados obtidos por EDX para 

composição percentual da superfície. O erro relativo Er% entre as composições foram 

calculados de acordo com a equação 4.1. 

 

Er% = [(mMa – mMb)/mMa] x 100     (4.1) 

 

Onde mMa é a massa percentual do modificador usada na construção do eletrodo e 

mMb é a massa percentual calculada a partir dos resultados obtidos por EDX. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.2. EDX da superfície do ECCM-Cu3(PO4)2 (A) na ausência de rutina e (B) 

na presença de 1,92 x 10-4 mol L-1 rutina. 

 

A 

B 
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Observa-se que a composição do ECCM-Cu3(PO4)2 obtida (FIGURA 4.2 A) 

concorda com a composição do eletrodo sendo 40 % do modificador, as proporções 

de oxigênio, fósforo e cobre de acordo com cálculos de fórmula mínima são referentes 

ao fosfato de cobre, assim a percentagem total do fosfato de cobre foi igual a 38,2 % 

e o erro relativo obtido de acordo com a equação 4.6  foi igual a 4,5%. Como a 

percentagem de oxigênio na superfície do eletrodo não aumentou, a formação de 

óxido na superfície do eletrodo não foi favorecida. 

Na FIGURA 4.3 são apresentadas as micrografias da superfície do ECCM-

Ni(OH)2 realizada antes e depois do eletrodo ser utilizado para determinação de rutina 

na concentração de 1,92 x 10-4 mol L-1 em tampão fosfato 0,05 mol L-1 / 10% etanol 

(v/v).  

      

FIGURA 4.3. MEV da superfície do ECCM-Ni(OH)2  (A) micrografia obtida na 

ausência de rutina e (B) após a determinação de 1,92 x 10-4 mol L-1 rutina; detector 

BSE; Escala 500 µm; zoom 60 vezes. 

 

Observa-se que a superfície é homogênea e pouco porosa mesmo depois 

de ser utilizado na determinação de rutina, também pode ser caracterizado como um 

compósito de dispersão. A composição percentual obtida por EDX antes e depois da 

determinação de rutina foi 67,91: C; 17,7: O; 14,39: Ni; e 67,57: C; 17,51: O; 14,75: 

Ni. Observa-se que as percentagens de oxigênio não variaram significativamente 

antes e depois da determinação da rutina, provavelmente não ocorre a formação de 

óxido na superfície do eletrodo. 

Na FIGURA 4.4 são apresentadas as micrografias da superfície do ECCM-

resina-Cu(II) realizada antes e depois do eletrodo ser utilizado para determinação de 

rutina na concentração de 1,92 x 10-4 mol L-1 em KNO3 0,1 mol L-1 / 10% etanol (v/v).  

A B 
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Observa-se que as esferas de resina de troca catiônica estão 

encapsuladas na superfície do eletrodo e depois que o eletrodo foi utilizado para a 

determinação de rutina (FIGURA 2.4 B) a resina de troca catiônica apresenta-se 

envolvida por uma camada entrelaçada, atribuída provavelmente ao complexo 

formado. A composição química percentual da superfície do eletrodo obtido por EDX 

antes e depois do eletrodo ser utilizado na determinação de rutina foi: 80,7: C; 17,4:O; 

0,5:K; 1,32:Cu e 64,7: C; 30,2:O; 3,83:K; 1,3:Cu respectivamente. 

Atribui-se a percentagem de potássio encontrada ao eletrólito suporte 

(KNO3) utilizado na determinação de rutina. 

 

       

FIGURA 4.4. MEV da superfície do ECCM-resina-Cu (A) micrografia obtida na 

ausência de rutina e (B) após a determinação de 1,92 x 10-4 mol L-1 rutina; detector 

BSE; Escala 200 µm; zoom 80 vezes. 
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4.2. ECCM com Cu3(PO4)2 para determinação de catequina em chás 

4.2.1. Estudo da composição do eletrodo 

 

O efeito da composição do eletrodo foi estudado por voltametria cíclica, 

fixando-se primeiramente a percentagem de aglutinante (parafina) em 20%, 

quantidade mínima necessária para obter um compósito homogêneo e, variaram-se 

as quantidades de pó de grafite e Cu3(PO4)2 imobilizado em resina poliéster nas 

seguintes proporções de pó de grafite/parafina: 75:20; 70:20; 65:20, 60:20, 55:20, 

50:20, 45:20, 40:20, 35:20 e 20:20 (% m/m) e Cu3(PO4)2-resina poliéster: 5, 10, 15, 

20, 25, 30, 35, 40, 45 e 60% m/m em relação à massa total do compósito. 

A FIGURA 4.5 mostra o efeito da percentagem (m/m) do modificador na 

composição do eletrodo. As medidas ciclovoltamétricas foram realizadas em tampão 

fosfato 0,1 mol L-1/5% etanol (v/v) (pH condicional 6,8), velocidade de varredura igual 

a 50 mVs-1; na presença e na ausência de catequina 2,0 × 10−6 mol L−1. Os valores de 

∆Ip correspondem à diferença da corrente obtida na presença e na ausência de 

catequina.  
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FIGURA 4.5. Efeito da percentagem m/m de Cu3(PO4)2-resina poliéster na 

composição do ECCM; eletrólito suporte: tampão fosfato 0,1 mol L-1/5% etanol (v/v) 

(pH condicional 6,8) na presença de 2,3 × 10−6 mol L−1 catequina. 

 

A concentração de Cu3(PO4)2 presente no ECCM apresentou influência 

significativa na resposta voltamétrica do eletrodo proposto. Os picos de corrente 
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aumentaram com o aumento da percentagem do modificador até 40% m/m. Para 

percentagens maiores que 40 % foi observado que a magnitude do pico de corrente 

diminui acentuadamente e, em percentagens de modificador maiores que 60% m/m, a 

resposta do eletrodo modificado foi desprezível. Isso ocorre devido à diminuição da 

percentagem de pó de grafite na composição do eletrodo e, consequentemente, há 

uma diminuição significativa da condutividade do compósito. Como observado na 

FIGURA 4.1, a melhor composição para o ECCM com Cu3(PO4)2 foi: 40% (m/m) de pó 

de grafite, 20% (m/m) de parafina sólida e 40% (m/m) do modificador. 

Comparando-se um ECCM com Cu3(PO4)2 não imobilizado em resina 

poliéster com um ECCM contendo Cu3(PO4)2 imobilizado em resina poliéster, a 

principal característica atribuída a esta imobilização é o aumento de vida útil desse 

eletrodo modificado. Foi observado nestes estudos que o eletrodo modificado com  

Cu3(PO4)2 não imobilizado apresentou um tempo de vida de aproximadamente 46 

dias (em torno de 500 determinações) e o eletrodo modificado com Cu3(PO4)2 

imobilizado em resina poliéster apresentou um tempo de vida maior do que 2 anos 

(mais de 2000 determinações), sendo que o eletrodo modificado ainda apresenta a 

mesma resposta analítica que aquela inicial. 

 

4.2.2. Estudo do efeito do eletrólito suporte 

 

O comportamento voltamétrico do ECCM-Cu3(PO4)2 imobilizado em resina 

poliéster foi investigado em cinco diferentes eletrólitos suportes (tampão fosfato, 

NaNO3, KNO3, NaCl e KCl) (FIGURA 4.6).  Em todas as soluções, com exceção de 

KCl, foram verificadas a presença de picos voltamétricos. No entanto, em tampão 

fosfato o voltamograma apresentou melhor definição de pico e maiores magnitudes de 

correntes anódica e catódica, sendo assim escolhido como eletrólito suporte para 

todas as determinações de catequina em chás. 

A boa estabilidade obtida em tampão fosfato é devida provavelmente a 

estabilidade do complexo Cu(I)-fosfato.182 Embora alguns estudos descrevam a 

influência do fosfato no potencial do par redox Cu(II)/Cu(I),182-184 o mecanismo de 

redução dessas espécies não é ainda muito bem conhecido. A resposta voltamétricas 

do ECCM-Cu3(PO4)2 não foi influenciada significativamente pela concentração do 

eletrólito suporte. Assim, uma solução de tampão fosfato 0,1 mol L-1/5% etanol (v/v) 

foi escolhida como eletrólito suporte para este experimento. 
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FIGURA 4.6. Ciclo voltamogramas obtidos com ECCM-Cu3(PO4)2 em diferentes 

eletrólitos suportes: (A) KCl; (B) NaCl; (C) KNO3; (D) NaNO3; (E) tampão fosfato 0,1  

mol L-1 na presença (____) e na ausência (____) de 3,4 x10-4 mol L -1 de catequina; υ = 

50 mV s-1.  

 

4.2.3. Estudo do efeito do pH  

 

Outro parâmetro importante estudado foi a influência do pH na resposta 

voltametrica do ECCM-Cu3(PO4)2, no intervalo de pH de 4 a 11.  A FIGURA 4.7 

mostra o efeito do pH sobre a corrente de pico anódica do eletrodo modificado. A 
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corrente de pico anódica (∆I/µA) foi obtida pela diferença das correntes na presença e 

na ausência de CAT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.7. Efeito do pH na resposta voltamétrica do ECCM-Cu3(PO4)2; eletrólito 

suporte: Tampão fosfato 0,1 mol L-1/5% etanol (v/v) na presença de 2,3 × 10−6 mol L−1 

catequina. 

De acordo com a FIGURA 4.7 no intervalo de pH de 4 a 7, a corrente de 

pico aumenta e em valores de pH maiores que 7, a corrente de pico diminui. Neste 

intervalo de 7 a 10 existe um decréscimo de magnitude de corrente, o qual pode ser 

explicado pela formação de hidróxido de Cu(II) em equilíbrio com Cu3(PO4)2 na 

superfície do eletrodo segundo a equação 4.2. Porém, mesmo em pH 8,0 ou 9,0, 

observa-se resposta eletroquímica para catequina, o que sugere que  a formação de 

hidróxido de cobre na superfície não desativa completamente o eletrodo.  

 

Cu3(PO4)2 + 6 OH−  3 Cu(OH)2 + 2 PO4
3−         (4.2) 

 

A melhor definição de pico e maior sinal analítico foram observados em pH 

6,8. Sendo assim, optou-se em trabalhar com uma solução de tampão fosfato 0,1 mol 

L-1 em (pH 6,8) para a otimização e seleção dos parâmetros voltamétricos. 

 

4.2.4. Estudo do efeito da velocidade de varredura  

 

O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta 

voltamétrica do ECCM foi investigado usando voltametria cíclica no intervalo de 5 a 
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150 mV s-1 para uma solução 4,0 × 10−5 mol L−1 de catequina em tampão fosfato 0,1 

mol L-1/ 5 % etanol (v/v) (pH condicional 6,8) (FIGURA 4.8). 
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FIGURA 4.8. Resposta voltamétrica do ECCM-Cu3(PO4)2 em função da raiz quadrada 

da velocidade de varredura (   ) Ip anódico (    )Ip catódico na presença de CAT 4,0 × 

10−5 mol L−1. 

As correntes de pico anódica e catódica variaram lineamente com a raiz 

quadrada da velocidade de varredura. As equações das retas obtidas foram Ipa (A) = -

3,37 x 10-6 + 4,05 x 10-6 υ1/2 (R=0,999) e Ipc (A) = 3,34 x 10-6 - 4,05x10-6 υ1/2 (R=0,999) 

para corrente anódica e catódica respectivamente, sugerindo que os processos de 

oxidação e redução da catequina é controlado por difusão.  

 

4.2.5. Comportamento eletroquímico de CAT sobre o ECCM-Cu3(PO4)2  

 

Um eletrodo compósito de carbono (ECC) não modificado na mesma 

composição percentual de parafina foi construído para comparação com o ECCM-

Cu3(PO4)2. Na FIGURA 4.9 é apresentado o perfil voltamétrico da catequina em 

ambos os eletrodos 

O perfil voltamétrico da catequina em tampão fosfato 0,1 mol L-1/ 5% etanol 

(v/v) (pH condicional 6,8) determinado com ECC não modificado apresentou um pico 

anódico em 408 V e um pico catódico em - 34 mV e a diferença entre os potenciais de 

pico (∆Ep) foi igual a 442 mV. 

O voltamograma da catequina em tampão fosfato 0,1 mol L-1/ 5% etanol v/v 

(pH condicional 6,8) determinado com ECCM-Cu3(PO4)2 apresentou um pico anódico 
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(160 mV) e um pico catódico (11mV), sendo a razão entre a corrente de pico anódica 

e a corrente de pico catódica (Ipa/Ipc) igual a unidade. ∆Ep foi maior que 59 mV, e de 

acordo com a teoria da voltametria cíclica,160 trata-se de um sistema quase-reversível.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.9. Voltamograma cíclico para CAT 2,0 x 10-4 mol L-1 em tampão fosfato 0,1 

mol L-1/5% etanol (v/v) (pH condicional 6,8); (A) ECC não modificado e (B) ECCM-

Cu3(PO4)2; υ = 50 mV s-1  

 

Comparando os perfis voltamétricos da catequina obtido com ECCM-

Cu3(PO4)2 e ECC não modificado, observa-se que houve um ganho significativo em 

relação a magnitude de corrente obtida com ECCM-Cu3(PO4)2 em relação ao eletrodo 

não modificado. Esse valor de ∆Ep obtido empregando-se o ECCM-Cu3(PO4)2 é muito 

menor do que aquele obtido com o eletrodo não modificado, indicando a existência de 

processo eletrocatalítico, sendo a transferência de elétrons naquele eletrodo 

favorecida. Uma vantagem do eletrodo modificado é a possibilidade de se trabalhar 

em potenciais menores (menos positivos) com um sinal analítico bem maior que 

aquele obtido com o eletrodo não modificado, diminuído assim a possível interferência 

eletroquímica de concomitantes da matriz da amostra de interesse. 

O efeito do pH sobre os potencias de pico é uma das ferramentas que pode 

fornecer informações sobre o número de elétrons envolvidos na reação redox, 

segundo a equação: 

 
 

onde E = potencial da célula, E0 = potencial padrão de redução e n = número de 

elétrons envolvidos. 

(4.3) 
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Na FIGURA 4.10 é apresentada a relação Ep vs. pH, para uma solução de 

CAT 2,3 x 10-6 mol L-1 num intervalo de pH de 4 a 10.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.10. Dependência do potencial de pico com o pH 

 

A variação do potencial de pico anódico com o pH exibe uma relação linear 

com inclinação de 29,9 mV pH-1 o que indica um mecanismo que envolve a 

transferência de 2 elétrons e um próton  por molécula de catequina oxidada. 

Considerando o estudo da dependência do potencial de pico anódico com 

pH, e o mecanismo proposto por alguns autores 34,185 foi possível propor um 

mecanismo de funcionamento do ECCM estudado. A FIGURA 4.11 apresenta o 

mecanismo proposto para o funcionamento do ECCM-Cu3(PO4)2 na presença de 

catequina. 

O mecanismo do ECCM-Cu3(PO4)2 é dividido em duas etapas, uma 

química e outra eletroquímica, caracterizando-se como um mecanismo CE. 

Inicialmente, catequina é oxidada quimicamente a quinona correspondente na 

superfície do eletrodo e, Cu(II) é reduzido a Cu(I), sendo então Cu(I) oxidado 

eletroquimicamente a Cu(II) gerando o sinal analítico.  
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. 

 

FIGURA 4.11. Mecanismo proposto para o funcionamento do ECCM-Cu3(PO4)2   para 

a determinação de CAT. 

 

4.2.6. Otimização dos parâmetros da voltametria de onda quadrada (SWV) 

 

Foram otimizados os parâmetros como a freqüência de onda quadrada (f), 

amplitude de pulso de potencial (a) e o incremento de varredura de potencial (∆Es), 

para desenvolver um procedimento analítico empregando a voltametria de onda 

quadrada. A freqüência de onda quadrada é uma das mais importantes variáveis na 

SWV, pois é ela que determina a intensidade dos sinais e, conseqüentemente, a 

sensibilidade do método, e ainda fornece informações a respeito do processo 

mecanístico do sistema. A FIGURA 4.12 mostra a dependência da corrente de pico 

anódica com a freqüência, sendo selecionada para a determinação de catequina, a 

frequência de 20 s-1, por proporcionar a menor linha base em relação a demais 

freqüências estudadas. Outro parâmetro estudado foi a influência da variação da 

amplitude de pulso de potencial na corrente de pico para a oxidação da catequina. Na 

FIGURA 4.13 é apresentada a dependência da corrente de pico com a amplitude de 

onda quadrada. 

Observa-se que para valores de amplitudes menores que 60 mV, o 

aumento da intensidade de corrente é linear e a partir desse valor de amplitude as 

correntes de pico tornam–se quase constante deixando de interferir significativamente 

na sensibilidade para o método proposto. A amplitude selecionada para o 

desenvolvimento deste trabalho foi de 40 mV por apresentara melhor definição de 

pico. 

           CAT                                Quinona 
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FIGURA 4.12. Dependência da corrente de pico com freqüência de aplicação de 

pulso para CAT 2,3 x 10-6 mol L-1; a = 40 mV; ∆E = 2 mV. 

 

 

                           

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.13. Dependência da corrente de pico com a variação da amplitude de 

aplicação de pulso para CAT 2,3 x 10-6 mol L-1; f = 20 mV; ∆E = 2 mV.. 

 

Na voltametria de onda quadrada a velocidade efetiva é o resultado do 

produto da freqüência pelo incremento de varredura. Deste modo, um incremento de 

varredura maior pode aumentar o sinal obtido e assim melhorar a sensibilidade do 

método. No entanto, com incrementos maiores podem ocorrer alargamentos nos 

picos obtidos e assim a resolução pode ser comprometida, desta forma o incremento 

de varredura é um parâmetro que também deve ser analisado. 

Na FIGURA 4.14 é apresentada a dependência da intensidade de corrente 

de pico em função da variação do incremento de varredura para a catequina. Pode-se 

observar que a corrente de pico varia linearmente com o incremento de varredura, um 
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incremento de varredura de 2 mV foi escolhido para todas as determinações de 

catequina por apresentar melhor definição de pico.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.14. Influência da variação do incremento de varredura sobre as 

correntes de pico anódica para a CAT 2,3 x 10-6 mol L-1; a = 40 mV; f = 20 mV.  

 

4.2.7. Estudo de Repetibilidade  

 

Os estudos de repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando 

soluções de catequina 2,3 × 10−6 mol L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L-1 /5%  etanol 

(v/v) nos mesmo parâmetros de SWV otimizados para o método.  

Para o estudo da repetibilidade intra dias foram realizados dez medidas 

voltamétricas (n = 10) no mesmo equipamento, no menor espaço de tempo possível. 

Entre cada medida voltamétrica, a superfície do eletrodo não foi renovada. O desvio 

padrão relativo (RSD) obtido para este estudo foi de 0,89 %. Para o estudo de 

repetibilidade inter dias foram realizadas 5 medidas de corrente em dias alternados 

com diferentes soluções de catequina 2,3 × 10−6 mol L−1. O desvio padrão relativo 

(RSD) obtido para o estudo de repetibilidade inter dias foi de 1,67 %.  

 

4.2.8. Estudo de interferentes em potencial  

 

Como a matriz de chás pode conter muitas substâncias fenólicas, neste 

trabalho empregou-se o método de adição e recuperação de padrão. Para esse 

estudo foram realizados experimentos em triplicata para amostras de chás verde e 
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preto por meio da adição de alíquotas de solução padrão de CAT em três 

concentrações diferentes as soluções dessas amostras e os resultados foram 

comparados com aqueles obtidos com as amostras não adicionadas do padrão. Os 

resultados obtidos estão apresentados na TABELA 4.1. 

As recuperações variaram entre 96,0 % e 103 %; estes valores obtidos 

indicam que não houve interferência da matriz das amostras na determinação de 

catequina pelo procedimento analítico proposto. 

 

TABELA 4.1. Estudo de adição e recuperação de catequina em chás verde e preto 

usando o método proposto 

Amostra  
Catequina (mg/100mL) 

Recuperado % 
Adicionado Encontrado 

Chá Verde 

Golpará 

12,00 11,71 ± 0,04 97,6 

28,00 27,40 ± 0,04 97,8 

34,00 33,72 ± 0,04 99,2 

Real 

12,00 12,00 ± 0,07 100 

28,00 28,10 ± 0,07 100 

34,00 34,60 ± 0,05 102 

Feel 

good 

12,00 12,41 ± 0,05 103 

28,00 28,89 ± 0,05 103 

34,00 34,81 ± 0,05 102 

Chá Preto 
Dr. 

Oetker 

12,00 11,54 ± 0,10 96,2 

28,00 26,89 ± 0,10 96,0 

34,00 33,28 ± 0,06 97,9 

Leão 

12,00 11,78 ± 0,10 98,2 

28,00 27,69 ± 0,08 98,9 

34,00 33,79 ± 0,05 99,4 

Nestea 

12,00 12,26 ± 0,08 102 

28,00 28,29 ± 0.08 101 

34,00 35,01 ± 0,09 103 

 n=3.  
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4.2.9. Curva analítica e aplicações 

 

Na FIGURA 4.15 estão apresentados os voltamogramas de onda quadrada 

obtidos em diferentes concentrações de catequina nas condições otimizadas para o 

método proposto. O limite de detecção (LD) foi calculado de acordo com a equação 

4.4 onde SD é o desvio padrão dos valores de corrente obtido para 10 determinações 

na ausência do analito (branco) em mesmo potencial de oxidação do analito e b é o 

valor do coeficiente angular da curva analítica.  

 

LD =  3 SD / b                                         (4.4) 

 

A curva analítica foi linear no intervalo de concentração de CAT entre 9,9 × 

10–7 a 1,2 × 10–5  mol L–1 com um limite de detecção igual a 5,8 ×10–8 mol L–1. A 

equação de regressão linear obtida foi: ∆Ipa(A) = -6,01 x 10-8 + 1,28 [CAT] mol L–1, r = 

0,9995. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.15. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cu3(PO4)2 em diferentes 

concentrações de CAT; (a) eletrólito suporte; (b) 9,90 x10-7; (c) 2,96 x10-6; (d) 4,91 

x10-6; (e) 6,84 x10-6; (f) 8,76 x10-6; (g) 1,08 x10-5; (h) 1,24 x10-5 mol L-1; eletrólito 

suporte: tampão fosfato 0,1 mol L-1 (pH 6,8); f = 20 mVs-1, a = 40 mV, ∆Es = 2 mV). Em 

detalhe a curva analítica obtida. 
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FIGURA 4.16. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cu3(PO4)2 para a 

determinação de CAT em chá verde (Golpará); (a) amostra; (b) amostra + 1,0 x 10-6; 

(c) amostra + 1,2 x10-6; (d) amostra + 1,8 x10-6; (e) amostra + 2,3 x10-6 mol L-1 de 

solução padrão de CAT; (f = 20 mVs-1, a = 40 mV, ∆Es = 2 mV). Em detalhe a curva 

obtida. 

 

O método proposto foi aplicado na determinação de catequina em chás 

para isto utilizou-se o método de adições múltiplas de padrão. A FIGURA 4.16 mostra 

os voltamogramas obtidos pelo método de adição de padrão para uma amostra de 

chá verde. 

Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos por 

cromatografia liquida de alta resolução (HPLC) nas condições experimentais descritas 

anteriormente, a qual a catequina apresentou um tempo de retenção de 3,70 minutos. 

Na TABELA 4.2 são apresentados os resultados obtidos empregando-se o método 

proposto e HPLC. Observa-se que os resultados obtidos pelo método proposto 

empregando SWV estão em concordância com os resultados obtidos pelo método de 

HPLC.  

Os resultados obtidos pelos dois métodos também foram comparados 

aplicando-se o teste t pareado, 186 (texp = 1,942 e ttabelado = 2,571). Como o texp obtido é 

menor que o ttabelado pode-se concluir que os resultados obtidos na determinação de 

catequina pelo método proposto e por HPLC não apresentaram diferenças 

significativas, a um nível de confiança de 95%, podendo assim o método proposto ser 

usado na determinação de catequina em chás. 
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TABELA 4.2. Determinação de CAT em chás por HPLC e pelo método proposto. 

Amostras (mg/L) HPLC SWV Er% 

Chá Verde 

Golpará  9,99 ±0,06 10,03 ± 0,04  +3,10  

Real 6,82 ±0,05 6,66 ± 0,06  - 2,34 

Feel 

good 
7,00 ± 0,07  6,90 ± 0,05  -1,42  

Chá Preto 

Dr. 

Oetker 
4,15 ±0,05  4,27 ± 0,06  +4,87  

Leão 4,89 ±0,03  4,86 ± 0,06  -0,61  

Nestea 4,02 ± 0,05  4,10 ± 0,06  +1,99  

n = 3; nível de confiança de 95% 

Er% (Erro relativo %) = método proposto versus HPLC. 

 

Além do ganho na seletividade, ressalta-se também a facilidade inerente de 

construção do ECCM-Cu3(PO4)2 além do baixo custo tanto na construção do eletrodo 

quanto no custo total da determinação em relação a outros métodos, como por 

exemplo o método cromatográfico utilizado neste trabalho.  

Outra vantagem do método proposto que pode ser destacada é a economia 

de reagentes e o emprego de reagentes de baixa toxicidade. Enquanto no método 

proposto foi empregado aproximadamente 200 mL de soluções aquosas, incluindo 

soluções padrão, da amostra e do eletrólito suporte, no método comparativo (HPLC) 

foram gastos aproximadamente 8 litros de soluções de reagentes e amostras, 

incluindo metanol, um reagente de alta toxicidade. Estes valores de quantidades de 

regentes gastos referem-se a todo o procedimento analítico para ambos, o método 

proposto e o método comparativo. Estes reagentes foram todos tratados e/ou 

enviados para tratamento 
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4.3.  ECCM com Cu3(PO4)2 para determinação de quercetina em chás 

4.3.1. Estudo do efeito do eletrólito suporte 

 

O comportamento voltamétrico do ECCM com Cu3(PO4)2 imobilizado em 

resina poliéster foi investigado em cinco diferentes eletrólitos suportes, a saber: 

tampão fosfato, nitrato de sódio, nitrato de potássio, cloreto de sódio e cloreto de 

potássio. Em todas as soluções foram verificadas a presença de picos voltamétricos, 

porém a solução de tampão fosfato apresentou melhor definição de pico e intensidade 

de corrente (TABELA 4.3), sendo assim escolhida como eletrólito suporte para todas 

as determinações de quercetina em chás. 

 

4.3.2. Estudo do efeito do pH  

 

A influência do pH na resposta voltametrica do ECCM-Cu3(PO4)2 foi 

estudada no intervalo de pH de 4 a 11, em tampão fosfato 0,1 mol L−1 na presença de 

4,0 × 10−6 mol L−1 de quercetina.   

O comportamento da quercetina em tampão fosfato neste intervalo de pH é 

semelhante ao comportamento obtido para catequina no mesmo intervalo de pH e 

mesmo eletrólito, sendo assim a discussão sobre o efeito do pH na determinação de 

quercetina em chás é similar a do item 4.2.3. 

A melhor definição de pico e máximo de corrente também foi observada em 

pH 6,8 e, considerando-se os resultados obtidos, escolheu-se trabalhar com uma 

solução de tampão fosfato 0,1 mol L-1/20% etanol (v/v) (pH 6,8) para a otimização de 

outros parâmetros para esta determinação.  

 

4.3.3. Estudo do efeito da velocidade de varredura  

 

O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta 

voltamétrica do ECCM foi investigado usando voltametria cíclica no intervalo de 5 a 

150 mV s-1 para uma solução 4,0 × 10−5 mol L−1 de quercetina em tampão fosfato 0,1 

mol L-1/ 20% etanol (v/v) (pH condicional 6,8)  (FIGURA 4.17).  
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FIGURA 4.17. Resposta voltamétrica do ECCM-Cu3(PO4)2 em função da raiz 

quadrada da velocidade de varredura na presença de QCT 

 

As correntes de pico anódica não variam linearmente com a raiz quadrada 

da velocidade de varredura como observado na FIGURA 4.17, sugerindo que a 

oxidação da quercetina é controlada por adsorção das espécies na superfície do 

eletrodo.  

 

4.3.4. Comportamento eletroquímico de QCT sobre o ECCM- Cu3(PO4)2  

 

Na FIGURA 4.18 é apresentado o perfil voltamétrico da quercetina obtida 

com o ECC não modificado e ECCM-Cu3(PO4)2.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.18. Voltamogramas cíclicos para QCT 4,0 x10-5 mol L-1 em tampão fosfato 

0,1 mol L-1/ 20%  etanol (v/v) (pH condicional 6,8); (A) ECC não modificado e (B) 

ECCM-Cu3(PO4)2; υ = 50 mV s-1 
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O voltamograma da quercetina obtida com ECC não modificado apresentou 

dois picos, sendo um anódico em 315 mV e outro catódico em 257 mV. 

O voltamograma da quercetina em tampão fosfato 0,1 mol L-1/ 20% etanol 

(v/v) (pH condicional 6,8) determinado com ECCM-Cu3(PO4)2 mostra um pico anódico 

em 157 mV e um pico catódico em 100 mV vs Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1), a razão Ipa/Ipc 

foi igual a unidade e ∆Ep foi igual a 57 mV, o que de acordo com a teoria da 

voltametria cíclica,160 trata-se de um sistema reversível.  

Assim, como verificado para a catequina, o pico de oxidação obtido 

empregando-se o ECCM-Cu3(PO4)2, para determinação de QCT foi muito maior (maior 

magnitude de corrente) em relação ao ECC não modificado e houve uma diminuição 

do potencial de oxidação, como pode ser observado na FIGURA 4.18.  

A variação do potencial anódico com o pH mostrou uma relação linear com 

inclinação de 29,6 mV pH-1 o que indica um mecanismo que envolve a transferência 

de dois elétrons e um prótons.  

Também é possível prêver o número de elétrons envolvidos na reação de 

oxidação da quercetina utilizando a teoria da SWV onde a dependência dos 

potenciais de pico com o logaritmo da freqüência de aplicação dos pulsos de potencial 

para sistemas reversíveis é linear (equação 2.2).  

Na FIGURA 4.19 é apresenta o comportamento do potencial de pico em 

função do logaritmo da freqüência no intervalo de 10 a 100 s-1 para QCT.  
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FIGURA 4.19. Dependência do potencial de pico com o logaritmo da freqüência de 

aplicação dos pulsos de potencial. 
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A inclinação da curva de acordo com a FIGURA 4.19 é igual a 0,013. 

Substituindo este valor na equação 2.2, o número de elétrons envolvidos no processo 

de oxidação da catequina é igual a 2, confirmando os cálculos obtidos empregando-se 

a equação 2.2.   

Considerando a teoria desenvolvida para a voltametria de onda 

quadrada160, 173, 174, 176 para sistemas reversíveis controlado por adsorção (equação 

2.2) e o estudo da dependência do potencial de pico anódico com pH, foi possível 

propor um mecanismo de funcionamento do ECCM estudado. O mecanismo proposto 

para o funcionamento do ECCM-Cu3(PO4)2 na presença de QCT, é similar ao 

mecanismo proposto na presença de CAT, sendo que o funcionamento do eletrodo 

proposto  é dividido em duas etapas: uma química e outra eletroquímica, 

caracterizando-se como um mecanismo CE. Inicialmente, quercetina é oxidada 

quimicamente a o-quinona correspondente na superfície do eletrodo e Cu(II) é 

reduzido a Cu(I), sendo então Cu(I) reooxidado eletroquimicamente a Cu(II) gerando o 

sinal analítico.  

 

4.3.5. Otimização dos parâmetros para o método proposto 

 

Na TABELA 4.3 estão apresentados os parâmetros estudados e otimizados 

para determinação de quercetina em chás matte e camomila. 

A freqüência escolhida para todas as determinações de quercetina foi igual 

a de 30 s-1, devido apresentar menor linha base em relação as demais freqüências 

estudadas. A amplitude de 40 mV foi escolhida por apresentar melhor definição de 

pico, assim como maior intensidade de corrente. O incremento de varredura de 

potencial também foi escolhido por apresentar melhor definição de pico, aumentando 

assim além da resposta analítica, a resolução dos sinais. 
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TABELA 4.3. Resumo dos parâmetros estudados para o método proposto 

Parâmetros Valores      

estudados 

Valor 

selecionado 

Eletrólito suporte NaNO3, KNO3, 

NaCl, KCl, 

Tampão fosfato 

Tampão 

fosfato 

Solubilidade da amostra  

eletrólito/ etanol % v/v 

95/5% - 70/30% 80/20% 

pH do eletrólito 4 – 11 6,8 

Concentração de tampão fosfato (mol L-1) 0,01 –  1 0,1 

Freqüência de onda quadrada (f) (s-1) 10 – 100 30 

Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10 – 100 40 

Incremento de varredura (∆Es) (mV) 1 – 5 1 

 

 

4.3.6. Estudo de Repetibilidade  

 

Os estudos da repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando 

soluções de quercetina 4,0 × 10−6 mol L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L-1/20% etanol 

(v/v) nos mesmos parâmetros de SWV otimizados para o método. A repetibilidade 

intra e inter dias foram realizadas conforme descrito anteriormente (item 4.2.7). O 

RSD obtido para a repetibilidade intra dias foi de 1,24 % e para repetibilidade inter 

dias foi de 2,57 %. 

 

4.3.7. Estudo de interferentes em potencial e teste de recuperação 

 

Foram realizados experimentos em triplicata para amostras de chás matte 

e camomila por meio da adição de alíquotas de solução padrão de QCT em três 

concentrações diferentes nas soluções dessas amostras e os resultados foram 

comparados com aqueles obtidos com amostras não adicionadas do padrão. As 
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recuperações variaram entre 94,5 % e 102 %. Esses valores de recuperação obtidos 

indicam que não houve interferência da matriz das amostras na determinação de 

quercetina pelo procedimento analítico proposto. 

 

4.3.8. Curva analítica e aplicações 

 

Na FIGURA 4.20 estão apresentados os voltamogramas de onda quadrada 

obtidos em diferentes concentrações de QCT nas condições otimizadas apresentadas 

na TABELA 4.3. A curva analítica foi linear no intervalo de concentração de QCT entre 

1,96 x10-7 e 1,37 x10-6 mol L–1 com limite de detecção determinado conforme a 

equação 4.4 igual a 8,61 x10-8 mol L–1. A equação de regressão linear obtida foi: Ipa(A) 

= 3,15x10-7 + 3,81 [QCT] mol L–1, r = 0,9985. 

O método proposto foi aplicado na determinação de quercetina em chás. 

Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos por HPLC nas 

condições experimentais descritas anteriormente a qual a quercetina apresentou um 

tempo de retenção de 8,45 minutos. Na TABELA 4.4 são apresentados os resultados 

obtidos para o método proposto e HPLC. 
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FIGURA 4.20. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cu3(PO4)2 em diferentes 

concentrações de QCT; (a) eletrólito suporte; (b) 1,96 x10-7; (c) 3,80 x10-7; (d) 5,66 

x10-7; (e) 7,40 x10-7; (f) 9,09 x10-7; (g) 1,07 x10-6; (h) 1,23 x10-6; (i) 1,37 x10-6 mol L-1; 

eletrólito suporte: tampão fosfato 0,1 mol L-1 / 20% etanol (v/v) (pH 6,8); f = 30 mVs-1, a 

= 40 mV, ∆Es = 1 mV). Em detalhe a curva analítica obtida  
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Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se 

o teste t pareado, 186 (texp = 2,44 e ttabelado = 2,571). Como o texp obtido é menor que o 

ttabelado pode-se concluir que os resultados obtidos na determinação de quercetina pelo 

método proposto e por HPLC não apresentaram diferenças significativas, a um nível 

de confiança de 95% e pode ser usado na determinação de QCT em chás. 

 

TABELA 4.4. Determinação de quercetina em chás por HPLC e o método proposto. 

Amostras (mg/100g) HPLC SWV Er% 

Chá Matte 

Real 3,12 ± 0,03 3,08 ± 0,08  -1,28  

Hikari 3,19 ± 0,04 3,21 ± 0,05  +0,63  

Leão 2,89 ± 0,02 2,80 ± 0,06  -3,11  

Chá Camomila 

Real 2,76 ± 0,02 2,87 ± 0,04  +3,98  

Dr. 

Oetker 
2,15 ± 0,05  2,18 ± 0,04  +1,39  

Leão 2,46 ± 0,04  2,49 ± 0,05  +1,22  

n = 3; nível de confiança de 95%;  

Er% (Erro relativo %) = método proposto versus HPLC. 
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4.4.  ECCM com Cu3(PO4)2 para determinação de rutina em formulações 

farmacêuticas 

4.4.1. Estudo do efeito do eletrólito suporte 

 

O eletrólito suporte utilizado para todas as determinações de rutina foi o 

tampão fosfato 0,1 mol L-1/10% etanol (v/v) (pH condicional 6,9). Assim como para 

CAT e QCT, foram estudados cinco diferentes eletrólitos suportes sendo estes: 

tampão fosfato, nitrato de sódio, nitrato de potássio, cloreto de sódio e cloreto de 

potássio para a determinação de rutina. Em todas as soluções foram verificadas a 

presença de picos voltamétricos, porém a solução de tampão fosfato apresentou 

melhor definição de pico e intensidade de corrente (TABELA 4.5.). 

 

4.4.2. Estudo do efeito do pH  

 

O efeito do pH foi estudado no intervalo de pH de 4 a 11 em tampão fosfato 

0,1 mol L−1 / 10% etanol (v/v) na presença de 4,0 × 10−5 mol L−1 de rutina. Assim 

como para CAT e QCT a rutina apresentou o mesmo comportamento em tampão 

fosfato, sendo assim a discussão apresentada nos item 4.2.3 é valida também para 

rutina. 

A melhor definição de pico e máximo de corrente também foi observada em 

pH 6,9, sendo este pH selecionado para os estudos posteriores de otimização de 

parâmetros para esta determinação.  

 

4.4.3. Estudo do efeito da velocidade de varredura  

 

O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta 

voltamétrica do ECCM foi investigado usando voltametria cíclica no intervalo de 5 a 

150 mV s-1 para uma solução 4,0 × 10−5 mol L−1 de rutina em tampão fosfato 0,1 mol 

L-1/ 10% etanol (v/v) (pH condicional 6,9)  (FIGURA 4.21). 

As correntes de pico anódico variaram lineamente com a raiz quadrada da 

velocidade de varredura, sugerindo que o processo de oxidação da rutina é 

controlado por difusão. 
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FIGURA 4.21. Resposta voltamétrica do ECCM-Cu3(PO4)2 em função da raiz 

quadrada da velocidade de varredura (   ) Ip anódico (    )Ip catódico na presença de 

Rut. 

4.4.4. Comportamento eletroquímico de Rut sobre o ECCM-Cu3(PO4)2  

 

Na FIGURA 4.22 são apresentados os perfis voltamétricos da rutina em 

tampão fosfato utilizando um ECC não modificado e o ECCM-Cu3(PO4)2 e para efeito 

de comparação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.22. Voltamograma cíclico para Rut 4,0 x10-5 mol L-1 em Tampão fosfato 0,1 

mol L-1/ 10% de etanol (v/v) (pH condicional 6,8) utilizando (A) ECC não modificado e 

(B)  ECCM-Cu3(PO4)2; υ = 50 mV s-1 
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Como pode ser observado na FIGURA 4.22, o perfil voltamétrico da rutina 

obtida com ECC não modificado em tampão fosfato 0,1 mol L-1/ 10% etanol (v/v) (pH 

condicional 6,9) apresentou um pico anódico em 400 mV e outro catódico em 340 mV. 

E o voltamograma obtido para a rutina no mesmo eletrólito suporte usando o ECCM-

Cu3(PO4)2 apresentou um pico anódico em 168 mV e um pico catódico em 112 mV vs 

Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1), a razão Ipa/Ipc foi igual a unidade e ∆Ep foi igual a 56 mV 

evidenciando se tratar de um sistema reversível.160 

 A presença do modificador Cu3(PO4)2 imobilizado em resina poliéster 

aumentou a eficiência eletrocatalítica do eletrodo como pode ser observado na 

FIGURA 4.22, uma vez que os potenciais de pico de oxidação e de redução 

diminuíram significativamente além disso houve um aumento considerável das 

magnitudes de correntes anódica e catódica para rutina 4,0 x 10-5 mol L-1.  

A variação de potencial anódico com o pH mostrou uma relação linear com 

inclinação de 28,9 mV pH-1 o que indica um mecanismo que envolve a transferência 

de dois elétrons e um próton o que também foi confirmado utilizando a equação 2.2 

para sistemas reversíveis.  

O mecanismo proposto para o funcionamento do ECCM-Cu3(PO4)2 na 

presença de rutina é similar ao mecanismo proposto para o mesmo eletrodo na 

presença de CAT (FIGURA 4.11) sendo este dividido em duas etapas uma química e 

outra eletroquímica, caracterizando-se como um mecanismo CE. Inicialmente, rutina é 

oxidada quimicamente a 3’4’diquinona correspondente na superfície do eletrodo e 

Cu(II) é reduzido a Cu(I), sendo então Cu(I) reooxidado eletroquimicamente a Cu(II) 

gerando o sinal analítico.  

 

4.4.5. Otimização dos parâmetros para o método proposto  

 

Na TABELA 4.5 estão apresentados os parâmetros estudados e otimizados 

para determinação de rutina em formulações farmacêuticas. A frequência escolhida 

para todas as determinações de rutina foi igual a 50 s-1, em virtude desta apresentar 

menor linha base em relação a demais freqüências estudadas. A amplitude de 40 mV 

foi escolhida por apresentar melhor definição de pico. 
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TABELA 4.5. Resumo dos parâmetros estudados para o método proposto 

Parâmetros Valores      
estudados 

Valor 
selecionado 

Eletrólito suporte NaNO3, KNO3, 

NaCl, KCl,  

Tampão fosfato 

Tampão 

fosfato 

Solubilidade da amostra  

eletrólito/ etanol % v/v 

95/5% - 70/30% 90/10% 

pH do eletrólito 4 – 11 6,9 

Concentração de Tampão fosfato (mol L-1) 0,01 –  1 0,1 

Freqüência de onda quadrada (f) (s-1) 10 – 100 50 

Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10 – 100 40 

Incremento de varredura (∆Es) (mV) 1 – 5 1 

 

4.4.6. Estudo da Repetibilidade  

 

Os estudos da repetibilidade intra e inter dias foram realizados 

empregando-se soluções de rutina 4,0 × 10−5 mol L−1 em tampão fosfato 0,1 mol L-1 

/10% etanol (v/v) nos mesmos parâmetros de SWV otimizados para o método 

proposto. A repetibilidade intra e inter dias foram realizadas conforme descrito 

anteriormente (item 4.2.7). O RSD obtido para a repetibilidade intra dias foi de 0,78 % 

e pra repetibilidade inter dias foi de 1,92 %. 

 

4.4.7. Estudo de interferentes em potencial e teste de recuperação 

 

Foram avaliados alguns excipientes presentes em amostras comerciais que 

pudessem interferir na determinação de rutina. As substâncias avaliadas foram: 

sacarina sódica, metilparabeno, amido, carbonato de cálcio e estearato de magnésio 

em solução de tampão fosfato 0,1 mol L-1/10% etanol (v/v) (pH condicional 6,9) na 

mesma concentração (1:1 interferente: analito) e dez vezes maior (10:1 

interferente:analito) sendo a concentração de rutina igual a 4,0 × 10−5 mol L−1. 
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Nenhuma substância investigada causou interferência na determinação de rutina 

nestas concentrações investigadas.  

Também foi realizado o estudo de adição e recuperação de padrão. As 

recuperações variaram entre 98,2% e 104%, estes valores obtidos indicam que não 

houve interferência da matriz das amostras na determinação de rutina pelo 

procedimento analítico proposto. 

 

4.4.8. Curva analítica e aplicações 

 

Na FIGURA 4.23 estão apresentados os voltamogramas de onda quadrada 

obtidos em diferentes concentrações de rutina nas condições otimizadas 

apresentadas na TABELA 4.5. A curva analítica foi linear no intervalo de concentração 

de Rut entre 9,97x10-8 e 2,5 x10-6 mol L–1, LD = 4,15x10-8 mol L–1 conforme a equação 

4.4. A equação de regressão linear obtida foi: ∆Ipa(A) = 7,36 x 10-7 + 5,40 [Rut] mol L–

1, r = 0,9994. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.23. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cu3(PO4)2 em diferentes 

concentrações de Rut; (a) eletrólito suporte; (b) 9,97 x10-8; (c) 5,34 x10-7; (d) 7,86 x10-

7; (e) 1,03 x10-6; (f) 1,26 x10-6; (g) 1,5 x10-6; (h) 1,70 x10-6; (i) 1,91 x10-6; (j) 2,12 x10-6; 

(k) 2,32 x10-6; (l) 2,50 x10-6 mol L-1; eletrólito suporte: tampão fosfato 0,1 mol L-1/10% 

etanol (v/v) (pH 6,9); f = 50 mVs-1, a = 40 mV, ∆Es = 1 mV). Em detalhe a curva 

analítica obtida  
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O método proposto foi aplicado na determinação de rutina em formulações 

farmacêuticas. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos 

por HPLC nas condições experimentais descritas anteriormente a qual a rutina 

apresentou um tempo de retenção de 4,2 minutos. Na TABELA 4.6 são apresentados 

os resultados obtidos para o método proposto e HPLC. 

Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se 

o teste t pareado, 186 (texp = 2,254 e ttabelado = 2,571). Como o texp obtido é menor que o 

ttabelado pode-se concluir que os resultados obtidos na determinação de rutina pelo 

método proposto e por HPLC não apresentaram diferenças significativas, a um nível 

de confiança de 95%.  

 

TABELA 4.6. Determinação de rutina em formulações farmacêuticas por HPLC e pelo 

método proposto. 

Rutina 

Amostras  Valor  rotulado  HPLC  SWV  Er1%  Er2%  

Venocur* 300 299 ± 2 306 ± 1 + 2,0 +2,3 

Nova Rutina** 20,0 19,9 ± 0,2 19,7 ± 0,2 - 1,5 -1,0 

n = 3; nível de confiança de 95% 

* mg Rutina por comprimido; ** mg Rutina por mL  

Er1 = método proposto vs. valor rotulado; Er2 = método proposto vs. HPLC.  
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4.5. ECCM com Cu3(PO4)2 para determinação de BHA em maionese  

4.5.1. Estudo do efeito do eletrólito suporte 

 

O eletrólito suporte utilizado para todas as determinações de BHA foi o 

nitrato de potássio 0,1 mol L-1 contendo 10% de etanol (pH condicional 6,7)  

Foram estudados cinco diferentes eletrólitos suportes (tampão fosfato, 

nitrato de sódio, nitrato de potássio, cloreto de sódio e cloreto de potássio) para ser 

usados nas determinações. Em todas as soluções com exceção do tampão fosfato, foi 

verificada a presença de picos voltamétricos, porém a solução de nitrato de potássio 

apresentou melhor definição de pico e intensidade de corrente sendo assim uma 

solução de KNO3 foi escolhida para todas as determinações de BHA.  

 

4.5.2. Estudo do efeito do pH  

 

O comportamento eletroquímico do ECCM-Cu3(PO4)2 foi estudado no 

intervalo de pH de 2 a 9 em KNO3 0,1 mol L−1/10% etanol (v/v) na presença e na 

ausência de 2,0 × 10−5 mol L−1 de BHA . A FIGURA 4.24 mostra o efeito do pH sobre 

a corrente de pico anódica do eletrodo modificado. A corrente de pico anódico (∆I/µA) 

foi obtida pela diferença das correntes na presença e na ausência de BHA. 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Observa-se um aumento significativo da corrente de pico para valores de 

pH entre 2 e 6,7 o que provavelmente se deve a influencia dos íons H+ na cinética de 

FIGURA 4.24. Efeito do pH na resposta voltamétrica do ECCM-Cu3(PO4)2; eletrólito 

suporte: KNO3  0,1 mol L-1/10% etanol (v/v) na presença de BHA. 
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reação entre BHA e Cu3(PO4)2 na superfície do eletrodo. Para valores de pH acima de 

6,7 observa-se um decréscimo na intensidade de corrente. A melhor definição de pico 

e máximo de corrente foi observado em pH  6,7 em virtude dos resultados obtidos 

escolheu-se trabalhar com um solução de KNO3 em pH 6,7 para a otimização de 

outros parâmetros para esta determinação.  

 

4.5.3. Estudo do efeito da velocidade de varredura  

 

O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta 

voltamétrica do ECCM foi investigado usando voltametria cíclica no intervalo de 5 a 

150 mV s-1 para uma solução 6,0 × 10−4 mol L−1 de BHA em KNO3 0,1 mol L-1/ 10% 

etanol (v/v) (pH condicional 6,7)  (FIGURA 4.25). 

As correntes de pico anódica variaram lineamente com a raiz quadrada da 

velocidade de varredura, sugerindo que o processo de oxidação de BHA é controlado 

por difusão.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.25. Resposta voltamétrica do ECCM-Cu3(PO4)2 em função da raiz 

quadrada da velocidade de varredura na presença de 6,0 × 10−4 mol L−1 de BHA em 

KNO3 0,1 mol L-1/ 10% etanol (v/v) (pH condicional 6,7)  . 

 

4.5.4. Comportamento eletroquímico de BHA sobre o ECCM-Cu3(PO4)2  

 

Na FIGURA 4.26 são apresentados os perfis voltamétricos de BHA em 

KNO3 utilizando os ECCM-Cu3(PO4)2 e um ECC não modificado na mesma 

composição percentual de parafina para vias de comparação.  
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FIGURA 4.26. Voltamogramas cíclicos de BHA 2,0 x10-5 mol L-1 em KNO3 0,1 mol L-1/ 

10% de etanol (v/v) (pH 6,7) utilizando (A) ECC não modificado e (B)  ECCM-

Cu3(PO4)2; υ = 50 mV s-1 

 

Como pode ser observado na FIGURA 4.26, o perfil voltamétrico de BHA 

obtido com ECC não modificado em KNO3 0,1 mol L-1/ 10% etanol (pH 6,7) 

apresentou um pico anódico em 582 mV vs Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1) e o perfil 

voltamétrico de BHA em KNO3 0,1 mol L-1/ 10% etanol (pH 6,7) determinado com 

ECCM-Cu3(PO4)2 mostram um pico anódico em 440 mV vs Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1), a 

ausência de um pico catódico no sentido inverso de varredura e o deslocamento para 

potenciais mais positivos com o aumento da velocidade de varredura evidencia se 

tratar de um sistema irreversível de acordo com a teoria da voltametria cíclica.160  

O potencial de trabalho utilizando ECCM-Cu3(PO4)2 foi deslocado para 

potenciais menos positivos, podendo assim aumentar a seletividade do eletrodo. A 

magnitude de corrente também aumentou significativamente para a mesma 

concentração de BHA empregada nestas determinações voltamétricas, sugerindo 

assim tratar-se de um processo eletrocatalítico. 

 A variação de potencial anódico com o pH mostrou uma relação linear com 

inclinação de 29,5 mV pH-1 o que indica um mecanismo que envolve a transferência 

de dois elétrons e um próton. 

Utilizando-se os critérios de diagnósticos disponíveis para a técnica de 

voltametria de onda quadrada,172, 173, 187 também foi possível prever o número de 

elétrons envolvidos na reação de oxidação de BHA. De acordo com estes critérios, a 

dependência dos potenciais de pico com o logaritmo da freqüência de onda quadrada 

para reações totalmente irreversíveis (equação 2.1) é linear.  
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A Figura 4.27 apresenta o comportamento do potencial de pico em função 

do logaritmo da freqüência para BHA. Como pode ser observado, há uma relação 

linear entre o potencial de pico de oxidação de BHA e o logaritmo da freqüência, com 

uma inclinação da curva de 0,088. Empregando-se a equação 2.1 e, considerando o 

coeficiente de transferência de carga igual a 0,5, que é o valor comumente utilizado 

para moléculas orgânicas, o número de elétrons envolvidos no processo de oxidação 

de BHA é igual a 2.  
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Figura 4.27. Dependência do potencial de pico com o logaritmo da freqüência de 

aplicação de pulso de potencial.  

 

Considerando os estudos realizados os quais indicam que no processo 

de oxidação de BHA estão envolvidos dois elétrons, sugere-se que em KNO3 0,1 mol 

L-1/ 10% etanol (pH 6,7), BHA  é oxidado a TBQ  liberando dois elétrons, como mostra 

a reação a seguir: 

                

 

4.5.5. Otimização dos parâmetros para o método proposto  

 

Na TABELA 4.7 estão apresentados todos os parâmetros estudados e 

otimizados para determinação de BHA em amostras de alimentos. 
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A freqüência escolhida para todas as determinações de BHA foi igual a 80 

s-1, em virtude desta freqüência apresentar menor linha base em relação as demais 

freqüências estudadas e melhor definição de pico. A amplitude de 60 mV foi escolhida 

por apresentar melhor definição de pico, assim como maior magnitude de corrente, 

este critério também foi utilizado para selecionar o incremento de varredura potencial 

igual a 5 mV.  

 

TABELA 4.7. Resumo dos parâmetros estudados para o método proposto 

Parâmetros Valores      

estudados 

Valor 

selecionado 

Eletrólito suporte NaNO3, KNO3, 

NaCl, KCl,  

tampão fosfato 

 

KNO3 

Solubilidade da amostra  

eletrólito/ etanol % v/v 

95/5%-70/30% 90/10% 

pH do eletrólito 2 – 9 6,7 

Concentração de KNO3 (mol L-1) 0,01 –  1 0,1 

Freqüência de onda quadrada (f) (s-1) 10 – 100 80 

Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10 – 100 60 

Incremento de varredura (∆Es) (mV) 1 – 6 5 

 

 

 

Os estudos de repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando 

soluções de BHA 2,0 × 10−5 mol L−1 em KNO3/10% etanol (v/v) nos mesmos 

parâmetros de SWV otimizados para o método.  

A repetibilidade inter e intra dias foram realizadas conforme descrito 

anteriormente no item 4.2.7. O RSD obtido para a repetibilidade inter dias foi de 0,86 

% e para repetibilidade intra dias foi de 2,79 %. 

 

4.5.6. Estudo de Repetibilidade  
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4.5.7. Estudo de interferentes em potencial e teste de recuperação 

 

Foram avaliadas algumas substâncias presentes em amostras de 

maioneses que podem interferir na determinação de BHA. As substâncias avaliadas 

foram: ácido cítrico, EDTA, benzoato de sódio, amido, sorbato de potássio e lactose 

em solução de KNO3 0,1 mol L-1/10% etanol (v/v) (pH condicional 6,7) na mesma 

concentração (1:1 interferente: analito) e dez vezes maior (10:1 interferente: analito) 

sendo a concentração de BHA 2,0 × 10−5 mol L−1. Nenhuma substância investigada 

apresentou interferência na determinação de BHA em maioneses.  

Também foi realizado o estudo de adição e recuperação de padrão. As 

recuperações variaram entre 95,8% e 104%, estes valores obtidos indicam que não 

houve interferência significativa da matriz das amostras na determinação de BHA pelo 

procedimento analítico proposto. 

 

4.5.8. Curva analítica e aplicações 

 

Na FIGURA 4.28 estão apresentados os voltamogramas de onda quadrada 

obtidos em diferentes concentrações de BHA nas condições otimizadas apresentadas 

na TABELA 4.7. A curva analítica foi linear no intervalo de concentração de BHA entre 

3,40 x10-7 e  4,12 x10-5 mol L–1 com LD = 5,9 x10-8 mol L–1 (segundo equação 4.4). A 

equação de regressão linear obtida foi: ∆Ipa(A) = 2,41 x 10-6 + 0,83 [BHA] mol L–1, r = 

0,9989. 

O método proposto foi aplicado na determinação de BHA em amostras de 

maioneses. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos por 

HPLC nas condições experimentais descritas anteriormente, o qual BHA apresentou 

um tempo de retenção de 6,7 minutos. Na TABELA 4.8 são apresentados os 

resultados obtidos empregando-se os métodos proposto e HPLC. 

Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se 

o teste t pareado, 186 (texp = 2,482 e ttabelado = 2,571). Como o texp obtido é menor que o 

ttabelado pode-se concluir que os resultados obtidos na determinação de BHA pelo 

método proposto e por HPLC não apresentaram diferenças significativas, a um nível 

de confiança de 95%.  
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FIGURA 4.28. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cu3(PO4)2 em diferentes 

concentrações de BHA; (a) eletrólito suporte; (b) 3,40 x10-7; (c) 2,37 x10-6; (d) 9,62 

x10-6; (e) 1,54 x10-5; (f) 2,09 x10-5; (g) 2,59 x10-5; (h) 3,06 x10-5; (i) 3,45 x10-5; (j) 4,12 

x10-5 mol L-1; eletrólito suporte: KNO3 0,1 mol L-1 / 10 % etanol (v/v) (pH 6,7); f = 80 s-1, 

a = 60 mV, ∆Es = 5 mV). Em detalhe a curva analítica obtida. 

 

TABELA 4.8. Determinação de BHA em maionese por HPLC e pelo método proposto. 

 BHA (mg/100g)  

Amostras HPLC SWV Er% 

Hellmans 2,40 ± 0,05 2,55 ± 0,09 +6,25 

Soya 5,96 ± 0,06 6,10 ± 0,05 +2,35 

Arisco 1,60 ±0,04 1,64 ± 0,09 +2,50 

         n = 3; nível de confiança de 95% 
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4.6.  ECCM com Cu3(PO4)2 para determinação de BHT em amostras de maionese 

e margarina 

4.6.1. Estudo do efeito do eletrólito suporte 

 

O eletrólito suporte utilizado para todas as determinações de BHT foi o 

nitrato de potássio 0,1 mol L-1 / 10 % etanol (v/v) (pH 6,7)  

Assim como para BHA, foram estudados cinco diferentes eletrólitos 

suportes (tampão fosfato, nitrato de sódio, nitrato de potássio, cloreto de sódio e 

cloreto de potássio) para ser usados nas determinações. Em todas as soluções com 

exceção do tampão fosfato, foi verificada a presença de picos voltamétricos, porém a 

solução de nitrato de potássio apresentou melhor definição de pico e intensidade de 

corrente sendo assim escolhida para todas as determinações de BHT.  

 

4.6.2. Estudo do efeito do pH  

 

O comportamento eletroquímico do ECCM-Cu3(PO4)2 foi estudado no 

intervalo de pH de 2 a 9, em KNO3 0,1 mol L−1/10% etanol (v/v) na presença e na 

ausência de 4,0 × 10−5 mol L−1 de BHT. O comportamento do ECCM-Cu3(PO4)2 na 

presença de BHT variando o pH foi similar ao obtido na presença de BHA, assim a 

discussão é similar ao item 4.5.2. A melhor definição de pico e máximo de corrente foi 

observada em pH 6,7, sendo assim essa solução selecionada para os estudos 

futuros.  

 

4.6.3. Estudo do efeito da velocidade de varredura  

 

O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta 

voltamétrica do ECCM foi investigado usando voltametria cíclica no intervalo de 5 a 

150 mV s-1 para uma solução  4,0 × 10−5 mol L−1 de BHT em KNO3 0,1 mol L-1/ 10% 

etanol (v/v) (pH 6,7) (FIGURA 4.29). As correntes de pico anódicas variaram 

lineamente com a raiz quadrada da velocidade de varredura, sugerindo que o 

processo de oxidação de BHT é controlado por difusão.  
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FIGURA 4.29. Resposta voltamétrica do ECCM-Cu3(PO4)2 em função da raiz 

quadrada da velocidade de varredura na presença de BHT. 

 

4.6.4. Comportamento eletroquímico de BHT sobre o ECCM-Cu3(PO4)2  

 

Na FIGURA 4.30 são apresentados os perfis voltamétricos de BHT em 

KNO3 0,1 mol L-1/10% etanol (v/v) utilizando os ECCM-Cu3(PO4)2 e um ECC não 

modificado na mesma composição percentual de parafina para efeito de comparação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.30. Voltamograma cíclico para BHT 4,0 x10-5 mol L-1 em KNO3 0,1 mol L-1 

/10% de etanol (v/v) (pH 6,7) utilizando (A) ECC não modificado e (B)  ECCM-

Cu3(PO4)2; υ = 50 mV s-1 

 

Como pode ser observado na FIGURA 4.30, o perfil voltamétrico de BHT 

em KNO3 0,1 mol L-1/ 10% etanol (pH 6,7) determinado ECC não modificado 

apresentou um pico anódico em 1,08 V vs Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1). 
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 O perfil voltamétrico de BHT obtido com ECCM com Cu3(PO4)2 em KNO3 

0,1 mol L-1/ 10% etanol (pH 6,7) mostra um pico anódico em 870 mV vs Ag/AgCl (KCl 

3 mol L-1). A ausência de um pico catódico no sentido inverso de varredura de 

potencial e o deslocamento para potenciais mais positivos com o aumento da 

velocidade de varredura evidencia se tratar-se de um sistema irreversível.160, 163  

O potencial de trabalho utilizando ECCM-Cu3(PO4)2 foi deslocado para 

potenciais menos positivos, podendo aumentar assim a seletividade do eletrodo. A 

magnitude de corrente também aumentou significativamente na mesma concentração 

de BHT empregada nestas determinações voltamétricas, sugerindo assim tratar-se de 

um processo eletrocatalítico. 

A variação do potencial anódico com o pH mostrou uma relação linear com 

inclinação de 29,7 mV pH-1 o que indica um mecanismo que envolve a transferência 

de dois elétrons e um próton e utilizando a equação 2.1 e considerando α = 0,5 o 

número de elétrons envolvidos no processo de oxidação de BHT também foi igual a 2 

conforme a equação a seguir sugerida.  

 

 

4.6.5. Otimização dos parâmetros para o método proposto  

 

Na TABELA 4.9 estão apresentados todos os parâmetros estudados e 

otimizados para determinação de BHT em amostras de maioneses e margarinas.  

A freqüência de onda quadrada para determinação de BHT foi escolhida 

em virtude desta apresentar menor linha base em relação a demais freqüências 

estudadas e melhor definição de pico. Assim, como a amplitude de onda quadrada e 

incremento de varredura de potencial que também foram escolhidos por apresentar 

melhor definição de pico e maior intensidade de corrente. 
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TABELA 4.9. Resumo dos parâmetros estudados para o método proposto 

Parâmetros Valores      

estudados 

Valor 

selecionado 

Eletrólito suporte NaNO3, KNO3, 

NaCl, KCl,  

Tampão fosfato 

 

KNO3 

Solubilidade da amostra  

eletrólito/ etanol % v/v 

95/5% - 70/30% 90/10% 

pH do eletrólito 2 – 9 6,7 

Concentração de KNO3 (mol L-1) 0,01 –  1 0,1 

Freqüência de onda quadrada (f) (s-1) 10 – 100 80 

Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10 – 100 70 

Incremento de varredura (∆Es) (mV) 1 – 6 5 

 

4.6.6. Estudo de Repetibilidade  

 

Os estudos de repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando 

soluções de BHT 4,0 × 10−5 mol L−1 em KNO3 0,1 mol L-1/10% etanol (v/v) nos mesmo 

parâmetros de SWV otimizados para o método. A repetibilidade inter e intra dias 

foram realizadas conforme descrito anteriormente no item 4.2.7. O RSD obtido para a 

repetibilidade inter dias foi de 1,97 % e pra repetibilidade intra dias foi de 2,33 %. 

 

4.6.7. Estudo de interferentes em potencial e teste de recuperação 

 

Foram avaliadas algumas substâncias presentes em amostras de 

alimentos que podem interferir na determinação de BHT. As substâncias avaliadas 

foram: ácido cítrico, EDTA, benzoato de sódio, amido, sorbato de potássio e lactose 

em solução de KNO3 0,1 mol L-1/10% etanol (v/v) (pH 6,7) na mesma concentração 

(1:1 interferente: analito) e dez vezes maior (10:1 interferente: analito) sendo a 

concentração de BHT 4,0 × 10−5 mol L−1. Nenhuma substância investigada apresentou 
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interferência na determinação de BHT em amostras de alimentos. Também foi 

realizado o estudo de adição e recuperação de padrão. As recuperações variaram 

entre 95,1% e 104%. Esses valores obtidos indicam que não houve interferência 

significativa da matriz das amostras na determinação de BHT pelo procedimento 

analítico proposto. 

 

4.6.8. Curva analítica e aplicações 

 

Na FIGURA 4.31 estão apresentados os voltamogramas de onda quadrada 

obtidos em diferentes concentrações de BHT nas condições otimizadas apresentadas 

na TABELA 4.9. A curva analítica foi linear no intervalo de concentração de BHT entre 

3,40 x10-7  a 4,12 x10-5 mol L–1 com LD = 6,72 x10-8 mol L–1 (de acordo com a equação 

4.4). A equação de regressão linear obtida foi: ∆Ipa (A) = 1,82 x10-6 + 0,48 [BHT] mol 

L–1, r = 0,9986. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.31. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cu3(PO4)2 em diferentes 

concentrações de BHT; (a) eletrólito suporte; (b) 3,40 x10-7; (c) 2,37 x10-6; (d) 9,62 

x10-6; (e) 1,54 x10-5; (f) 2,09 x10-5; (g) 2,59 x10-5; (h) 3,06 x10-5; (i) 3,45 x10-5; (j) 4,12 

x10-5 mol L-1; eletrólito suporte: KNO3 0,1 mol L-1/10% etanol (v/v) (pH 6,7); f = 80 mVs-

1, a = 70 mV, ∆Es = 5 mV). Em detalhe a curva analítica obtida. 
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O método proposto foi aplicado na determinação de BHT em amostras de 

maioneses e margarinas. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados 

obtidos por HPLC nas condições experimentais descritas anteriormente a qual a BHT 

apresentou um tempo de retenção de 8,8 minutos. Na TABELA 4.10 são 

apresentados os resultados obtidos para o método proposto e HPLC.  

Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se 

o teste t pareado, 186 (texp = 2,381 e ttabelado = 2,571). Como o texp obtido é menor que o 

ttabelado pode-se concluir que os resultados obtidos na determinação de BHT pelo 

método proposto e por HPLC não apresentaram diferenças significativas, a um nível 

de confiança de 95%.  

 

TABELA 4.10. Determinação de BHT em amostras de maioneses e margarinas por 

HPLC e pelo método proposto. 

BHT (mg/100g) 

Amostras HPLC SWV Er% 

Vigor 1,20 ± 0,05 1,22 ± 0,06 +1,66 

Doriana 2,07 ± 0,04 2,00 ± 0,07 - 3,38 

Soya 3,37 ± 0,05 3,24 ± 0,09 - 3,85 

Arisco 1,04 ± 0,06 1,09 ± 0,08 + 4,80 

             n = 3; nível de confiança de 95% 

 

4.7. Determinação Simultânea de BHA e BHT 

 

O interesse em desenvolver um procedimento eletroanalítico para a 

determinação simultânea dos antioxidantes artificiais BHA e BHT é de grande 

interesse uma vez que estas substâncias são adicionadas em muitos produtos 

alimentícios gordurosos como maioneses, óleos, margarinas, biscoitos entre outros. A 

cromatografia líquida de alta eficiência é o método mais empregado para a 

determinação destes antioxidantes. No entanto, este método possui algumas 

desvantagens como o tempo de análise, a quantidade elevada de solventes 

empregados e, o alto custo inerente da técnica, justificando assim o desenvolvimento 
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do método voltamétrico proposto, que se mostrou mais rápido, simples e de menor 

custo por determinação. 

A determinação simultânea de BHA e BHT foi investigada por voltametria 

de onda quadrada, uma vez que os potenciais de pico de oxidação de BHA (440 mV) 

e de BHT (870 mV) são distintos. Após otimizar as melhores condições de trabalho 

para a determinação de BHA e BHT separadamente, realizou-se as medidas 

voltamétricas de onda quadrada para determinação simultânea destes antioxidantes. 

As condições de trabalho foram selecionadas e estão apresentadas na TABELA 4.11. 

       

TABELA 4.11.  Parâmetros estudados para determinação simultânea de  

BHA e BHT por SWV. 

Parâmetros Estudados Selecionado 

Frequência de onda quadrada (f) (s-1) 10 – 80 50 

Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10 – 100 70 

Incremento de varredura (∆Es) (mV) 1 – 5 5 

 

Na FIGURA 4.32 são apresentados os voltamogramas de SW obtidos no 

intervalo de potencial de 0,15 a 1,25 V, onde foram feitas adições sucessivas de BHA 

em diferentes concentrações mantendo a concentração de BHT em 2,0 x 10-5 mol L-1. 

Observa-se que BHT não interfere na quantificação de BHA. Em detalhe a curva 

analítica obtida. A curva analítica foi linear no intervalo de concentração de BHA entre 

3,40 x10-7 e 4,12 x10-5 mol L–1 com LD = 7,26 x10-8 mol L–1 (de acordo com a equação 

4.4). A equação de regressão linear obtida foi: ∆Ipa(A) = 6,00 x10-6 + 0,66 [BHA] mol L–

1, r = 0,9987. 

Na FIGURA 4.33 são apresentados os voltamogramas de onda quadrada 

obtidos no mesmo intervalo de potencial, onde foram feitas adições sucessivas de 

BHT num intervalo de concentração entre 3,40 x10-7 e 4,12 x10-5 mol L-1, mantendo a 

concentração de BHA constante em 9,0 x10-6 mol L-1. Com pode ser observado, BHA 

também não interfere na quantificação de BHT. Em detalhe a curva analítica obtida 

para BHT. A curva analítica foi linear no intervalo de concentração de BHT entre 3,40 

x10-7 e 4,12 x10-5 mol L–1 com LD = 9,31 x10-8 mol L–1. A equação de regressão linear 

obtida foi: ∆Ipa(A) = 9,15 x10-8 + 0,39 [BHT] mol L–1, r = 0,9994. 
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FIGURA 4.32.  Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cu3(PO4)2 em várias 

concentrações de BHA na presença de 2,0x10-5 mol L-1 de BHT; (a) eletrólito suporte; 

(b) 3,40 x10-7; (c) 2,37 x10-6; (d) 9,62 x10-6; (e) 1,54 x10-5; (f) 2,09 x10-5; (g) 2,59 x10-5; 

(h) 3,06 x10-5; (i) 3,45 x10-5; (j) 4,12 x10-5 mol L-1;  eletrólito: KNO3 0,1 mol L-1/ 10% 

etanol (v/v) (pH 6,7); f = 50 s-1 ; a= 70mV; ∆Es = 5mV; Em detalhe a curva analítica 

obtida.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.33.  Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cu3(PO4)2 em várias 

concentrações de BHT na presença de 9,0x10-6 mol L-1 de BHA; (a) eletrólito suporte; 

(b) 3,40 x10-7; (c) 2,37 x10-6; (d) 9,62 x10-6; (e) 1,54 x10-5; (f) 2,09 x10-5; (g) 2,59 x10-5; 

(h) 3,06 x10-5; (i) 3,45 x10-5; (j) 4,12 x10-5 mol L-1;  eletrólito: KNO3 0,1 mol L-1/ 10% 

etanol (v/v) (pH 6,7); f = 50 s-1; a= 70mV; ∆Es = 5mV; Em detalhe a curva analítica 

obtida.  
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Também foram realizadas medidas voltamétricas de SW adicionando 

simultaneamente BHA e BHT na célula eletroquímica contendo 5 mL de KNO3 0,1 mol 

L-1/10% etanol (v/v). A Figura 4.34 mostra os voltamogramas de SW obtidos variando-

se a concentração de BHA e BHT no intervalo de concentração entre 3,40 x10-7 e 4,12 

x10-5 mol L–1 para ambos. As curvas analíticas obtidas estão apresentadas na 

FIGURA 4.34 B e C. As equações das retas obtidas foram para BHA: ∆Ipa (A) = 2,24 

x10-6 + 0,86 [BHA] (R= 0,9994), com LD igual 6,89 x10-8 mol L-1 e para BHT: ∆Ipa (µA) 

= 1,16 X 10-5 + 0,45 [BHT] (R= 0,9997), com LD  igual 9,11 x10-8 mol L-1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.34. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com ECCM-Cu3(PO4)2 

em várias concentrações de BHA e BHT; eletrólito: KNO3 0,1 mol L-1/10% etanol (v/v) 

(pH 6,7); f = 50mV/s ; a= 70mV; ∆Es = 5 mV; (B) curva analítica obtida para BHA; (C) 

curva analítica obtida para BHT.  

 

4.7.1. Estudo da Repetibilidade  

 

Os estudos da repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando 

soluções de BHA 2,0 x 10-5 mol L−1 e BHT 5,0 × 10−5 mol L−1 em KNO3 0,1mol L-1/10% 

etanol (v/v) nos mesmo parâmetros de SWV otimizados para o método. A 

repetibilidade inter e intra dias foram realizadas conforme descrito anteriormente no 

item 4.2.7. O desvio padrão relativo obtido para repetibilidade intra dias foi de 1,2 % 
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para BHA e 2,3 % para BHT e o RSD obtido para o estudo de repetibilidade inter dias 

foi de 2,77 e 3,2 % para BHA e BHT respectivamente.  

4.7.2. Estudo de Adição e Recuperação 

 

Foram obtidas recuperações variando entre 96,2 e 102 % para BHA na 

presença de BHT e entre 98,0 a 102 % para BHT na presença de BHA, indicando 

assim que não houve efeito de matriz nessas determinações voltamétricas. O método 

proposto foi aplicado na determinação simultânea de BHA e BHT em amostras de 

maioneses e margarinas. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados 

obtidos por HPLC nas condições experimentais descritas anteriormente. Nas 

TABELAS 4.12 são apresentados os resultados obtidos para o método proposto e 

HPLC. 

Observa-se que os resultados obtidos por SWV estão em concordância 

com os resultados obtidos por HPLC. Aplicou-se o teste t pareado186 para os 

resultados obtidos empregando-se o procedimento proposto e HPLC. Para BHA o texp 

= 1,51 e para BHT o texp = 1,99, ambos os valores são menores que o ttabelado = 2,57, 

portanto, os resultados da determinação simultânea de BHA e BHT pelo procedimento 

proposto e HPLC não apresentaram diferenças significativas, a um nível de confiança 

de 95 % e estão dentro de um erro relativo aceitável. 

Na TABELA 4.13 são apresentados os resultados obtidos para todos os 

antioxidantes pelo método proposto utilizando o ECCM-Cu3(PO4)2 e os resultados 

obtidos por alguns autores, também é apresentado nesta tabela os potenciais de pico 

obtidos com um eletrodo compósito de carbono não modificado (ECCNM). Observa-

se que os potenciais de trabalho obtidos para todos os antioxidantes determinados 

usando o ECCM-Cu3(PO4)2 foram menores em relação aos autores citados, com 

destaque para a rutina em relação a FRANZOI et al.188 

Esses autores empregaram um eletrodo de pasta de carbono modificado 

com polivinilpirolidona (PVP) para determinar rutina em fármacos usando as técnicas 

de voltametria cíclica e voltametria linear. Em relação ao limite de detecção, o 

antioxidante BHA e CAT foram o que obtiveram maior variação comparada aos três 

autores citados na TABELA 4.13, sendo que LD obtido pelo método proposto foi 

quase duas décadas menor. 
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TABELA 4.12. Determinação simultânea de BHA  e BHT em  amostras de maioneses 

e margarinas usando o método proposto e HPLC 

 BHA (mg/100g)  

Amostras HPLC SWV Er% 

Hellmans 2,40 ± 0,05 2,50 ± 0,09  +4,16  

Soya 5,96 ± 0,06 5,87 ± 0,05  - 1,51  

Arisco 1,60 ± 0,04 1,59 ± 0,09  -0,62  

BHT (mg/100g) 

Amostras HPLC SWV Er% 

Vigor 1,20 ± 0,05 1,18 ± 0,06  -1,66  

Doriana 2,07 ± 0,04 1,98 ± 0,05  - 4,34  

Soya 3,37 ± 0,05 3,32 ± 0,09  -1,48  

Arisco 1,04 ± 0,06 1,10 ± 0,09  + 5,76  

 n=3 

 

TABELA 4.13. Comparação entre os resultados obtidos pelo método proposto e 

alguns autores.  

 ECCNM  ECCM-Cu3(PO4)2 Referências 

 Ep (V) Ep (V) LD (mol L-1) Ep (V) LD(mol L-1)  

CAT 0,40 0,16 5,8 x10-8 
0,23 ---- 33 

0,20 4,65x10
-6

 
24 

 

QCT 
031 

 

0,16 

 

8,6 x10-8 

0,31 8,0 x10-8 189 

0,36 2x10
-8

 
40 

 

Rut 
0,40 

 

0,16 

 

4,1 x10-8 

0,87 1,5 x10-7 188 

0,37 1,8 x10-8 95 

BHA 0,58 0,44 5,9x10-8 
0,64 1,0x10-6 190 

0,65 3,7x10-6 76 

BHT 1,08 0,87 6,7x10-8 0,84 6,8 x10-7 190 
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4.8. ECCM com Ni(OH)2 para determinação de catequina em chás 

4.8.1. Estudo da composição do eletrodo 

 

O efeito da composição do eletrodo foi estudado por voltametria cíclica, 

fixando primeiramente a percentagem de aglutinante (parafina) em 20%, quantidade 

mínima necessária para obter um compósito homogêneo, e variaram-se as 

quantidades de pó de grafite e Ni(OH)2 imobilizado em resina poliéster nas seguintes 

proporções de pó de grafite/parafina: 80:20; 60:20; 65:20, 60:20 e 55:20 (% m/m) e 

Ni(OH)2-resina poliéster: 0, 10, 15, 20 e 25% m/m em relação à massa total do 

compósito. 

A FIGURA 4.35 mostra o efeito da percentagem m/m do modificador na 

composição do eletrodo. As medidas ciclovoltamétricas foram realizadas em tampão 

fosfato 0,05 mol L-1 / 5% etanol (v/v) (pH condicional 6,9), velocidade de varredura 

igual a 50 mVs-1; na presença e na ausência de catequina 2,0 x 10-4 mol L−1. Os 

valores de ∆Ip correspondem à diferença da corrente obtida na presença e na 

ausência de catequina 
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FIGURA 4.35. Efeito da percentagem m/m de Ni(OH)2-resina poliéster na composição 

do ECCM; eletrólito suporte: tampão fosfato 0,05 mol L-
-1 / 5% etanol (v/v) (pH 

condicional 6,9) na presença de 2,0 × 10−4 mol L−1 catequina. 

 

A quantidade de Ni(OH)2 presente no ECCM possui influência significativa 

na resposta voltamétrica do eletrodo proposto. Os picos de corrente aumentam com o 

aumento da percentagem do modificador até 20% m/m. Para percentagens maiores 
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do que 20 % foi observado que a intensidade do pico de corrente diminui 

consideravelmente e em percentagens de modificador maiores que 25% m/m não há 

resposta do eletrodo. Isso ocorre provavelmente devido a diminuição da percentagem 

de pó de grafite na composição do eletrodo e, conseqüentemente, há uma diminuição 

significativa da condutividade do compósito. Como observado na FIGURA 4.35, a 

melhor composição para o ECCM com Ni(OH)2 foi: 20% (m/m) de pó de grafite, 20% 

(m/m) de parafina sólida e 60% (m/m) do modificador.  

Assim como discutido no item 4.2.1 a principal característica atribuída a  

imobilização do modificador em resina poliéster é o aumento de vida útil do eletrodo 

modificado. Comparando-se um ECCM com Ni(OH)2 não imobilizado e o ECCM com 

Ni(OH)2 imobilizado em resina poliéster, observou-se que o eletrodo modificado com  

Ni(OH)2 não imobilizado foi eletroativo aproximadamente 35 dias (em torno de 400 

determinações) e o eletrodo modificado com  Ni(OH)2 imobilizado continua eletroativo 

sendo sua vida útil até o presente momento aproximadamente três anos (mais de 

2000 determinações). 

 

4.8.2. Estudo do efeito do eletrólito suporte 

 

O comportamento voltamétrico do ECCM com Ni(OH)2 imobilizado em 

resina poliéster foi investigado em seis diferentes eletrólitos suportes (hidróxido de 

sódio, cloreto de potássio, cloreto de sódio, nitrato de potássio, nitrato de sódio e  

tampão fosfato). Foi verificada a presença de picos voltamétricos em todas as 

soluções com exceção da solução de hidróxido de sódio. Na FIGURA 4.36 é 

apresentado um resumo dos eletrólitos suportes estudados, ∆Ip corresponde à 

diferença entre a corrente de pico anódica obtida na presença e na ausência de 2,0 x 

10-3 mol L-1 de catequina.  

Como pode ser observado na FIGURA 4.36, ocorre um possível efeito do 

contra íon dos sais empregados de sódio e potássio, sendo que o íon sódio parece 

favorecer o sinal analítico para a determinação de CAT, uma vez que as correntes 

obtidas em solução contendo o contra íon sódio são relativamente maiores do que as 

correntes obtidas na presença de íons potássio. No entanto, em tampão fosfato o 

voltamograma apresentou melhor definição de pico e maiores magnitudes de 

correntes (FIGURA 4.36), sendo assim escolhido como eletrólito suporte para todas 

as determinações de catequina em chás. 
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A resposta voltamétricas do ECCM com Ni(OH)2 não foi influenciada 

significativamente pela concentração do eletrólito suporte. Assim uma solução de 

tampão fosfato 0,05 mol L-1 / 5% etanol (v/v) foi escolhida como eletrólito suporte para 

este experimento. 
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FIGURA 4.36. Efeito das soluções de eletrólito suporte estudadas para a 

determinação de CAT utilizando ECCM-Ni(OH)2; dados de corrente obtidos por 

voltametria cíclica na presença de 2,0x10-3 mol L-1 de CAT; υ= 50mV s-1.  

 

4.8.3. Estudo do efeito do pH  

 

Outro parâmetro importante estudado foi a influência do pH na resposta 

voltamétrica do ECCM com Ni(OH)2 no intervalo de pH de 4 a 10 em tampão fosfato 

0,05 mol L−1 / 5% etanol (v/v) na presença de 6,0 × 10−6 mol L−1 de catequina.   

A FIGURA 4.37 mostra o efeito do pH sobre a corrente de pico anódica do 

eletrodo modificado. A corrente de pico anódica (∆I/µA) foi obtida pela diferença das 

correntes na presença e na ausência de CAT. De acordo com a FIGURA 4.37 no 

intervalo de pH de 4 a 7, a corrente de pico aumenta e no intervalo de 7 a 10 existe 

um decréscimo da magnitude de corrente. A melhor definição de pico e máximo de 

corrente foi observado em pH 6,9, em virtude dos resultados obtidos escolheu-se 

trabalhar com uma solução de tampão fosfato em pH 6,9 para a otimização de outros 

parâmetros para esta determinação.  
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FIGURA 4.37. Efeito do pH na resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH)2; eletrólito 

suporte: tampão fosfato  0,05 mol L-1 / 5 % etanol (v/v) na presença de 6,0 × 10−6 mol 

L−1 CAT. 

 

4.8.4. Estudo do efeito da velocidade de varredura  

 

O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta 

voltamétrica do ECCM-Ni(OH)2 foi investigado usando voltametria cíclica no intervalo 

de 5 a 150 mV s-1 para uma solução  6,0 × 10−6 mol L−1 de catequina em tampão 

fosfato 0,05 mol L-1/ 5% etanol (v/v) (pH condicional 6,9)  (FIGURA 4.38). 

As correntes de pico anódicas variaram lineamente com a raiz quadrada da 

velocidade de varredura. A equação da reta obtida foi Ipa (A) = -1,09 x 10-8 + 6,42 x  

10-7 
υ

1/2 (R=0,9998), sugerindo que o processo de oxidação da catequina é controlado 

por difusão.  
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FIGURA 4.38. Resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH)2 em função da raiz quadrada 

da velocidade de varredura na presença de CAT.  
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4.8.5. Comportamento eletroquímico de CAT sobre o ECCM-Ni(OH)2    

 

Um ECC não modificado na mesma composição percentual de parafina foi 

construído para comparação com o ECCM-Ni(OH)2. Na FIGURA 4.39 é apresentado o 

perfil voltamétrico da catequina em (A) ECC não modificado e (B) ECCM com Ni(OH)2 

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.39. Voltamograma cíclico para CAT 9,9 x10-6 mol L-1 em tampão fosfato 

0,05 mol L-1/ 5% de etanol (v/v) (pH condicional 6,9) utilizando (A) ECC não 

modificado e (B)  ECCM-Ni(OH)2; υ = 50 mV s-1 

 

O voltamograma para catequina em tampão fosfato 0,05 mol L-1/ 5% etanol 

(pH condicional 6,9) determinado com ECC não modificado apresentou um pico 

anódico em 408 mV e um pico catódico em - 34 mV. 

O voltamograma para catequina em tampão fosfato 0,05 mol L-1/ 5% etanol 

(pH condicional 6,9) determinado com ECCM-Ni(OH)2 mostrou um pico anódico em 

175 mV e um pico catódico em 74 mV, a razão Ipa/Ipc foi igual a unidade e a diferença 

entre os potenciais de pico (∆Ep) foi maior que 59 mV e de acordo com a teoria da 

voltametria cíclica, trata-se de um sistema quase - reversível.160, 163 

No caso do eletrodo modificado, observa-se que houve um deslocamento 

do potencial de pico para valores de potenciais menores (menos positivos), o que 

pode levar a um aumento da seletividade do ECCM-Ni(OH)2 para CAT em 

comparação com o eletrodo não modificado. Além disso, a modificação do eletrodo 

levou a um aumento considerável da magnitude de corrente para os dois processos 

(oxidação e redução), indicativo de um processo eletrocatalítico, como pode ser 

observado na FIGURA 4.39. 
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O número de elétrons envolvidos no mecanismo de oxidação da catequina 

foi calculado usando a equações 4.3, onde a variação do potencial de pico anódico 

com o pH exibiu uma relação linear com inclinação de 28,8 mV pH-1 sugerindo que 

ocorre a transferência de 2 elétrons no mecanismo de oxidação assim segundo a 

equação abaixo o que concorda com o mecanismo proposto por JANEIRO & BRETT34 

para oxidação de catequina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

4.8.6. Otimização dos parâmetros estudados 

 

Para otimizar as condições experimentais de determinação de catequina 

por SWV foram realizados estudos para escolha da amplitude de potencial, freqüência 

de onda quadrada e incremento de potencial para o método proposto considerando a 

teoria da voltametria de onda quadrada. 

A variação da freqüência de oscilação da onda quadrada foi estudada entre 

10 e 80 s-1. A dependência de freqüência com a corrente de pico está apresentada na 

FIGURA 4.40 na presença de 2,0 x 10-4 mol L-1 de catequina em tampão fosfato 0,05 

mol L-1/5% etanol (pH condicional 6,9). Observa-se na FIGURA 4.40 um aumento 

linear com a corrente de pico até o valor de freqüência de 40 s-1. Porém, foi escolhida 

uma freqüência de 30 s-1, por apresentar menor linha base associada a uma baixa 

corrente residual e boa definição do pico. 

A dependência da corrente com a amplitude está representada na FIGURA 

4.41. De acordo com essa figura, observa-se que para valores de amplitudes menores 

que 50 mV, o aumento da intensidade de corrente é linear, a partir desse valor de 

amplitude, as correntes de pico obtidas tendem a ficarem constantes não colaborando 

assim significativamente no aumento do sinal analítico. A amplitude selecionada para 

o desenvolvimento deste trabalho foi de 40 mV por apresentar uma melhor definição 

de pico. 
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FIGURA 4.40. Dependência da corrente de pico com freqüência de aplicação de 

pulso para CAT 2,0 x 10-4 mol L-1; a = 40 mV; ∆E = 1mV 
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FIGURA 4.41. Dependência da corrente de pico com a variação da amplitude de onda 

quadrada para CAT 2,0 x 10-4 mol L-1; f = 30 s-1; ∆E = 1mV 

.  

4.8.7. Estudo de Repetibilidade  

 

Os estudos de repetibilidade intra e inter dias foram realizados utilizando 

soluções de catequina 2,0 × 10−4 mol L−1 em tampão fosfato 0,05 mol L-1/5% etanol 

(v/v) nos mesmos parâmetros de SWV otimizados para o método.  

Para o estudo da repetibilidade intra dias foram realizados dez medidas 

voltamétricas (n = 10) no mesmo equipamento, no menor espaço de tempo possível 

e, entre cada medida voltamétrica, a superfície do eletrodo não foi renovada. O desvio 

padrão relativo (RSD) obtido para este estudo foi de 1,0 %. Para o estudo de 

repetibilidade inter dias foram realizadas 5 medidas de corrente em dias alternados 
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com diferentes soluções de catequina 2,0 × 10−4 mol L−1. O desvio padrão relativo 

(RSD) obtido para o estudo de repetibilidade inter dias foi de 1,4 %. 

 

4.8.8. Estudo de interferentes em potencial e teste de recuperação 

 

Foi realizado o estudo de adição e recuperação para fornecer informações 

da influência de possíveis interferentes existentes na matriz desses produtos sobre o 

procedimento proposto. Para esse estudo foram feitos experimentos em triplicata para 

amostras de chás verde e preto por meio da adição de alíquotas de solução padrão 

de catequina em três concentrações diferentes nas soluções das amostras e os 

resultados são comparados com aqueles obtidos com as amostras não adicionadas 

de soluções de padrão.  

As recuperações variaram entre 96.0 % e 102 %, estes valores obtidos 

indicam que não houve interferência da matriz das amostras na determinação de 

catequina pelo procedimento analítico proposto. 

 

4.8.9. Curva analítica e aplicações 

 

Na FIGURA 4.42 são apresentados os voltamogramas de onda quadrada 

obtidos em diferentes concentrações de catequina nas condições otimizadas para o 

método proposto.  

A curva analítica foi linear no intervalo de concentração de CAT entre 

1,31x10-7 e 1,32 x10-5 mol L–1, com limite de detecção determinado conforme a 

equação 4.4 igual a 5,53x10-8  mol L–1. A equação de regressão linear obtida foi: ∆Ipa 

(A) = 3,25x10-6 + 1,19 [CAT] mol L–1, r = 0,9993. 

O método proposto foi aplicado na determinação de catequina em chás. Os 

resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos por HPLC nas 

condições experimentais descritas anteriormente a qual a catequina apresentou um 

tempo de retenção de 3,70 minutos. Na TABELA 4.14 são apresentados os resultados 

obtidos para o método proposto e HPLC. 

Observa-se que os resultados obtidos pelo método proposto empregando 

SWV estão em concordância com os resultados obtidos pelo método de HPLC. O 

teste t pareado186 foi aplicado onde (texp = 1,993 e ttabelado = 2,571). Como o texp  < 

ttabelado, conclui-se que os resultados obtidos na determinação de catequina pelo 
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método proposto e por HPLC não apresentaram diferenças significativas, a um nível 

de confiança de 95% e pode ser usado na determinação de catequina em chás. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.42. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Ni(OH)2 em diferentes 

concentrações de CAT; (a) eletrólito suporte; (b) 1,31x10-7; (c) 1,58 x10-6; (d) 3,03 x10-

6; (e) 4,48 x10-6; (f) 5,93 x10-6; (g) 7,38 x10-6; (h) 8,83 x10-6; (i) 1,03 x10-5; (j) 1,17 x10-

5; (k) 1,32 x10-5 mol L-1; eletrólito suporte: tampão fosfato 0,05 mol L-1 /5% etanol (v/v) 

(pH 6,9); f = 40 mVs-1, a = 40 mV, ∆Es = 1 mV). Em detalhe a curva analítica obtida. 

 

TABELA 4.14. Determinação de catequina em chás por HPLC e pelo método 

proposto. 

Amostras (mg/100mL) HPLC SWV Er % 

Chá Verde 
Golpará 

Real 

6,73 ± 0,09 

6,72 ± 0,08 

6,61 ± 0,09 

6,89 ± 0,07 

-1,78 

+2,53 

Chá Preto 
Dr. Oetker 

Leão 

4,15 ± 0,06 

4,89 ± 0,08 

4,21 ± 0,06 

4,75 ± 0,10 

+1,44 

-2,86 

n = 3; nível de confiança de 95% 

Er% (Erro relativo %) = método proposto versus HPLC. 
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4.9. ECCM com Ni(OH)2 para determinação de quercetina em chás 

4.9.1. Estudo do efeito do eletrólito suporte 

 

O comportamento voltamétrico do ECCM com Ni(OH)2 imobilizado em 

resina poliéster também foi investigado em seis diferentes eletrólitos suportes, são 

eles: cloreto de potássio, cloreto de sódio, nitrato de potássio, nitrato de sódio,  

tampão fosfato e hidróxido de sódio. O comportamento do eletrodo na presença de 

quercetina foi muito similar ao comportamento obtido com o mesmo eletrodo na 

presença de catequina. Foi verificada a presença de picos voltamétricos em todas as 

substâncias estudadas com exceção de hidróxido de sódio. A solução de tampão 

fosfato apresentou melhor definição de pico e intensidade de corrente, sendo assim 

escolhida como eletrólito suporte para todas as determinações de QCT em chás. 

 

4.9.2. Estudo do efeito do pH  

 

A influência do pH na resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH)2 imobilizado 

em resina poliéster foi investigada no intervalo de pH de 4 a 11 em tampão fosfato 

0,05 mol L−1 /20% etanol (v/v) na presença de 5,0 x10-5  mol L−1 de quercetina e foi 

semelhante ao comportamento obtido para catequina no mesmo intervalo de pH e 

mesmo eletrólito, sendo assim a discussão sobre o efeito do pH na determinação de 

quercetina em chás é similar aquela do item 4.8.3. 

A melhor definição de pico e máximo de corrente também foi observada em 

pH 6,9 e, em virtude dos resultados obtidos, escolheu-se trabalhar com uma solução 

de tampão fosfato 0,05 mol L-1/10%etanol (v/v) em pH 6,9 para a otimização de outros 

parâmetros para esta determinação.  

 

4.9.3. Estudo do efeito da velocidade de varredura  

 

O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta 

voltamétrica do ECCM foi investigado usando voltametria cíclica no intervalo de 5 a 

150 mV s-1 para uma solução 5,0 × 10−5 mol L−1 de quercetina em tampão fosfato 0,05 

mol L-1/ 20% etanol (v/v) (pH condicional 6,9)  (FIGURA 4.43). 
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FIGURA 4.43. Resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH)2 em função da raiz quadrada 

da velocidade de varredura na presença de QCT. 

 

As correntes de pico anódicas não variam linearmente com a raiz quadrada 

da velocidade de varredura como observado na FIGURA 4.43. Isto sugere que a 

oxidação da quercetina é realizada por um mecanismo misto controlado por adsorção 

e difusão das espécies até a superfície do eletrodo. A equação da reta obtida foi ∆Ipa 

(A) = 5,27 + 0,78 υ1/2 (mV s-1), sendo que o coeficiente linear está muito afastado da 

origem, indicando que há algum processo adsorvido no eletrodo ocorrendo em 

paralelo ao processo de difusão das espécies.  

 

4.9.4. Comportamento eletroquímico de QCT sobre o ECCM-Ni(OH)2  

 

Na FIGURA 4.44 é apresentado o perfil voltamétrico da quercetina obtida 

com um ECC não modificado e o ECCM-Ni(OH)2 .  

Pode-se observar na FIGURA 4.44 que o perfil voltamétrico da quercetina 

em tampão fosfato 0,05 mol L-1/ 20% etanol (pH condicional 6,9) obtido com ECC não 

modificado apresentou dois picos, sendo um anódico em 315 mV e outro catódico em 

247 mV e o perfil voltamétrico da quercetina no mesmo eletrólito determinado com 

ECCM-Ni(OH)2 apresentou  um pico anódico em 45 mV e um pico catódico em - 65 

mV vs Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1), a razão Ipa/Ipc foi igual a unidade e ∆Ep obtido foi maior 

que 59 mV, o que de acordo com a teoria da voltametria cíclica, trata-se de um 

sistema quase-reversível.160, 163 
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Assim como para catequina, houve um deslocamento dos potenciais de 

pico para valores de potenciais menores (menos positivos) obtidos com ECCM-

Ni(OH)2 para a determinação de quercetina, o que pode levar a um aumento da 

seletividade do ECCM-Ni(OH)2 para QCT em comparação com o eletrodo não 

modificado. Além disso, a modificação do eletrodo levou a um aumento considerável 

da magnitude de corrente para os dois processos (oxidação e redução), indicativo de 

um processo eletrocatalítico, como pode ser observado na FIGURA 4.44.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.44. Voltamogramas cíclico para QCT 2,0 x10-6 mol L-1 em tampão fosfato 

0,05 mol L-1 / 20% de etanol (v/v) (pH condicional 6,9); (A) ECC não modificado e (B)  

ECCM- Ni(OH)2; υ = 50 mV s-1 

 

A variação de potencial anódico com o pH mostrou uma relação linear com 

inclinação de 28,6 mV pH-1 o que indica um mecanismo que envolve a transferência 

de dois elétrons e um próton.  

O mecanismo proposto para o funcionamento do ECCM-Ni(OH)2 na 

presença de QCT é dividido em duas etapas, uma química e outra eletroquímica, 

caracterizando-se como um mecanismo CE. Inicialmente, QCT é oxidada 

quimicamente a o-quinona correspondente na superfície do eletrodo e, Ni(OH)2  é 

reduzido a Ni0, sendo então Ni0 oxidado eletroquimicamente a Ni(OH)2  gerando o 

sinal analítico. (FIGURA 4.45). 
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FIGURA 4.45. Mecanismo proposto para o funcionamento do ECCM-Ni(OH)2 na 

presença de QCT. 

 

4.9.5. Otimização dos parâmetros para o método proposto 

 

A freqüência escolhida para todas as determinações de QCT foi igual a 10 

s-1, por apresentar menor linha base em relação a demais freqüências estudadas. A 

amplitude de 20 mV foi escolhida por apresentar melhor definição de pico, assim 

como o incremento de varredura de potencial (TABELA 4.15).  

 

TABELA 4.15. Resumo dos parâmetros estudados para o método proposto 

Parâmetros Valores       

estudados 

Valor 

selecionado 

Eletrólito suporte KCl, NaCl, KNO3, NaOH 

NaNO3, tampão fosfato, 

Tampão 

fosfato 

pH do eletrólito 4 – 11 6,9 

Solubilidade da amostra (eletrólito/ etanol % v/v) 99/10% - 70/30% 80/20% 

Concentração de tampão fosfato (mol L-1) 0,01 – 1 0,05 

Freqüência de onda quadrada (f) (s-1) 10 – 80 10 

Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10 – 100 20 

Incremento de varredura (∆Es) (mV) 1 – 5 2 
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4.9.6. Estudo da Repetibilidade  

 

Os estudos da repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando 

soluções de QCT 4,0 × 10−5 mol L−1 em tampão fosfato 0,05 mol L-1/20% etanol (v/v) 

nos mesmos parâmetros de SWV otimizados para o método. A repetibilidade intra e 

inter dias foram realizadas conforme descrito anteriormente no item 4.8.7. O RSD 

obtido para a repetibilidade intra dias foi de 2,4 % e pra repetibilidade inter dias foi de 

3,0 %. 

 

4.9.7. Estudo de interferentes em potencial e teste de recuperação 

 

O método de adição e recuperação de padrão foi aplicado a fim de obter 

resposta sobre a possível interferência dos concomitantes presentes na amostra 

sobre a determinação de QCT utilizando o ECCM-Ni(OH)2. 

Para esse estudo foram realizados experimentos em triplicata para 

amostras de chás matte e camomila por meio da adição de alíquotas de solução 

padrão de QCT em três diferentes concentrações nas soluções dessas amostras e os 

resultados foram comparados com aqueles obtidos com amostras não adicionadas do 

padrão. As recuperações variaram entre 94,5 % e 104 %. Esses valores obtidos 

indicam que não houve interferência da matriz das amostras na determinação de 

quercetina pelo procedimento analítico proposto. 

 

4.9.8. Curva analítica e aplicações 

 

Na FIGURA 4.46 estão apresentados os voltamogramas de onda quadrada 

obtidos em diferentes concentrações de QCT nas condições otimizadas apresentadas 

na TABELA 4.15. A curva analítica foi linear no intervalo de concentração de QCT 

entre 1,27x10-5 e 8,44x10-5 mol L–1, LD = 6,2 x10-6 mol L–1. A equação de regressão 

linear obtida foi: ∆Ipa(A) = 4,96x10-6  +  0,106 [QCT], mol L–1, r = 0,9985. 

O método proposto foi aplicado na determinação de QCT em chás. Os 

resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos por HPLC nas 

condições experimentais descritas anteriormente a qual a quercetina apresentou um 

tempo de retenção de 8,45 minutos.  Na TABELA 4.16 são apresentados os 

resultados obtidos para o método proposto e HPLC. 
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Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se 

o teste t pareado, 186 (texp = 2,17 e ttabelado= 2,571). Como o texp obtido é menor que o 

ttabelado pode-se concluir que os resultados obtidos da determinação de quercetina pelo 

método proposto e por HPLC não apresentaram diferenças significativas, a um nível 

de confiança de 95% e pode ser usado na determinação de QCT em chás. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.46. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Ni(OH)2 em diferentes 

concentrações de QCT; (a) eletrólito suporte; (b) 1,27x10-5; (c) 2,53x10-5; (d) 3,75 x10-

5; (e) 4,96 x10-5; (f) 6,14 x10-5; (g) 7,30 x10-5; (h) 8,44 x10-5 mol L-1; eletrólito suporte: 

tampão fosfato 0,05 mol L-1 /20% etanol (v/v) (pH 6,9); f = 10 mVs-1, a = 20 mV, ∆Es = 

2 mV). Em detalhe a curva analítica obtida.  

 

TABELA 4.16. Determinação de QCT em chás por HPLC e pelo método proposto.    

Amostras mg/g HPLC SWV Er % 

Matte 

Real 3,12 ± 0,03 3,12 ± 0,08 0,00 

Hikari 3,19 ± 0,02 3,15 ± 0,07 -1,25 

Camomila 

Real 2,76 ± 0,02 2,89 ± 0,05 +4,71 

Dr. Oetker 2,15 ± 0,08 2,16 ± 0,06 +0,46 

n = 3; nível de confiança de 95% 

Er% (Erro relativo %) = método proposto versus HPLC. 

-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4
4

6

8

10

12

14

16

18

20

22

24

26

28

30

32

34

36

2 3 4 5 6 7 8 9 10

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

∆
Ip

(µ
A

)

[QCT] x 10-5 mol L-1

h

a

Ip
(µ

A
)

E(V) vs Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1)

 



99 
 

4.10.  ECCM com Ni(OH)2 para determinação de rutina em formulações 

farmacêuticas 

4.10.1. Estudo do efeito do eletrólito suporte 

 

O comportamento voltamétrico do ECCM com Ni(OH)2 imobilizado em 

resina poliéster também foi investigado em seis diferentes eletrólitos suportes (cloreto 

de potássio, cloreto de sódio, nitrato de potássio, nitrato de sódio,  tampão fosfato e 

hidróxido de sódio). O comportamento do eletrodo na presença de rutina foi muito 

similar ao comportamento obtido com o mesmo eletrodo na presença de CAT e QCT. 

Foi verificada a presença de picos voltamétricos em todas as soluções de eletrólitos 

suportes estudados, com exceção do hidróxido de sódio. A solução de tampão fosfato 

apresentou melhor definição de pico e maior magnitude de corrente, sendo assim 

escolhida como eletrólito suporte para todas as determinações de rutina em fármacos. 

 

4.10.2. Estudo do efeito do pH  

 

O efeito do pH foi estudado no intervalo de pH de 4 a 11 em tampão fosfato 

0,05 mol L−1 /10% etanol (v/v) na presença de 4,0 × 10−5 mol L−1 de rutina.   

Assim como para catequina e quercetina a rutina apresentou o mesmo 

comportamento em tampão fosfato sendo assim a discussão apresentada no item 

4.8.3  é valida também para rutina. A melhor definição de pico e máximo de corrente 

também foi observada em pH igual a 6,9, sendo assim foi selecionada a solução 

tampão fosfato 0,05 mol L-1/ 10% etanol (v/v) (pH 6,9) para a otimização de outros 

parâmetros para esta determinação.  

 

4.10.3. Estudo do efeito da velocidade de varredura  

 

O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta 

voltamétrica do ECCM foi investigado usando voltametria cíclica, no intervalo de 5 a 

150 mV s-1, para uma solução 8,0 × 10−6 mol L−1 de rutina em tampão fosfato 0,05 mol 

L-1/ 10% etanol (v/v) (pH condicional 6,8)  (FIGURA 4.47). As correntes de pico 

anódico variaram lineamente com a raiz quadrada da velocidade de varredura, sendo 
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a equação da reta: ∆Ipa (A) = 2,9 x10-8 + 9,87 x10-7 υ1/2, sugerindo que o processo de 

oxidação da rutina é controlado por difusão.  
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FIGURA 4.47. Resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH)2 em função da raiz quadrada 

da velocidade de varredura na presença de Rut. 

 

4.10.4. Comportamento eletroquímico de Rut sobre o ECCM-Ni(OH)2  

 

Na FIGURA 4.48 são apresentados os perfis voltamétricos da rutina em 

tampão fosfato utilizando um ECC não modificado e o ECCM-Ni(OH)2 na mesma 

composição percentual de parafina para vias de comparação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.48. Voltamograma cíclico para Rut 4,0 x10-5 mol L-1 em tampão fosfato 

0,05 mol L-1/ 10% de etanol (v/v) (pH condicional 6,8) utilizando (A) ECC não 

modificado e (B)  ECCM- Ni(OH)2; υ = 50 mV s-1 
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Como pode ser observado na FIGURA 4.48, o perfil voltamétrico da rutina 

obtida com ECC não modificado apresentou um pico anódico em 402 mV e outro 

catódico em 360 mV. 

O perfil voltamétrico da rutina em tampão fosfato 0,05 mol L-1/ 10% etanol 

(pH condicional 6,8) determinado com ECCM-Ni(OH)2 apresenta um pico anódico em 

120 mV e um pico catódico em 56 mV vs Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1), a razão Ipa/Ipc foi 

maior que a unidade e ∆Ep foi igual a 64 mV evidenciando se tratar de um sistema 

quasi reversível segundo a teoria da voltametria cíclica.160, 163 

A presença do modificador Ni(OH)2 imobilizado em resina poliéster 

aumentou a eficiência eletrocatalítica do eletrodo como pode ser observado na 

FIGURA 4.48. Onde ocorre um deslocamento de potencial de trabalho utilizando 

ECCM-Ni(OH)2 para potenciais menores (menos positivos), o que pode levar a um 

aumento da seletividade do ECCM-Ni(OH)2 para QCT em comparação com o eletrodo 

não modificado. Além disso, houve um aumento considerável da magnitude de 

corrente para os dois processos (oxidação e redução).  

A variação do potencial anódico com o pH mostrou uma relação linear com 

inclinação de 29,2 mV pH-1 o que indica um mecanismo que envolve a transferência 

de dois elétrons.  

Considerando o estudo realizado o qual indicou que no processo de 

oxidação de rutina envolve dois elétrons e, baseando-se no mecanismo de oxidação 

propostos por CHICA & BRETT59, sugere-se que em tampão fosfato 0,05 mol L-1/ 10% 

etanol (pH condicional 6,8), rutina é oxidado a 3’4’diquinona  liberando dois elétrons, 

como mostra a reação a seguir: 
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4.10.5. Otimização dos parâmetros estudados para o método 

 

A freqüência escolhida para todas as determinações de rutina foi igual a de 

25 s-1, em virtude desta frequência apresentar menor linha base em relação a demais 

freqüências estudadas e melhor definição de pico.  A amplitude de 30 mV foi 

escolhida por apresentar melhor definição de pico assim como maior intensidade de 

corrente, assim como o incremento de varredura que também foi escolhido por 

apresentar melhor definição de pico (TABELA 4.17).  

 

TABELA 4.17. Resumo dos parâmetros estudados para o método proposto 

Parâmetros Valores       

estudados 

Valor 

selecionado 

Eletrólito suporte KCl, NaCl, KNO3, 

NaNO3, tampão fosfato, 

NaOH 

Tampão 

fosfato 

pH do eletrólito 4 – 11 6,9 

Solubilidade da amostra  

eletrólito/ etanol % v/v 

99/5% - 75/25% 95/10% 

Concentração de tampão fosfato (mol L-1) 0,01 –  1 0,05 

Freqüência de onda quadrada (f) (s-1) 10 – 80 25 

Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10 – 100 30 

Incremento de varredura (∆Es) (mV) 1 – 5 1 

 

4.10.6. Estudo de Repetibilidade  

 

Os estudos da repetibilidade intra e inter dias foram realizados 

empregando-se soluções de rutina 4,0 × 10−5 mol L−1 em tampão fosfato 0,05 mol L-1 

/10% etanol (v/v) nos mesmos parâmetros de SWV otimizados para o método. A 

repetibilidade intra e inter dias foram realizadas conforme descrito anteriormente no 
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item 4.8.7. O RSD obtido para a repetibilidade intra dias foi de 0,98 % e pra 

repetibilidade inter dias foi de 2,83 %.  

 

4.10.7. Estudo de interferentes em potencial e teste de recuperação 

 

Os mesmos excipientes avaliados para determinação de rutina utilizando o 

ECCM-Cu3(PO4)2 também foram avaliados para rutina utilizando o ECCM-Ni(OH)2. As 

substâncias avaliadas foram: sacarina sódica, metilparabeno, amido, carbonato de 

cálcio e estearato de magnésio em solução de tampão fosfato 0,05 mol L-1/10% etanol 

(v/v) (pH condicional 6,8)  na mesma concentração (1:1 interferente: analito) e dez 

vezes maior (10:1 interferente: analito) sendo a concentração de rutina 4,0 × 10−5 mol 

L−1. Nenhuma substância investigada causou interferência na determinação de rutina 

em nenhuma proporção de concentração.  

Também foi realizado o estudo de adição e recuperação de padrão. As 

recuperações variaram entre 97,8 % e 102 %. Esses valores obtidos indicam que não 

houve interferência da matriz das amostras na determinação de rutina pelo 

procedimento analítico proposto. 

 

4.10.8. Curva analítica e aplicações 

 

Na FIGURA 4.49 estão apresentados os voltamogramas de onda quadrada 

obtidos em diferentes concentrações de rutina nas condições otimizadas 

apresentadas na TABELA 4.17. A curva analítica foi linear no intervalo de 

concentração de Rut entre 9,9x10-7 e 6,5 x10-6  mol L–1, LD igual a  2,90 x 10-7 mol L–1. 

A equação de regressão linear obtida foi: ∆Ipa (A) = -7,34x10-8 + 1,736 [Rut] mol L–1, r= 

0,9985. 

O método proposto foi aplicado na determinação de rutina em formulações 

farmacêuticas. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos 

por HPLC nas condições experimentais descritas anteriormente a qual a rutina 

apresentou um tempo de retenção de 4,2 minutos. Na TABELA 4.18 são 

apresentados os resultados obtidos para o método proposto e HPLC. 
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FIGURA 4.49. Voltamogramas SW obtidos com ECCM-Ni(OH)2 em diferentes 

concentrações de Rutina; (a) eletrólito suporte; (b) 9,9 x10-7; (c) 1,96 x10-6; (d) 2,91 

x10-6; (e) 3,8 x10-6; (f) 4,6 x 10-6; (g) 5,6 x10-6; (h) 6,5 x10-6 mol L-1; eletrólito suporte: 

tampão fosfato 0,05 mol L-1 / 10% etanol (v/v) (pH condicional 6,8); f = 25 mVs-1, a = 

30 mV, ∆Es = 1 mV). Em detalhe a curva analítica obtida.     

 

TABELA 4.18. Determinação de rutina em formulações farmacêuticas por HPLC e o 

método proposto. 

Rutina 

Amostras  Valor  rotulado  HPLC  SWV  Er1%  Er2%  

Venocur* 300 299 ± 2 302 ± 1  + 0,66  +0,60  

Nova Rutina** 20.0 19,9 ± 0,2 21,0 ± 0,3  + 5,0  + 5,5  

n = 3; nível de confiança de 95% 

* mg Rutina por comprimido; ** mg Rutina por mL  

Er1 = método proposto vs. valor rotulado; Er2 = método proposto vs. HPLC.  

 

Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se 

o teste t pareado, 186 (texp = 2,254 e ttabelado = 2,571). Como o texp obtido é menor que o 

ttabelado  pode-se concluir que os resultados obtidos na determinação de rutina pelo 

método proposto e por HPLC não apresentaram diferenças significativas, a um nível 

de confiança de 95%.  
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4.11. ECCM-Ni(OH)2 para determinação de BHA em maionese 

4.11.1. Estudo do efeito do eletrólito suporte 

 

Foram estudados cinco diferentes eletrólitos suportes (tampão fosfato, 

nitrato de sódio, nitrato de potássio, cloreto de sódio e cloreto de potássio) para ser 

usados nas determinações de BHA. Em todas as soluções com exceção do tampão 

fosfato, foi verificada a presença de picos voltamétricos, porém a solução de nitrato de 

potássio apresentou melhor definição de pico e maior magnitude de corrente sendo 

assim escolhida para todas as determinações de BHA. O eletrólito suporte utilizado 

para todas as determinações de BHA foi o nitrato de potássio 0,1 mol L-1 contendo 

10% de etanol (pH condicional 6,7)  

 

4.11.2. Estudo do efeito do pH  

 

O comportamento eletroquímico do ECCM-Ni(OH)2 foi estudado no 

intervalo de pH de 2 a 11 em KNO3 0,1 mol L−1 / 10% etanol (v/v), na presença e na 

ausência de 8,0 × 10−4 mol L−1 de BHA . A FIGURA 4.50 mostra o efeito do pH sobre 

a corrente de pico anódica do eletrodo modificado. A corrente de pico anódica (∆I/µA) 

foi obtida pela diferença das correntes na presença e na ausência de BHA. 
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FIGURA 4.50. Efeito do pH na resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH)2; eletrólito 

suporte: KNO3 0,1 mol L-1/ 10 % etanol (v/v) na presença de 8,0 × 10−4 mol L−1 
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Observa-se um aumento significativo da corrente de pico para valores de 

pH entre 2 e 7 e um decréscimo nos valores de corrente para pH maiores que 7. A 

melhor definição de pico e máximo de corrente foi observada em pH  6,7 em virtude 

dos resultados obtidos escolheu-se trabalhar com uma solução de KNO3 em pH 6,7 

para a otimização de outros parâmetros para esta determinação.  

 

4.11.3. Estudo do efeito da velocidade de varredura  

 

O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta 

voltamétrica do ECCM foi investigado usando voltametria cíclica, no intervalo de 5 a 

150 mV s-1, para uma solução  8,0 × 10−4 mol L−1 de BHA em KNO3 0,1 mol L-1/ 10% 

etanol (v/v) (pH condicional 6,7)  (FIGURA 4.51). As correntes de pico anódicas 

variaram lineamente com a raiz quadrada da velocidade de varredura, sugerindo que 

o processo de oxidação de BHA é controlado por difusão. 
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FIGURA 4.51. Resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH)2 em função da raiz quadrada 

da velocidade de varredura na presença de 8,0 × 10−4 mol L−1 de BHA em KNO3 0,1 

mol L-1/ 10% etanol (v/v) (pH condicional 6,7) 

 

4.11.4. Comportamento eletroquímico de BHA sobre o ECCM-Ni(OH)2   

 

Na FIGURA 4.52 são apresentados os perfis voltamétricos de BHA 

utilizando um ECC não modificado e o ECCM-Ni(OH)2 na mesma composição 

percentual de parafina para vias de comparação.  
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Como pode ser observado na FIGURA 4.52, o perfil voltamétrico de BHA 

obtido com ECC não modificado apresentou um pico anódico em 580 mV vs Ag/AgCl 

(KCl 3 mol L-1). O perfil voltamétrico de BHA em KNO3 0,1 mol L-1/ 10% etanol (pH 

6,7) determinado com ECCM-Ni(OH)2 mostra um pico anódico em 516 mV vs Ag/AgCl 

(KCl 3 mol L-1), a ausência de um pico catódico no sentido inverso de varredura e o 

deslocamento para potenciais mais positivos com o aumento da velocidade de 

varredura evidencia se tratar de um sistema irreversível.160, 163  

A presença do modificador Ni(OH)2 imobilizado em resina poliéster 

aumentou a eficiência eletrocatalítica do eletrodo. O potencial de trabalho utilizando 

ECCM-Ni(OH)2 foi deslocado para potenciais menos positivos, podendo assim 

aumentar a seletividade do eletrodo. A magnitude de corrente também aumentou 

significativamente para a mesma concentração de BHA empregada nestas 

determinações voltamétricas. 

A variação de potencial anódico com o pH mostrou uma relação linear com 

inclinação de 29,5 mV pH-1 o que indica um mecanismo que envolve a transferência 

de dois elétrons. Utilizando-se os critérios de diagnósticos disponíveis para a técnica 

de voltametria de onda quadrada187 para sistemas irreversíveis (equação 2.1) e 

considerando α = 0,5 foi possível prever o número de elétrons envolvidos na reação 

de oxidação de BHA onde o número de elétrons envolvidos no processo de oxidação 

de BHA é igual a 2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.52. Voltamograma cíclico para BHA 8,0 x10-4 mol L-1 em KNO3 0,1 mol L-1/ 

10% de etanol (v/v) (pH 6,7) utilizando (A) ECC não modificado e (B)  ECCM- Ni(OH)2; 

υ = 50 mV s-1 
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O mecanismo proposto para o funcionamento do ECCM-Ni(OH)2 na 

presença de BHA considerando os cálculos realizados para número de elétrons 

envolvidos na oxidação de BHA obtidos pelas equações 4.3 e 2.2 foi similar ao 

proposto para quercetina (FIGURA 4.45), onde este é dividido em duas etapas, uma 

química e outra eletroquímica, caracterizando-se como um mecanismo CE. 

Inicialmente, BHA é oxidado a TBQ correspondente na superfície do eletrodo e, 

Ni(OH)2  é reduzido a Ni0, sendo então Ni0 oxidado eletroquimicamente a Ni(OH)2  

gerando o sinal analítico. 

 

4.11.5. Otimização dos parâmetros para o método proposto  

 

Na TABELA 4.19 estão apresentados todos os parâmetros estudados e 

otimizados para determinação de BHA em amostras de alimentos.  

 

TABELA 4.19. Resumo dos parâmetros estudados para o método proposto 

Parâmetros Valores      

estudados 

Valor 

selecionado 

Eletrólito suporte NaNO3, KNO3, NaCl, 

KCl, tampão fosfato 

KNO3 

Solubilidade da amostra  

eletrólito/ etanol % v/v 

95/5% - 70/30% 90/10% 

pH do eletrólito 2 – 9 6,7 

Concentração de KNO3 (mol L-1) 0,01 –  1 0,1 

Freqüência de onda quadrada (f) (s-1) 10 – 100 80 

Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10 – 100 60 

Incremento de varredura (∆Es) (mV) 1 – 6 5 

 

A freqüência escolhida para todas as determinações de BHA foi igual a  80 

s-1, em virtude desta apresentar menor linha base em relação a demais.  A amplitude 

de 60 mV foi escolhida por apresentar melhor definição de pico, assim como maior 
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intensidade de corrente. Um incremento de varredura de potencial igual a 5 mV foi 

selecionado por apresentar melhor definição de pico.  

 

 

Os estudos de repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando 

soluções de BHA 5,0 × 10−4 mol L−1 em KNO3 0,1 mol L-1/10% (v/v) empregando-se os 

mesmos parâmetros de SWV otimizados para o método. A repetibilidade intra e inter 

dias foram realizadas conforme descrito anteriormente no item 4.8.7. O RSD obtido 

para a repetibilidade intra e inter dias foram: 2,4 % e 3,0 % respectivamente  

 

4.11.7. Estudo de interferentes em potencial e teste de recuperação 

 

Foram avaliadas algumas substâncias presentes em amostras de 

maioneses que podem interferir na determinação de BHA. As substâncias avaliadas 

foram: ácido cítrico, EDTA, benzoato de sódio, amido, sorbato de potássio e lactose 

em solução de KNO3 0,1 mol L-1/10% etanol (v/v) (pH condicional 6,7) na mesma 

concentração (1:1 interferente: analito) e dez vezes maior (10:1 interferente: analito) 

sendo a concentração de BHA 5,0 × 10−4 mol L−1. Em mesma concentração nenhuma 

substância investigada apresentou interferência na determinação de BHA em 

maioneses. Em concentração dez vezes maior, somente a lactose apresentou 

interferência de 4,6 % na determinação de BHA, porém a lactose não está presente 

em todas as formulações de maionese. Também foi realizado o estudo de adição e 

recuperação de padrão. As recuperações variaram entre 96,5 % e 103%. Esses 

valores obtidos indicam que não houve interferência significativa da matriz das 

amostras na determinação de BHA pelo procedimento analítico proposto. 

 

4.11.8. Curva analítica e aplicações 

 

Na FIGURA 4.53 estão apresentados os voltamogramas de SW obtidos em 

diferentes concentrações de BHA nas condições otimizadas apresentadas na 

TABELA 4.19. A curva analítica foi linear no intervalo de concentração de BHA entre 

7,5 x10-7 e 2,0 x10-5 mol L–1, com LD igual a 2,9 x10-7 mol L–1. A equação de 

regressão linear obtida foi: ∆Ipa (A) = 2,41 x 10-7 + 0,18 [BHA] mol L–1, r = 0,9994. 

4.11.6. Estudo da Repetibilidade  
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O método proposto foi aplicado na determinação de BHA em amostras de 

maioneses. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos por 

HPLC nas condições experimentais descritas anteriormente a qual a BHA apresentou 

um tempo de retenção de 6,7 minutos. Na TABELA 4.20 são apresentados os 

resultados obtidos empregando-se o método proposto e HPLC.  

Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se 

o teste t pareado, 186 (texp = 1, 948 e ttabelado = 2,571). Como o texp obtido é menor que o 

ttabelado pode-se concluir que os resultados obtidos na determinação de BHA pelo 

método proposto e por HPLC não apresentaram diferenças significativas, a um nível 

de confiança de 95%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TABELA 4.20. Determinação de BHA em maionese por HPLC e o método proposto. 

 BHA (mg/100g)  

Amostras HPLC SWV Er% 

Hellmans 2,40 ± 0,05 2,51 ± 0,06  +4,58  

Soya 5,96 ± 0,06 6,09 ± 0,05  +2,18  

Arisco 1,60 ±0,04 1,58 ± 0,07  -1,25  

 n = 3; nível de confiança de 95% 

FIGURA 4.53. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Ni(OH)2 em diferentes 

concentrações de BHA; (a) eletrólito suporte; (b) 7,5 x10-7; (c) 2,88 x10-6; (d) 5,01 

x10-6; (e) 7,14 x10-6; (f) 9,27 x 10-6; (g) 1,14 x10-5; (h) 1,35 x10-5; (i) 1,56 x 10-5; (j) 

1,78 x 10-5; (k) 2,0 x 10-5 mol L-1; eletrólito suporte: KNO3 0,1 mol L-1 (pH 6,7); f = 80 

mVs-1, a = 60 mV, ∆Es = 5 mV). Em detalhe a curva analítica obtida. 
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4.12. ECCM com Ni(OH)2 para determinação de BHT em amostras de maionese e 

margarina 

4.12.1. Estudo do efeito do eletrólito suporte 

 

As mesmas soluções de eletrólito suporte estudadas para BHA foram 

estudados para BHT. O eletrólito suporte utilizado para todas as determinações de 

BHT foi o nitrato de potássio 0,1 mol L-1/10% de etanol (v/v) (pH 6,7) por apresentar 

melhor definição de pico e intensidade de corrente.  

 

4.12.2. Estudo do efeito do pH  

 

Assim como para BHA, BHT apresentou o mesmo comportamento em 

KNO3 0,1 mol L-1/10% etanol (v/v) sendo assim a discussão apresentada no item 

4.11.2 é valida também para BHT. A melhor definição de pico e máximo de corrente 

também foi observada em pH igual a 6,7, sendo assim foi selecionada a solução de 

KNO3 0,1 mol L-1/10% etanol (v/v) (pH 6,7) para a otimização de todos os parâmetros 

para esta determinação.  

 

4.12.3. Estudo do efeito da velocidade de varredura  

 

O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta 

voltamétrica do ECCM-Ni(OH)2 é apresentado na FIGURA 4.54. 
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FIGURA 4.54. Resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH)2 em função da raiz quadrada 

da velocidade de varredura na presença de BHT. 
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O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta 

voltamétrica do ECCM-Ni(OH)2 foi investigado usando voltametria cíclica no intervalo 

de 5 a 150 mV s-1 para uma solução 2,0 × 10−4 mol L−1 de BHT em KNO3 0,1 mol L-1/ 

10% etanol (v/v) (pH 6,7). As correntes de pico anódicas variaram lineamente com a 

raiz quadrada da velocidade de varredura (∆Ipa (A) = - 4,55x 10-8 + 9,36 x10-7 υ
1/2), 

sugerindo que o processo de oxidação de BHT é controlado por difusão. 

 

4.12.4. Comportamento eletroquímico de BHT sobre o ECCM-Ni(OH)2  

 

Na FIGURA 4.55 são apresentados os perfis voltamétricos de BHT em 

KNO3 0,1 mol L-1/ 10% etanol (v/v) (pH 6,7) utilizando um ECC não modificado e o 

ECCM-Ni(OH)2 na mesma composição percentual de parafina para vias de 

comparação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.55. Voltamograma cíclico para BHT 8,0 x10-4 mol L-1 em KNO3 0,1 mol L-1/ 

10% de etanol (v/v) (pH 6,7) utilizando (A) ECC não modificado e (B)  ECCM- Ni(OH)2; 

υ = 50 mV s-1 

 

Como pode ser observado na FIGURA 4.55, o perfil voltamétrico de BHT 

em KNO3 0,1 mol L-1/ 10% etanol (pH 6,7) obtido com ECC não modificado  

apresentou um pico anódico em 1,08 V vs Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1) e o perfil 

voltamétrico de BHT no mesmo eletrólito determinado com ECCM-Ni(OH)2 mostram 

um pico anódico em 900 mV vs Ag/AgCl (KCl 3 mol L-1), a ausência de um pico 

catódico no sentido inverso de varredura e o deslocamento para potenciais mais 
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positivos com o aumento da velocidade de varredura evidencia-se tratar-se de um 

sistema irreversível.160, 163  

Observa-se que o potencial de trabalho utilizando ECCM-Ni(OH)2 foi 

deslocado para potenciais menores (menos positivos), o que pode levar a um 

aumento da seletividade do ECCM-Ni(OH)2 para BHT em comparação com o eletrodo 

não modificado. A intensidade de corrente também aumentou significativamente na 

mesma concentração de BHT medida para ambos os eletrodos. 

A variação de potencial anódico com o pH mostrou uma relação linear com 

inclinação de 28,7 mV pH-1 que indica um mecanismo que envolve a transferência de 

dois elétrons e um prótons e utilizando a equação 2.1  e considerando α = 0,5, o 

número de elétrons envolvidos no processo de oxidação de BHT também foi igual a 2.  

Considerando os estudos realizados sugere-se que em KNO3 0,1 mol L-1/ 

10% etanol (pH 6,7), BHT  é oxidado a 2,6-di-terc-butil-metilciclohexano-2,5-dienona 

liberando dois elétrons, como mostra a reação a seguir: 

 
 

4.12.5. Otimização dos parâmetros para o método proposto  

 

Na TABELA 4.21 são apresentados todos os parâmetros estudados e 

otimizados para determinação de BHT em amostras de alimentos.  

A freqüência para determinação de BHT foi escolhida em virtude da menor 

linha base obtida em relação a demais freqüências estudadas e melhor definição de 

pico. A amplitude e incremento de varredura de potencial também foram escolhidos 

por apresentar melhor definição de pico e maior intensidade de corrente.  
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TABELA 4.21. Resumo dos parâmetros estudados para o método proposto 

Parâmetros Valores       

estudados 

Valor 

selecionado 

Eletrólito suporte NaNO3, KNO3, NaCl, 

KCl, tampão fosfato 

KNO3 

Solubilidade da amostra  

eletrólito/ etanol % v/v 

95/5% - 70/30% 90/10% 

pH do eletrólito 2 – 9 6,7 

Concentração de KNO3 (mol L-1) 0,01 –  1 0,1 

Freqüência de onda quadrada (f) (s-1) 10 – 80 30 

Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10 – 100 60 

Incremento de varredura (∆Es) (mV) 1 – 6 5 

 

4.12.6. Estudo da Repetibilidade  

 

Os estudos da repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando 

soluções de BHT 8,0 × 10−4 mol L−1 em KNO3/etanol 90/10% (V/V) nos mesmos 

parâmetros de SWV otimizados para o método. A repetibilidade intra e inter dias 

foram realizadas conforme descrito no item 4.8.7. O RSD obtido para a repetibilidade 

intra e inter dias foram: 1,4 % e 2,0 % respectivamente  

 

4.12.7. Estudo de interferentes em potencial e teste de recuperação 

 

As mesmas substâncias avaliadas para a determinação de BHA foram 

avaliadas para BHT na mesma concentração e dez vezes maiores sendo a 

concentração de BHT 8,0 × 10−4 mol L−1. Nenhuma substância investigada apresentou 

interferência na determinação de BHT em amostras de maioneses e margarina. 

Também foi realizado o estudo de adição e recuperação de padrão. As recuperações 

variaram entre 95,8% e 104%; esses valores obtidos indicam que não houve 
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interferência significativa da matriz das amostras na determinação de BHT pelo 

procedimento analítico proposto. 

 

4.12.8. Curva analítica e aplicações 

 

Na FIGURA 4.56 estão apresentados os voltamogramas de onda quadrada 

obtidos em diferentes concentrações de BHT nas condições otimizadas apresentadas 

na TABELA 4.21. A curva analítica foi linear no intervalo de concentração de BHT 

entre 9,9 x 10-8 e 1,8 x 10-5 mol L–1, com limite de detecção determinado conforme a 

equação 4.4 igual a 4,3 x10-8 mol L–1. A equação de regressão linear obtida foi: ∆Ipa 

(A) = 2,25 x10-7 + 0,286 [BHT] mol L–1, r = 0,9994. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.56. Voltamogramas SW obtidos com ECCM-Ni(OH)2 em diferentes 

concentrações de BHT; (a) eletrólito suporte; (b) 9,9 x 10-8; (c) 9,9 x10-7; (d) 1,96 x10-

6; (e) 3,84 x10-6; (f) 5,66 x 10-6; (g) 7,40 x10-6; (h) 9,09 x10-6; (i) 1,07 x 10-5; (j) 1,52 x 

10-5; (k) 1,8 x 10-5 mol L-1; eletrólito suporte: KNO3 0,1 mol L-1 (pH 6,7); f = 30 mVs-1, a 

= 60 mV, ∆Es = 5 mV). Em detalhe a curva analítica obtida. 

  

O método proposto foi aplicado na determinação de BHT em amostras de 

maioneses e margarinas. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados 

obtidos por HPLC nas condições experimentais descritas anteriormente a qual a BHT 

apresentou um tempo de retenção de 8,8 minutos. Na TABELA 4.22 são 

apresentados os resultados obtidos para o método proposto e HPLC. 
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TABELA 4.22. Determinação de BHT em maionese e margarina por HPLC e o 

método proposto. 

BHT (mg/100g) 

Amostras HPLC SWV Er% 

Vigor 1,20 ± 0,05 1,23 ± 0,10  + 2,50 

Doriana 2,07 ± 0,04 2,12 ± 0,09  + 2,41 

Soya 3,37 ± 0,05 3,41 ± 0,10  + 1,18 

Arisco 1,04 ± 0,06 1,06 ± 0,06  + 1,92 

                    n = 3; nível de confiança de 95% 

 

Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se 

o teste t pareado. 186 Como o texp (2,381) obtido é menor que o ttabelado (2,571)  pode-se 

concluir que os resultados obtidos na determinação de BHT pelo método proposto e 

por HPLC não apresentaram diferenças significativas, a um nível de confiança de 

95%.  

Na TABELA 4.23 é apresentada a comparação entre antioxidantes naturais 

CAT e QCT e os antioxidantes sintéticos BHA e BHT quantificados com ECCM-

Cu3(PO4)2  e ECCM-Ni(OH)2.  

Comparando cada antioxidante determinado com os eletrodos modificados 

propostos, observa-se que para os antioxidantes naturais CAT e QCT o ECCM- 

Cu3(PO4)2  foi o que obteve maior linearidade. O limite de detecção obtido com ECCM- 

Cu3(PO4)2  foi até duas décadas maior para o antioxidante QCT, do que aquele obtido 

com ECCM-Ni(OH)2 para o mesmo antioxidante. Em relação aos antioxidantes 

sintéticos, o maior intervalo de linearidade foi obtido usando ECCM-Ni(OH)2 para 

determinar BHT em amostras de maionese e margarina de acordo coma TABELA 

4.23.   
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TABELA 4.23. Resultados obtidos para a quantificação de CAT, QCT, BHA e BHT 

utilizando o ECCM- Cu3(PO4)2  e ECCM-Ni(OH)2  

 ECCM-Cu3(PO4)2 

 Ep (V) LD (mol L-1) r b L (mol L-1) 

CAT 0,16 5,8x10-8 0,9995 1,28 9,9x10-8 – 1,2x10-6 

QCT 0,16 8,6 x10-8 0,9985 3,81 1,9x10-7 – 1,3x10-6 

BHA 0,44 5,9 x10-8 0,9991 3,15 9,9x10-7 – 3,4x10-5 

BHT 0,87 5,7x10-8 0,9995 1,00 3,0x10-7 – 3,4x10-5 

 ECCM-Ni(OH)2 

 Ep (V) LD (mol L-1) r b L(mol L-1) 

CAT 0,17 5,5x10-8 0,9990 1,21 1,3x10-7 – 1,8x10-5 

QCT 0,04 6,0x10-6 0,9985 0,106 1,2x10-5 – 8,4x10-5 

BHA 0,51 2,9x10-7 0,9996 0,71 7,5x10-7 – 2,0x10-5 

BHT 0,90 4,3x10-8 0,9989 0,28 9,9x10-8 – 1,8x10-5 

r = coeficiente de correlação linear da curva analítica;  

b = coeficiente angular da curva analítica; 

L = linearidade da curva analítica 

 

Na TABELA 4.24 são apresentados os resultados obtidos para todos os 

antioxidantes pelo método proposto e os resultados obtidos por alguns autores. 

Observa-se na TABELA 4.24 que os potenciais de trabalho obtidos para todos os 

antioxidantes usando o ECCM-Ni(OH)2 com exceção de BHT, foram menores em 

relação aos autores citados, e assim como discutido para o ECCM-Cu3(PO4)2 o 

antioxidante rutina foi o que obteve menor potencial de trabalho comparado com os 

autores citados na TABELA 4.24. Assim, o ECCM-Ni(OH)2 mostrou-se relativamente 

mais seletivo em relação aos resultados encontrados na literatura para os mesmo 

antioxidante utilizando técnicas voltamétricas como método de determinação. 
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TABELA 4.24. Comparação entre os resultados obtidos pelo método proposto e 

alguns autores. 

 ECCNM  ECCM-Ni(OH)2 Referências 

 Ep (V) Ep (V) LD (mol L-1) Ep (V) LD(mol L-1)  

CAT 0,40 0,16 5,5 x10-8 

0,23 ---- 33 

0,20 4,65x10
-6

 
24 

QCT 031 0,02 6,0 x10-7 
0,31 8,0 x10-8 189 

0,36 2,0 x10
-8

 
40 

Rut 0,40 0,22 2,9 x10-7 
0,87 1,5 x10-7 188 

0,37 1,8 x10-8 95 

BHA 0,58 0,51 2,9 x10-7 
0,64 1,0 x10-6 190 

0,65 3,7 x10-6 76 

BHT 1,08 0,90 4,3x10-8 0,84 6,8 x10-7 190 
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4.13. ECCM com resina de troca iônica para determinação de rutina em 

formulações farmacêuticas 

 

Os parâmetros estudados e otimizados para a quantificação de rutina 

utilizando o ECCM proposto estão sumarizados na TABELA 4.25. A técnica de 

voltametria linear foi utilizada para quantificação do analito e a técnica de voltametria 

cíclica foi utilizada para os demais estudos. 

 

 TABELA 4.25. Resumo dos parâmetros estudados para o método proposto 

Parâmetros Valores estudados Valor 

selecionado 

Eletrólito suporte Tampão fosfato, KCl, 

NaCl, KNO3, NaNO3,  

KNO3 

pH* do eletrólito 2 - 11 6,0 

Solubilidade da amostra (KNO3/etanol) 75/25% - 95/5% 90/10% 

Concentração de KNO3 (mol L-1) 0,05 – 0,5 0,1 

(CV) Velocidade de varredura (mVs-1) 5 - 150 50 

(LV) Velocidade de varredura (mVs-1) 5 -150 50 

 

4.13.1. Estudo da composição do eletrodo 

 

O efeito da composição do eletrodo foi estudado por voltametria cíclica, 

fixando primeiramente a percentagem de aglutinante (parafina) em 20% e variaram-se 

as quantidades de pó de grafite e resina-Cu (II) nas seguintes proporções de pó de 

grafite/parafina: 75:20; 70:20; 65:20, 60:20, 55:20 e 50:20, (% m/m) e resina-Cu (II): 5, 

10, 15, 20, 25 e 30% m/m em relação à massa total do compósito. 

A FIGURA 4.57 mostra o efeito da percentagem m/m do modificador na 

composição do eletrodo. As medidas ciclovoltamétricas foram realizadas em KNO3 0,1 

mol L-1 (pH 6,0), em velocidade de varredura de potencial de 50 mV s-1, na presença e 

na ausência de 1,09 × 10−6 mol L−1 de rutina. Os valores de ∆Ip correspondem a 

diferença da corrente obtida na presença e na ausência de rutina. 
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Como pode ser observado FIGURA 4.57, a concentração de resina 

catiônica contendo Cu(II) imobilizado no ECCM, possui um grande efeito na resposta 

voltamétrica do eletrodo modificado. Os picos de corrente aumentaram com o 

aumento da percentagem do modificador até 20% m/m. Em concentrações superiores 

a 20% do modificador, foi observado queda da resposta analítica do eletrodo 

modificado, devido a diminuição da concentração em % do pó de grafite no compósito 

do eletrodo e conseqüentemente, diminuição da condutividade elétrica  do compósito. 

Sendo assim, selecionou-se a seguinte composição do ECCM: resina-Cu (II) 20 % 

m/m, pó de grafite 40 % m/m e 20% (m/m) de parafina sólida.  
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FIGURA 4.57. Efeito da composição do compósito do eletrodo sobre resposta 

voltamétrica do ECCM-resina-Cu (II) em KNO3 0,1 mol L-1 /10% etanol (v/v) (pH 6,0); υ 

= 50 mVs–1.   

 

4.13.2. Estudo do efeito do eletrólito suporte 

 

O comportamento voltamétrico do ECCM-resina-Cu (II) foi investigado em 

cinco diferentes eletrólitos suportes, a saber: cloreto de potássio, cloreto de sódio, 

nitrato de potássio, nitrato de sódio e tampão fosfato. Em todas as soluções foram 

verificadas a presença de picos voltamétricos, porém a solução de nitrato de potássio 

apresentou melhor definição de pico e maior magnitude de corrente (FIGURA 4.58), 

sendo assim selecionada como eletrólito suporte para todas as determinações de 

rutina em formulações farmacêuticas. O pico anódico observado com o elétrodo 

modificado no eletrólito suporte contendo íons potássio aumentou em relação à 
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solução que contém os íons sódio, demonstrando que o contra íon influência o 

comportamento voltamétrico do elétrodo. Este fato pode ser explicado de acordo com 

o raio iônico hidratado dos íons Na+(1,8 ) e K+(1,25 ) quanto menor o raio iônico 

hidratado maior é a permeabilidade do cátion na molécula de resina-Cu(II), este 

comportamento concorda com alguns estudos de eletrólitos suporte encontrados na 

literatura, os quais sugerem o uso de íons potássio no eletrólito suporte.191, 192 A 

resposta voltamétrica do ECCM-resina-Cu (II) não foi afetada pela concentração do 

eletrólito. Assim, a solução do nitrato de potássio 0,10 mol L−1 foi usada para todas as 

determinações de rutina. 
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FIGURA 4.58. Efeito das soluções de eletrólito suporte estudadas para a 

determinação de rutina utilizando ECCM com Resina-Cu (II).  Variações de correntes 

obtidas por voltametria cíclica na presença e na ausência de 4,0x10-5 mol L -1 de 

rutina; υ = 50 mVs–1.   

 

4.13.3. Estudo do efeito do pH  

 

O ECCM com resina-Cu (II) (20% m/m) foi estudado sobre um intervalo de 

pH entre 2 a 11, em uma solução contendo 3,84 × 10−6 mol L−1 de rutina. De acordo 

com a estrutura da rutina, o pH possui efeito significativo na formação do complexo 

entre Cu (II) e rutina. ZENG et al.52 Sugere que em pH elevado a reação torna-se 

mais difícil devido a falta de próton em solução, além disso em pH elevados a 

rutina polariza negativamente causando repulsão eletrostática entre a rutina e o 

compósito de carbono, diminuindo a intensidade de corrente. 
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Consequentemente as soluções com pH menores são mais apropriada para a 

determinação de rutina.  

A FIGURA 4.59 mostra o efeito do pH na corrente de pico anódica do 

elétrodo modificado. A corrente de pico anódica (∆I/µA) foi obtida pela diferença das 

correntes na presença e na ausência de rutina. 

 Observa-se que no intervalo de pH entre 2,0 e 4,0 a corrente de pico foi 

praticamente constante, sendo que entre 4,0 e 6,0 houve aumento significativo do 

sinal analítico, atingindo um sinal máximo em pH igual a 6,0. Em valores de pH 

maiores que 6,0 a intensidade de corrente de pico diminui, provavelmente devido ao 

fato que em pH maior que 6,0 os íons hidroxila presente na solução dificulta ou 

impede a formação do complexo Cu (II)-rutina de acordo com a equação 4.2 (item 

4.2.3)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.59. Efeito do pH na resposta voltamétrica do ECCM-resina-Cu (II); 

eletrólito suporte: KNO3 0,1 mol L-1 / 10 % etanol (v/v) na presença de 3,85 × 10−6 mol 

L−1 rutina.  

 

4.13.4. Estudo do efeito da velocidade de varredura  

 

O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta 

voltamétrica do ECCM foi investigado usando voltametria cíclica no intervalo de 5 a 

150 mV s-1 para uma solução 3,85 × 10−6 mol L−1 de Rut em KNO3 0,1 mol L-1/ 10% 

etanol (v/v) (pH 6,0). A FIGURA 4.60 mostra o comportamento do ECCM em função 

da raiz quadrada da velocidade de varredura. 
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As correntes de pico anódico não variam linearmente com a raiz quadrada 

da velocidade de varredura como observado na FIGURA 4.60, sugerindo que a 

formação do complexo Cu(II)-Rut seja controlado por adsorção das espécies até a 

superfície do eletrodo.  
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FIGURA 4.60. Resposta voltamétrica do ECCM-resina-Cu (II) em função da raiz 

quadrada da velocidade de varredura. 

 

4.13.5. Comportamento eletroquímico de Rut sobre o ECCM-resina-Cu (II)  

 

A FIGURA 4.61 mostra os ciclo voltamogramas obtidos com ECCM não 

modificado e ECCM–resina-Cu (II) na presença e na ausência de rutina 

A atividade antioxidante da rutina é realçada pela complexação com metais 

de transição. 193 As características do complexo rutina-cátion metálico e os outros 

complexos com flavonóides têm sido descritos utilizando-se métodos como 

espectrofotometria,194 cronopotenciometria e voltametria linear.195 Estes trabalhos 

descrevem a formação de complexos entre flavonóides, especialmente a rutina com 

metais como Cu (II), Bi (III) e Ga (III).194, 195 

BAI e colaboradores196 estudaram a interação de flavonóides com metais 

de transição, em especial o cobre (II) por espectrometria de massas com ionização de 

elétrons. Eles observaram que a rutina e outros flavonóides forma complexo com 

cobre(II). 

As diminuições das correntes foram diretamente proporcionais a formação 

de complexo Rut-Cu (II) na superfície do ECCM em -0,019V a qual foi investigada por 

voltametria cíclica. Pode se observar na FIGURA 4.61 B que a intensidade de 
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corrente diminui na presença de rutina sugerindo que o complexo formado adsorve na 

superfície do eletrodo. 

Ainda de acordo com a FIGURA 4.61 ocorre uma diminuição dos picos de 

corrente, devido ao fato que a superfície do eletrodo foi bloqueada por uma forte 

adsorção do complexo formado.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4.61 - Comportamento voltamétrico da rutina em KNO3 0,1 mol L-1 /10 % 

etanol (v/v) (pH condicional 6,0); υ = 50 mVs-1; (A) ECC não modificado; (B) ECCM-

resina-Cu (II) na ausência; (C) na presença de 3,85 × 10−6 mol L−1 de rutina.  

 

A intensidade de corrente obtida com o ECCM-resina-Cu (II) em eletrólito 

suporte na ausência de rutina (branco) pode ser recuperada eletroquimicamente ou 

por polimento manual da superfície do eletrodo. 

Após todas as determinações de rutina, otimizou-se um método de 

recuperação ou dessorção do complexo Cu (II)-rutina formado na superfície do 

eletrodo. Para isto, a superfície de contato do eletrodo foi deixada submersa em água 

deionizada por 20 minutos. Após este tempo, fez se uma varredura no sentido 

catódico em eletrólito suporte, seguida por uma varredura no sentido anódico. Para 

este estudo foi usada voltametria cíclica em potencial 400 a –700 mV (sentido 

catódico) e -700 a 400mV (sentido anódico). O desvio padrão obtido entre as 

correntes obtidas com o ECCM-resina-Cu (II) em eletrólito suporte inicialmente (antes 

da construção da curva analítica) e depois do tratamento catódico foi igual a 1,5%, 

mostrando que é possível renovar a superfície do eletrodo eletroquimicamente, porém 
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a vida útil do eletrodo diminui em 48% comparando com a vida útil do eletrodo sem o 

tratamento catódico. 

O mecanismo de resposta voltametria do ECCM-resina-Cu (II) foi proposto 

como esta representado na FIGURA 4.62. O pico anódico em -0,019 V corresponde à 

oxidação de Cu0/Cu2+ e a formação do complexo Cu (II) resina [Rutina] que concorda 

com os artigos citados os quais sugerem a formação de complexos entre a rutina e 

íons Cu 2+ .193, 197, 198 

 

FIGURA 4.62. Mecanismo proposto para o funcionamento do ECCM-resina-Cu (II) 

para a determinação de Rut. 

 

4.13.6. Estudo de Repetibilidade  

 

Os estudos de repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando 

soluções de rutina 3,84 × 10-6 mol L−1 em KNO3 0,1 mol L-1 /10 % etanol (v/v) nos 

mesmos parâmetros otimizados para o método. A repetibilidade intra e inter dias 

foram realizadas conforme descrito anteriormente no item 4.8.7. O RSD obtido para a 

repetibilidade intra dias foi de 1,0 % e pra repetibilidade inter dias foi de 3,0 %. 

 

4.13.7. Estudo de interferentes em potencial e teste de recuperação 

 

Foram avaliados alguns excipientes presentes em amostras comerciais que 

podem interferir na determinação de rutina. As substâncias avaliadas foram: sacarina 

sódica, metilparabeno, amido, carbonato de cálcio e estearato de magnésio em 
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solução de KNO3 0,1 mol L-1/10% etanol (v/v) (pH 6,0) na mesma concentração (1:1 

interferente: rutina) e dez vezes maior (10:1 interferente: rutina) sendo a concentração 

de rutina 3,84 × 10-6 mol L−1. Nenhuma substância investigada causou interferência na 

determinação de rutina em nenhuma proporção de concentração.  

Também foi realizado o estudo de adição e recuperação de padrão usando 

duas amostras de formulações farmacêuticas com as três concentrações padrão 

diferentes: 1,30, 2,55 e 3,16 mg L-1 e os resultados obtidos foram comparados com os 

aqueles adicionados. As recuperações variaram entre 97,8% e 102%, demonstrando 

a exatidão do método proposto. 

É importante notar que os concomitantes contidos nestas amostras não 

causaram interferências na determinação do rutina, usando o método proposto. 

Considerando que as substâncias passíveis de interferência foram investigadas e não 

influenciaram na resposta do ECCM proposto na determinação de rutina, desta forma 

é possível considerar que o método proposto é eficiente para a determinação de 

rutina em amostras farmacêuticas. 

 

4.13.8. Curva analítica e aplicações 

 

Na FIGURA 4.63 são apresentados os voltamogramas lineares obtidos em 

diferentes concentrações de rutina nas condições otimizadas e apresentadas na 

TABELA 4.21. Sob os parâmetros otimizados, a corrente de pico anódica obtida com 

o ECCM-resina-Cu (II) foi linear com a concentração de rutina no intervalo de 9,90 × 

10−7 a 8,07 × 10−6 mol L−1, com limite de detecção igual a 2,65 × 10−7 mol L−1 e 

equação da reta igual a ∆Ipa (A) = 1,17 × 10-4 _ 13,60 [Rutina] (r = 0.9997) 

O método proposto foi aplicado na determinação de rutina em formulações 

farmacêuticas. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos 

por HPLC nas condições experimentais descritas anteriormente a qual a rutina 

apresentou um tempo de retenção de 4,2 minutos. Na TABELA 4.26 são 

apresentados os resultados obtidos para o método proposto e HPLC. 
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FIGURA 4.63. Voltamograma de varredura linear obtido com ECCM-resina-Cu (II) em 

KNO3 0,1 mol L-1/10 % etanol (v/v) (pH 6,0); (a) branco; (b) 9,9 × 10-7; (c) 2,14 × 10-6; 

(d) 3,90 × 10-6; (e) 4,90 × 10-6; (f) 6,17 × 10-6; (g) 7,13 × 10-6; (g) 8,07 × 10-6 mol L-1; υ 

= 50 mVs-1; Em detalhe curva analítica obtida.  

 

 

TABELA 4.26. Determinação de rutina em formulações farmacêuticas por HPLC e o 

método proposto. 

Rutina 

Amostras  Valor  rotulado  HPLC  LV Er1%  Er2%  

Venocur (II)r* 300 299 ± 2 301 ± 1 + 0,3 +0,6 

Nova Rutina** 20,0 19,9 ± 0,2 20,8 ± 0.3 + 4,0 + 4,5 

n = 3; nível de confiança de 95% 

* mg Rutina por comprimido; ** mg Rutina por mL  

Er1 = método proposto vs. valor rotulado; Er2 = método proposto vs. HPLC.  

 

Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se 

o teste t pareado, 186 (texp = 1,09 e ttabelado = 2,571). Como o texp obtido é menor que o 

ttabelado pode-se concluir que os resultados obtidos na determinação de rutina pelo 
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método proposto e por HPLC não apresentaram diferenças significativas, a um nível 

de confiança de 95%.  

Na TABELA 4.27 são apresentados os resultados obtidos para a 

quantificação de rutina utilizando os três eletrodos propostos neste trabalho. De 

acordo com a TABELA 4.27, observa-se que os limites de detecção e linearidade 

obtidos com os três eletrodos foram similares, a diferença observada foi em relação 

aos potenciais de trabalho de cada eletrodo. 

  

TABELA 4.27. Resultados obtidos para a quantificação de Rut utilizando os ECCMs 

propostos. 

Rutina  

 Ep (V) LD  R b L (mol L-1) 

ECCM-Cu3(PO4)2 0,16 4,15x10-7 0,9993 5,56 1,37x10-7 – 2,5x10-6 

ECCM-Ni (OH)2 0,12 2,90x10-7 0,9985 1,73 9,9x10-7 – 6,5x10-6 

ECCM-Cu (II)Resina -0,02 2,65x10-7 0,9997 -13,6 9,9x10-7 – 8,07x10-6 

LD = limite de detecção calculado conforme a equação 4.4 em mol L-1 
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CAPÍTULO 5 - CONCLUSÕES 

 

Os estudos realizados neste trabalho evidenciaram a viabilidade do 

emprego de eletrodos compósito de carbono modificados para determinação de 

antioxidantes catequina, quercetina, rutina, BHA e BHT em diferentes amostras 

utilizando técnicas voltamétricas. 

Os eletrodos modificados propostos (ECCM-Cu3(PO4)2 e ECCM-Ni(OH)2) 

foram comparados com o ECC não modificado onde verificou-se as propriedade 

eletrocatalíticas dos modificadores os quais diminuíram os potenciais de trabalho para 

potenciais menos positivos aumentando assim a seletividade dos eletrodos 

comparados ao ECC não modificado. Os ECCMs foram aplicados na determinação 

dos cinco antioxidantes supramencionados com boa precisão e exatidão, mostrando-

se promissor na quantificação de antioxidantes em amostras de alimentos e fármacos.   

A quantificação de todos os antioxidantes estudados foi realizada utilizando 

a técnica de voltametria de onda quadrada, esta técnica também foi usada para 

estudar alguns parâmetros e compará-los com estudos realizados usando a técnica 

de voltametria cíclica, sendo que os resultados foram concordantes entre si. 

Para efeito de comparação, utilizou-se a técnica de cromatografia líquida 

de alta resolução (HPLC) e os resultados obtidos foram concordantes com os 

resultados obtidos pelos métodos propostos a nível de confiança de 95%. Ademais, 

destacam-se algumas vantagens em se utilizar os métodos propostos em relação ao 

HPLC para determinação de antioxidantes, tais como: baixo custo, menor tempo de 

análise, menor quantidade de reagentes gastos em todo o procedimento analítico, 

além da facilidade de construção dos eletrodos e operação do equipamento utilizado 

em todas as determinações. 

Outro procedimento proposto foi a utilização do cobre (II) imobilizado em 

resina de troca catiônica, sendo esta incorporado no eletrodo compósito de carbono. 

Este eletrodo foi aplicado na determinação de rutina em formulações farmacêuticas 

utilizando as técnicas de voltametria cíclica e linear com boa precisão e exatidão. 

  A composição de cada eletrodo foi estudada sendo que as seguintes 

composições obtiveram melhor desempenho analítico: ECCM-Cu3(PO4)2: 40% 

modificador, 40% pó de grafite; ECCM-Ni(OH)2: 20% modificador, 60 % pó de grafite e 

ECCM-resina-Cu: 20% modificador, 60 % pó de grafite, todos contendo 20 % (m/m) 

de parafina. 
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A parafina teve um papel importante na fabricação dos eletrodos, pois 

conferiu a eles uma característica hidrofóbica à superfície dos eletrodos dificultando 

os processos adsortivos na superfície dos mesmos. Dentre os cinco antioxidantes 

determinados, apenas a quercetina apresentou processo controlado por adsorção. 

Os modificadores químicos Cu3(PO4)2 e Ni(OH)2 foram imobilizados em 

resina poliéster. A principal característica atribuída a imobilização dos modificadores 

foi o aumento na vida útil de cada eletrodo, uma vez que foram construídos para 

efeito de comparação, eletrodos na mesma composição porém com os modificadores  

não imobilizados, estes eletrodos apresentaram tempo de vida útil bem menores em 

comparação aos eletrodos com modificadores imobilizados  

Verificou-se que o tampão fosfato foi o eletrólito que proporcionou a melhor 

resposta em termos de sinal analítico e definição de pico para os antioxidantes 

naturais catequina, quercetina e rutina, utilizando tanto o ECCM-Cu3(PO4)2 como 

ECCM-Ni(OH)2. Para os antioxidantes sintéticos BHA e BHT o eletrólito suporte KNO3 

foi o que proporcionou a melhor resposta voltamétrica para os dois eletrodos, 

indicando uma possível influência do contra íon nas determinações.   

Os resultados obtidos foram comparados com aqueles publicados na 

literatura que também utilizaram técnicas voltamétricas para determinação dos 

mesmos antioxidantes, verificou-se que os métodos propostos, nesta tese, obtiveram 

para todos os sistemas, menores potenciais de trabalho comparados  aqueles 

relatados na literatura e o método proposto utilizando o ECCM-Cu3(PO4)2 foi o que 

obteve menores limites de detecção sendo estes limites de até duas décadas 

menores em relação a CAT e BHA e uma década menor em relação aos demais 

antioxidantes comparando àqueles apresentados da literatura. 

Ainda utilizando o ECCM-Cu3(PO4)2 foi possível realizar a detecção 

simultânea de BHA e BHT em amostras complexas de alimentos com boa precisão e 

exatidão. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 6 – ATIVIDADES FUTURAS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



132 
 

CAPÍTULO 6 – ATIVIDADES FUTURAS 

 

Durante o desenvolvimento desse trabalho, surgiram algumas perspectivas 

de trabalhos futuros seguindo a mesma linha de pesquisa. 

Há a necessidade de estudos adicionais para maiores esclarecimento com 

relação ao mecanismo de funcionamento dos ECCMs, principalmente aquele 

contendo o modificador Ni(OH)2 devido varias discussões sobre o meio de reação 

deste eletrodo. 

Utilizar estes eletrodos na determinação de outras substâncias em 

amostras complexas; tais como substâncias antipsicotrópicas (quetiapina e 

olanzapina) em urina e sangue e lactose em amostras de alimentos. 

Adaptar estes eletrodos em sistemas de análise por injeção em fluxo para a 

determinação de analitos de interesse, visando obter maior velocidade analítica.  
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