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LISTA DE ABREVIATURAS

Eletrodo compdsito de carbono modificado — ECCM
Eletrodo compdsito de carbono ndo modificado - ECCNM
Eletrodo quimicamente modificado — EQM
Catequina — CAT

Quercetina — QCT

Rutina — Rut

Voltametria ciclica — CV

Voltametria de onda quadrada — SWV

Voltametria de varredura linear — LV

Microscopia eletronica de varredura — MEV

Energia dispersiva de raio x — EDX ou EDS
Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE ou HPLC
Corrente de pico anddico — Ipa

Corrente de pico catddico — Ipc

mV — milivolts

HA — microAmper

Ep — potencial de pico

Velocidade de varredura - v

Amplitude de pulso de potencial — a

Frequéncia de pulso de potencial — f

Incremento de varredura - AE

SE — detector de elétrons secundarios

BSE — detector de elétrons retroespalhados
Eletrodo de calomelano saturado - ECS

RSD — desvio padrao relativo

Er% - erro relativo percentual

LD — limite de deteccao

L — linearidade

b — coeficiente angular da reta
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Resumo

DESENVOLVIMENTO E APLICACAO DE ELETRODOS COMPOSITOS QUIMICAMENTE
MODIFICADOS COM HIDROXIDOS E FOSFATOS DE CATIONS METALICOS PARA
DETERMINAGAO VOLTAMETRICA DE ANALITOS DE INTERESSE ALIMENTICIO E
FARMACEUTICO. No presente trabalho descreve-se a construgdo e avaliacdo de trés
eletrodos compésitos de carbono modificados (ECCMs): ECCM-Cus(PQ4)2, ECCM-
Ni(OH), e ECCM-resina-Cu(ll). Esses eletrodos foram aplicados na determinagéo de
antioxidantes em amostras de alimentos como chas, maioneses e margarinas e, em
formulagbes farmacéuticas, utilizando técnicas de voltametria ciclica, de onda
quadrada e linear. Para tanto foram estudados alguns parametros como: o eletrélito
suporte a ser utilizado em cada determinacao, concentragdo do eletrélito suporte,
pH, solubilidade das amostras, além dos parametros instrumentais para a técnica de:
voltametria ciclica usada para obtencao de informacgdes sobre a reversibilidade dos
sistemas e transferéncia de massa; parametros de onda quadrada (frequéncia de
onda quadrada, amplitude de onda quadrada e incremento de varredura), e de
voltametria linear (velocidade de varredura) usadas para a quantificagdo dos analitos
estudados. O primeiro eletrodo estudado foi o ECCM com Cus(POs),, onde a
composicao percentual deste eletrodo foi 40% (m/m) de p6 de grafite, 40% (m/m) do
modificador quimico Cuz(POs)2 € 20% (m/m) de parafina solida. Este eletrodo foi
aplicado na determinacdo de antioxidantes naturais catequina (CAT), quercetina
(QCT) e rutina (Rut) e, as melhores condi¢cdes de trabalho obtidas foram: eletrélito
suporte; tampao fosfato 0,1 mol L™ (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 determinagao dos antioxidantes artificiais BHA e BHT estudados nas
seguintes condicdes: eletrélito suporte; KNO3 0,1 mol L'/ 10% etanol (v/v) (pH 6,7)
para ambos. Também foi possivel determinar simultaneamente BHA e BHT
utilizando o ECCM-Cu3(PO4)2 com bom desempenho analitico. As curvas analiticas
obtidas para todas as determinacdes apresentaram uma boa linearidade, em torno
de duas décadas e, limites de deteccdo da ordem de 107 mol L' para Rut e 10
para os demais analitos. O segundo eletrodo proposto foi 0 ECCM modificado com
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Ni(OH),, para a determinag¢do de antioxidantes naturais e artificiais j& mencionados.
As condi¢cbes de trabalho para determinagdo de CAT, QCT e Rut foram: tampéao
fosfato 0,05 mol L (pH condicional 6,9) contendo 5, 20 e 10% de etanol (v/v) para
CAT, QCT e Rut, respectivamente. Para a determinagcdo de BHA e BHT, as
condicdes foram: eletrélito suporte: KNO3 0,1 mol L™/ 10% etanol (v/v) (pH 6,7) para
ambos. As curvas analiticas obtidas para todas as determinagbes de antioxidantes
usando o ECCM-Ni(OH), apresentaram uma boa linearidade com intervalo de
concentragdo em torno de duas décadas e limite de detecgdo da ordem de 107 mol
L™ para QCT, Rut e BHA e 10® mol L 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
determinacdes usando o ECCM-Cuz(PQO4). € ECCM-Ni(OH),. Também foi aplicado o
teste t pareado para os resultados obtidos para cada analito estudado, sendo que
nenhum obteve texperimentar Maior que 0O tiavelado, NA0 havendo assim diferenga
significativa entre os resultados obtidos pelos dois métodos a um nivel de confianga
de 95%. Finalmente, utilizou-se uma resina de troca catidnica carregada com ions
Cu?** na modificagdo de um eletrodo, sendo este aplicado na determinagao
voltamétrica de rutina. A curva analitica foi linear no intervalo de concentracéo de
Rut entre 9,90 x 107 e 8,07 x 10° mol L™, com limite de deteccédo de 2,65 x 10~
mol L. Neste trabalho destaca-se o aumento na seletividade desses eletrodos para
determinacdo de antioxidantes em amostras de alimentos e farmacos, fato este
observado pela diminuicdo dos potenciais de trabalho obtidos com os ECCMs para
cada analito estudado em comparagcdo aos potenciais de trabalho obtido para os
mesmos analitos usando um ECC n&o 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(PQO4)2, MCCE -Ni(OH),
and MCCE-resin-Cu(ll) 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 Cus(PQO4)2 immobilized in a polyester resin. The best voltammetric response was
observed in a composite composition of 40% (m/m) of Cus(PQO4)2, 40% (m/m) of
graphite powder and 20% (m/m) of paraffin solid; 0.10 mol L 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'KNO3 (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 107 mol L for Rut and 10® for the other antioxidants. The
second electrode proposed was MCCE with Ni(OH). 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™
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™ 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 107 mol L for QCT, Rut and BHA and 10°® 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).. 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 tiael, thus there are not
significant differences between the results obtained by either procedure at 95%
confidence level. Finally, a cationic exchange resin modified with Cu®* 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~’
and 8.07 x 107® mol L™, with a detection limit of 2.65 x 107 mol L. 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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CAPITULO 1 - INTRODUGAO
1.  INTRODUCAO

A oxidacao é um processo inerente ao organismo animal e extremamente
importante no seu metabolismo; contudo, ao mesmo tempo em que 0 oxigénio &
essencial, sua presenca pode ser perigosa devido a possibilidade de ocorréncia de
reacdes de oxidacado, um processo de dificil controle, que pode causar a destruicao
de componentes importantes dos alimentos, como acidos graxos essenciais,
vitaminas lipossolluveis e pigmentos, além de danos as estruturas celulares e
tecidos’.

Os aditivos alimentares tém sido usados por séculos para melhorar o
sabor de alimentos como, por exemplo, sal em carnes, agucar em frutas entre outros
que geralmente sdo encontrado no cotidiano. Entretanto, com o advento da vida
moderna, mais aditivos tém sido empregados, a cada ano. A existéncia de varios
produtos modernos, tais como: os de baixo valor calérico, fast-food, salgadinhos
embalados (snaks), ndo seriam possiveis sem os aditivos atuais. Estes sdo usados
para preservar os alimentos, melhorar o seu aspecto visual, seu sabor e odor, e
estabilizar sua composicdo. Além disso, sdo empregados para aumentar o valor
nutricional e evitar a sua decomposi¢cdo ou oxidagdo com o passar do tempo. O
namero de aditivos atualmente empregados cresce a cada dia, mas todos eles
sofrem uma regulamentacao federal no seu uso, alguns sao permitidos somente em
certas quantidades, enquanto que outros foram proibidos para consumo humano e
de animais.

Com a finalidade de inibir ou retardar a oxidacao lipidica de 6leos,
gorduras e alimentos gordurosos, sdo empregados na industria de alimentos,

compostos quimicos conhecidos como antioxidantes.
1.1. Antioxidantes

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), antioxidantes sao
substancias que podem retardar ou inibir a oxidacao de lipidios e/ou outras
moléculas, evitando o inicio ou propagacdo das reacées em cadeia de oxidagao.?

Pode-se definir antioxidante, de modo mais amplo, como substéncias que em
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pequenas concentragdes (0,01% ou menos), na presenga de substratos oxidaveis,
retardam ou previnem significativamente a oxidagdo dos mesmos®*. Todavia, do
ponto de vista quimico, os antioxidantes sdo compostos aromaticos que contem pelo
menos uma hidroxila.

De acordo com seu mecanismo de acdo, os antioxidantes podem ser
classificados como terminadores de radicais livres (reagem com radicais livres
interrompendo a propagacao de reagdes); como varredores de oxigénio (desativam
0 oxigénio singleto que pode iniciar uma nova cadeia de propagacao de radicais
livres); ou como quelantes de ions metalicos capazes de catalisar a peroxidacao
lipidica.’

Os antioxidantes tém chamado atencdo de pesquisadores na area
nutricional e médica, devido ao seu potencial efeito na prevencdo de doencas
cronicas e degenerativas.® Dentre eles, os flavondides constituem uma grande e
importante classe de compostos com atividade biolégicas como atividades
antioxidante, antimalarial, anticarcinogénica, citotoxica, mutagénica e antimicrobial,

as quais sao atribuidas a sua capacidade redutora.’
1.1.1 Antioxidantes em alimentos

O emprego de agentes antioxidantes visando o aumento do prazo de
validade de produtos alimenticios € uma constante na area da tecnologia de
alimentos. A Resolugao n° 04 de 24/11/88 relaciona um total de 13 aditivos
permitidos classificados como antioxidantes, possiveis de serem adicionados em
aproximadamente 40 a 50 alimentos.?

A adigdo de antioxidantes em alimentos € um método simples de
assegurar a estabilidade oxidativa dos produtos alimenticios,® como por exemplo
inibir ou retardar a oxidacao lipidica de 6leos, gorduras e alimentos gordurosos.®

Os lipidios sdo constituidos por uma mistura de tri, di € monoacilgliceréis,
acidos graxos livres, glicolipidios, fosfolipidios, esterbéis e outras substancias. A
maior parte destes constituintes € oxidavel em diferentes graus, sendo que os acidos
graxos insaturados sdo as estruturas mais susceptiveis ao processo oxidativo. A
oxidacdo lipidica é responsavel pelo desenvolvimento de sabores e odores
desagradaveis tornando os alimentos impréprios para consumo, além de também

provocar outras alteragcdes que irdo afetar ndo sé a qualidade nutricional, devido a
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degradacgao de vitaminas lipossolUveis e de acidos graxos essenciais, mas também
a integridade e seguranca dos alimentos, através da formagdo de compostos

poliméricos potencialmente téxicos.'®'?

1.1.2. Historico

O uso de antioxidantes na industria de alimentos e seus mecanismos
funcionais tém sido amplamente estudados. O retardamento das reacdes oxidativas
por certos compostos foi primeiramente registrado por BERTHOLLET, em 1797, e
depois esclarecido por DAVY, em 18173,

O curso da rancificacdo de gorduras permaneceu desconhecido até
DUCLAUX demonstrar que o oxigénio atmosférico era o maior agente causador de
oxidacao do 4cido graxo livre. Véarios anos mais tarde, TSUJIMOTO descobriu que a
oxidacao de triglicerideos altamente insaturados poderia provocar odor de rango em
6leo de peixe'®.

WRIGHT, em 1852, observou que indios americanos do vale de Ohio
preservavam gordura de urso usando casca de omeiro. Esse produto foi patenteado
como antioxidante, 30 anos mais tarde'®.

O conhecimento atual das propriedades de varios produtos quimicos para
prevenir a oxidacdo de gorduras e alimentos gordurosos comegou com estudos
classicos de MOUREU e DUFRAISE, durante a | guerra mundial, sendo investigada
a atividade antioxidante de mais de 500 compostos. Esta pesquisa basica,
combinada com a vasta importdncia da oxidagdo em praticamente todas as
operacdes de manufatura, desencadeou uma busca por aditivos quimicos para
controlar a oxidagao, que ainda hoje esta em curso'®.

Das centenas de compostos que tém sido propostos para inibir a
deterioracao oxidativa das substancias oxidaveis, somente alguns podem ser usados
em produtos para consumo humano®.

Na selecdo de antioxidantes, sdo desejaveis as seguintes propriedades:
eficdcia em baixas concentrag¢des (0,001 a 0,01%); auséncia de efeitos indesejaveis
na cor, odor, sabor e em outras caracteristicas do alimento; compatibilidade com o
alimento e facil aplicagdo; estabilidade nas condicbes de processo e
armazenamento do alimento e este antioxidante adicionado e seus produtos de

oxidacdo ndo podem ser téxicos, 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 legislagédo, custo
e preferéncia do consumidor por antioxidantes naturais.’

Atualmente a utilizacdo de antioxidantes estende-se aos mais diferentes
produtos como alimentos, cosméticos e farmacos.

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

os sintéticos.'*°

1.2. Antioxidantes naturais

Os flavondides sado considerados agentes antioxidantes amplamente
distribuidos em alimentos. A dieta média de flavonéides para humanos é estimada
em 16 a 1000 mg/dia.*® Sob o ponto de vista nutricional, os flavonéides sdo
reconhecidamente agentes antioxidantes capazes de inibir a oxidacdo de
lipoproteinas de baixa densidade LDL, além disso, reduzirem significativamente a
tendéncia a doencgas trombéticas.?’

1.2.1. Catequina

A catequina (CAT) pertence a classe dos antioxidantes naturais e esta
presente em uma variedade de alimentos como frutas, cereais, hortalicas, chocolate

1922 sendo mais comum em cha verde e cha

e bebidas como vinho tinto e chas,
preto.?

Frequentemente, a catequina (FIGURA 1.1) é utilizada na prevengao da
oxidacdo lipidica de 6leos e gorduras em alimentos,®* como suplemento para
alimentag&o animal e como agente antimicrobiano em alimentos funcionais.®

Varias epidemiologias e estudos in vitro sugerem que a catequina possui
efeitos benéficos & satide humana agindo na prevengao de cancer,? diminuicdo da
fragilidade capilar,®® faléncia renal aguda, reducdo da incidéncia de isquemia
miocardial e casos de mortalidade por isquemia.?® Entretanto, a predominancia
desses compostos em um dado alimento ndo necessariamente impdée um forte efeito
antioxidante, podendo ocorrer alguns fenébmenos como sinergismo, antagonismo

etc.?8



Diversos procedimentos sdo relatados na literatura para a determinagéao
de catequina por métodos cromatograficos como HPLC com deteccéo na regido do
UV visivel,?®® espectrometria de massa,® fluorescéncia®® e detecgéo
eletroquimica®- 3%34

JANEIRO & BRETT® investigaram a oxidacdo eletroquimica da (+)-
catequina utilizando as técnicas de voltametria ciclica (CV), voltametria de pulso
diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV), onde o mecanismo de
oxidacgao relatado para os grupos catecol e resorcinol é dependente do pH.

OH
OH

HO O N

OH
HO

FIGURA 1.1. Estrutura molecular da catequina
1.2.2. Quercetina

A quercetina, 3, 3, 4', 5, 7-pentaidroxilflavona (QCT) é um flavonoide de
comum ocorréncia em varias plantas® e também pertence a classe dos
antioxidantes naturais. E o flavonéide mais abundante na dieta humana,® estando
presente em chas, como o matte e camomila,?® em alimentos sélidos (frutas, cereais,
gréos, condimentos e nozes) e liquidos (suco de uva, cerveja e vinho tinto).*® Devido
a sua propriedade benéfica a saude, as atividades quimicas e biolégicas desse
flavondide sdo amplamente estudadas.’’ Assim como outros flavonéides, a
quercetina impede a oxidagdo do colesterol ruim LDL. A acdo antiinflamatéria da
quercetina é causada pela inibicdo de enzimas, tais como o lipoxigenase, e pela
inibicdo de mediadores inflamatérios. Inibe também a liberagdo de histamina.

Alguns estudos mostram que QCT (FIGURA 1.2) reduz o risco do cancer
de préstata, ovario, mama e estomago. A quercetina parece também reduzir a
produgcdo do acido Urico, melhorando os sintomas de gota, possui efeitos
antiinflamatério e antialérgico. Todas estas atividades sao causadas por sua acao
antioxidante.®



E de grande importancia o estudo do potencial toxico da quercetina
porque em algumas condicdes ela possui atividade genotéxica.?
Na literatura encontram-se alguns artigos sobre a determinagdo de

quercetina por métodos eletroquimicos,®**

porém o método mais usado para a
determinacao de quercetina sdo os métodos cromatograficos principalmente HPLC
com detecgao UV-Vis.?” 0 Contudo, BRETT e colaboradores*'" ** investigaram o
comportamento eletroquimico da interacdo da quercetina com o DNA.
NEMATOLLAHI et al. *® descreveram a eletrooxidacdo da quercetina na auséncia e

presenca de acido benzosulfinico e acido 4-toluenosulfinico como nucledfilos.
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FIGURA 1.2. Estrutura molecular da quercetina
1.2.3. Rutina

A rutina (Rut), assim como a catequina e quercetina pertence a classe dos
antioxidantes naturais e também é abundante na dieta humana.® Rut é um tipo de
flavondide glicosidico, denominada como vitamina P (FIGURA 1.3) e, é

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

de outras espécies de plantas.®® **

52, 55

A rutina tem sido usada clinicamente na medicina terapéutica, sendo

que ha mais de 130 preparagdes registradas contendo este antioxidante a nivel

mundial.>®

Alguns estudos mostram que a rutina tem uma ampla gama de atividades
fisiolégicas, a saber: antiinflamatérios,” antitumorais e antibacteriana.’®

Nos ultimos anos, BRETT e colaboradores estudaram a eletrooxidagéo da
rutina®, quercetina®® e catequina® utilizando varias técnicas voltamétricas, sendo
observado que os grupos hidroxilas destes compostos podem ser oxidados em
diferentes potencias dependentes do pH. Os mecanismos de oxidagdo sdo muito

complicados devido & formagao de multiplos produtos.®' >



VOLIKAKIS e EFSTATHIOU® examinaram a possibilidade de determinar
doze flavondides utilizando voltametria de redissolugdo adsortiva em um sistema de
injecdo em fluxo (FIA). Neste estudo foi utilizado eletrodos de pasta de carbono a
base de grafite-Nujol e grafite-difeniléter.

OH )
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FIGURA 1.3. Estrutura molecular da rutina
1.3. Antioxidantes sintéticos

BHA e BHT sé&o os antioxidantes sintéticos mais utilizados na industria de
alimentos. A estrutura fenodlica destes compostos (FIGURA 1.4) permite a doacao de
um proton a um radical livre, regenerando, assim, a molécula do acilglicerol e
interrompendo o mecanismo de oxidagdo por radicais livres. Dessa maneira, 0s
derivados fendlicos transformam-se em radicais livres. Entretanto, estes radicais
podem se estabilizar sem promover ou propagar reagbes de oxidacao.

BHT possui propriedades similares ao BHA, porém, enquanto o BHA é um
sinergista para propilgalatos, o BHT ndo o é. BHA e BHT podem conferir odor em
alimentos quando aplicados em altas temperaturas em condigcao de fritura, por longo
periodo’®.

O BHA e o BHT sao sinergistas entre si. O BHA age como sequestrante
de radicais peroxidos, enquanto o BHT age como sinergista,’’ e apresenta
resultados efetivos em baixas concentragdes, como em dosagens de 0,03% a 0,1%
em Oleos e gorduras e de 0,01% a 0,02% em 06leos essenciais ou regenerador de
radicais BHA®.



Sob o aspecto farmacoldgico uma das grandes vantagens associadas ao
uso de BHA é que, além de evitar a oxidacdo dos medicamentos, esse aditivo
também auxilia na estabilizagdo da vitamina E e, aumenta a estabilidade da vitamina

A e de seus derivados, trazendo beneficios para a saude humana.

OH OH

__C(CHg)3 (CH5)5C _C(CHg)3
O-CH,4 CH,
BHA BHT

FIGURA 1.4. Estruturas moleculares de BHA e BHT

Estudos toxicoldégicos tém demonstrado a possibilidade destes
antioxidantes apresentarem efeito carcinogénico em experimentos com animais.®?
Em outros estudos, o BHA mostrou induzir a hiperplasia gastrintestinal em roedores
por um mecanismo desconhecido; em humanos, a relevancia dessa observagao nao
esta clara. ®

No Brasil, 0 uso destes antioxidantes é controlado pelo Ministério da
Saude que limita em 200 mg/kg para BHA e em 100 mg/kg para BHT como
concentragdes maximas permitidas.® Tendo em vista os indicios de problemas que
podem ser provocados pelo consumo de antioxidantes sintéticos, a partir do inicio da
década de 80, o interesse em encontrar antioxidantes naturais para o emprego em
produtos alimenticios ou para uso farmacéutico, tem aumentado consideravelmente,
com o intuito de substituir os antioxidantes sintéticos, os quais tem sido restringidos
devido ao seu potencial carcinogénico, bem como pela comprovagcédo de diversos
outros males como: aumento do peso do figado e significativa proliferacado do
reticulo endoplasmatico.* % 18192

Ha diversos artigos sobre métodos de determinacdo de BHA e BHT em
varias amostras de alimento, principalmente em éleos e gorduras, a saber: métodos
cromatograficos como: HPLC com deteccdo no UV visivel,®*®” cromatografia

gasosa,®® HPLC-espectrometria de massas,®® HPLC com deteccdo amperométrica,”®



71-74

andlise por injecdo em fluxo com deteccdo amperométrica e métodos

voltamétricos””” usando microeletrodos.”® 7

JAYASRI & NARAYANAN’ determinaram BHA em batatas
industrializadas usando um eletrodo compésito de grafite-parafina quimicamente
modificados com hexacianoferrato de prata. Neste estudo foi usado técnicas de
voltametria ciclica e amperometria acoplada a um sistema em fluxo, em solucao de
nitrato de potassio 0,1 mol L™, onde o limite de deteccao foi de 3,7 x 10° mol L. O
mecanismo proposto ocorre em duas etapas de oxidacao. Primeiramente uma etapa
eletroquimica  referente a  eletrooxidacdo do  hexacianoferrato(ll) a
hexacianoferrato(lll) e a segunda referente a oxidagdao quimica BHA a TBQ.

Outro estudo interessante sobre a determinacdo de BHA e BHT presente
na literatura foi desenvolvido por RAYMUNDO e colaboradores.” Neste trabalho sdo
utilizados métodos voltamétricos de onda quadrada (SWV), pulso diferencial (DPV) e
voltametria ciclica (CV) para a determinacdo simultdnea de trés antioxidante BHA,
BHT e TBHQ, utilizando dois eletrodos de trabalho, um eletrodo de carbono vitreo 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 detecgéo obtidos com cada eletrodo e técnicas diferentes.



1.4. Objetivos

Este trabalho teve como objetivo a construcdo e avaliacdo de trés
eletrodos sendo estes: eletrodo compédsito de carbono quimicamente modificado
(ECCM) com fosfato de cobre; ECCM- hidréxido de niquel e ECCM-resina de troca
ibnica modificada com fons Cu?* e posterior aplicacdo desses eletrodos na
determinacdao e quantificacdo de antioxidantes em amostras de alimentos e
formulacdes farmacéuticas empregando técnicas de voltametria ciclica, linear e de

onda quadrada.
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CAPITULO 2 - FUNDAMENTOS TEORICOS
2.1. Eletrodos quimicamente modificados

A denominacao eletrodos quimicamente modificados (EQMs) surgiu na
década de 70,%° para definir eletrodos com espécies quimicamente ativas
devidamente imobilizadas na superficie desses dispositivos. A imobilizacao destes
modificadores na superficie do eletrodo permite controlar as propriedades fisico-
quimicas da interface eletrodo-solucdo para promover caracteristicas desejaveis ao
eletrodo, como por exemplo, melhorar a transferéncia eletrénica entre o eletrodo e o
analito em solucdo,®’ aumentar a seletividade das determinagdes pela diminuigdo do
potencial de trabalho ou atuando como uma barreira entre a superficie do eletrodo e
certas espécies quimicas concomitantes. Ademais, a maioria destes eletrodos
modificados apresentam um aumento da sensibilidade das determinagcdes (aumento
do coeficiente angular da curva analitica).

O primeiro exemplo de uma modificagdo da superficie de um eletrodo foi o
trabalho de LANE E HUBBARD.® Estes pesquisadores adsorveram na superficie de
eletrodos de platina varias olefinas funcionalizadas, explorando a propensédo de
grupos alceno quimisorverem-se sobre este metal. Um tdépico deste artigo foi a
verificacdo da capacidade do &cido 3-alil-salicilico coordenar ferro seletivamente, em
funcao do potencial aplicado. Estes estudos mostraram a grande utilidade analitica
dos EQMSs, pois demonstraram a capacidade de um grupo imobilizado complexar um
ion metalico, e também a possibilidade de se direcionar a coordenacao através da
escolha do potencial aplicado.

Em 1975% foi publicado um trabalho descrevendo a construcdo de um
eletrodo quiral para eletrossintese de alcoois a partir da reducao de cetonas. Também
em 1975% foi publicado o classico artigo de MURRAY e colaboradores descrevendo a
modificagdo quimica da superficie de eletrodos de SnO; via organosilanos.

A partir desses trabalhos pioneiros, a preparacao e utilizacado de EQMs tém
se expandindo de forma bastante acentuada, como pode ser ratificado pelo
expressivo numero de artigos publicados sobre este tema nos dltimos anos. Além da
eletroandlise, que se destaca como uma das areas mais ativas nesse campo, 0s
EQMs tém sido utilizados em outras areas como: quimica ambiental, controle de
qualidade, analise clinica, industria de alimentos, etc.
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PEREIRA et al® estudaram a evolugdo dos eletrodos modificados e
sintetizaram um quadro esquematico considerando a constru¢cao do eletrodo e os
melhoramentos alcangados com o passar do tempo (esquema 2.1).

Dois pontos importantes devem ser lembrados, o porqué de modificar
eletrodos, ou seja, a busca da melhoria na cinética de transferéncia eletrénica,
sensibilidade, seletividade entre outras, e como realizar a modificagcao do eletrodo.

Metas Acao

Imobilizagdo de grupos funcionais,
Cheek e Nelson, 1964

Incorporagao de catalisadores
inoraédnicos Jasinski. 1965

Melhora da seletividade
e sensibilidade

Maior sensibilidade

Incorporagéo de catalisadores Melhora da seletividade

biol6gicos Updike e Hicks, 1967
|

Utilizag&o de filmes poliméricos
(polipirrol) Diaz, 1970

Eletrodos quimicamente modificados
(EQMs) Murray e colaboradores, 1975

Microeletrodos modificados
Fleischmann, anos 80

Matrizes inorgéanicas (eletrodos de
silica modificada) Miller anos 80

Uso de membranas bioldgicas Melhora da estabilidade e
Miller e Milazzo, 1981 tempo de vida

| |
Incorporagado de aditivos (PEI e BSA) Maior sensibilidade e
seletividade

Melhora da estabilidade
e seletividade

Definicdo da terminologia

Aplicagéo in vivo

Maior estabilidade

1 U | R

Esquema 2.1- Linhas gerais do desenvolvimento dos EQMs®*
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2.2. Métodos de modificacao da superficie do eletrodo

Uma area de pesquisa ativa na eletroquimica é o desenvolvimento de
eletrodos que sdo produzidos por meio de modificacdo quimica de varios substratos
condutores. As modificacbes incluem a presenca de substratos adsorvidos
irreversivelmente com funcionalidades desejadas.®®

A escolha do material para o eletrodo base, cuja superficie sofrera
modificagdo, € um aspecto muito importante da preparacdo de um EQM. Esse
substrato deve apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas e também ser
adequado para o método de imobilizacdo selecionado. Entre o0s materiais
convencionais podem ser citados o ouro, platina, carbono vitreo, mercurio, na forma

de filme, fibras de carbono e pasta de carbono.®
2.2.1. Adsorcao

A adsor¢ao, ou mais apropriadamente quimisor¢ao foi 0 processo pioneiro
de modificacdo de eletrodos e € a mais simples maneira de fixar um modificador ao
substrato. Este consiste na dissolugdo do agente modificador em um solvente
apropriado e na exposicdo, em geral por imersao, do eletrodo a esta solucdo com
posterior evaporagéo do solvente. Os substratos mais utilizados séo o carbono vitreo,
carbono pirolitico, pasta de carbono, compdsitos, grafite, mas diversos outros
materiais eletrodicos podem ser empregados nesse procedimento, como ouro, prata,
platina, entre outros. Embora simples, a adsorcdo 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 equilibrio da adsor¢cdo com a
dessorcao (FIGURA 2.1) do modificador o que resulta na perda de reprodutibilidade e

reducdo da vida util do EQM.%* 8

Eletrodo

dessorgao J [ adsorgado

FIGURA 2.1. Representagdo do processo de equilibrio da adsor¢cdo e dessor¢gédo na
superficie do eletrodo
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2.2.2. Ligacao covalente

Esse tipo de modificagéo é realizado com base na reatividade da superficie
do eletrodo, sendo empregada para a incorporagdo de um grande numero de
substancias.’® E formada por uma ligagdo covalente entre o substrato e o
modificador. Para exemplificar; um eletrodo metéalico ou de carbono pode ser oxidado
para promover a formagao de grupos hidroxilas na superficie e depois ser submetido
a reacOes de silanizacdo envolvendo organossilanos para posteriormente reagir com
outras moléculas do modificador, levando a incorporacado do grupo funcional que se
queira imobilizar.®® A FIGURA 2.2 representa a modificacdo da superficie do eletrodo

por ligagao covalente.

O
OH (6] (0] (0]
C (BtO):Si I H 1l
3Si(CH2)3NH, \\ HOC-R .
ou OH - > O0—Si—~o" NH, —_— O—Si "> II\]/C\ R
Metal OH o o

FIGURA 2.2. Representacdo da modificagdo por ligacdo covalente sobre eletrodos
metalico ou de carbono.

O silano atua como um tipo de ponte para fixar o grupo funcional especifico
da superficie do eletrodo.®® Este método é bastante estavel, mas requer maior tempo
para sua execucdo; geralmente é empregado na imobilizagdo de enzimas,®®°' mas
também pode ser aplicado para outras substancias.*?

Da mesma forma que a modificagdo por adsorcao, este método também
gera a formagéo de no maximo uma monocamada imobilizada o que limita a faixa de

resposta linear.
2.2.3. Recobrimento com membrana polimérica

Esta técnica consiste no recobrimento da superficie do eletrodo com filmes
poliméricos condutores ou permedaveis ao eletrélito suporte e a espécie de interesse.

Ao contrario dos métodos de adsorcdo e ligacdo covalente, a modificagdo com

membranas poliméricas permite a imobilizagdo de muitas monocamadas da espécie
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ativa na superficie modificada, o que resulta na ampliacdo da resposta
eletroquimica.® &

Em geral, os filmes poliméricos sdo classificados em quatro classes:
condutores, ndo condutores, de troca ibnica e de membranas compostas.?
Dependendo da aplicacao pode ser escolhido um polimero eletroativo (se o objetivo é
a eletrocatélise), quimicamente ativo (propriedade ligante ou de troca i6nica para pré
concentracdo), ou inerte (apenas exclusao de interferentes ou imobilizacdo de um
modificador).®®

Desta forma, filmes poliméricos tém sido empregados em EQMs e usados
no desenvolvimento de sensores para proteger a superficie dos eletrodos de
impurezas, bloquear interferentes, imobilizar biocomponentes ou outro material ativo,

incorporar mediadores de elétrons e fornecer biocompatibilidade.®*
2.2.4 Materiais compadsitos

Os materiais compaositos como o préprio nome indica sdo formados pela
combinagdo de duas ou mais fases de diferente natureza. Cada fase mantém suas
caracteristicas individuais, mas a mistura pode apresentar novas caracteristicas
fisicas, quimicas, mecéanicas ou bioldgicas diferentes daquelas apresentadas pelo
material original.** Compésitos com caracteristicas condutoras sao utilizados no
desenvolvimento de sensores eletroquimicos com excelentes resultados. Como
exemplos tem-se o emprego de compositos de grafite-ep6xi na determinacao
amperométrica de pesticidas® e, o emprego de compésito grafite-borracha de silicone
na determinacdo voltamétrica de rutina em farmacos.*

As propriedades elétricas dos compésitos dependem da natureza de cada
componente, sua quantidade relativa e distribuicdo. A resistividade elétrica €
determinada pela conectividade das particulas condutoras dentro da matriz
polimérica. Isto significa que a quantidade relativa de cada componente do compdsito
deve ser estudada para se determinar as condi¢des 6timas.*

Os compositos sdo formados, de pelo menos uma fase condutora
(geralmente a base de carbono) e uma fase aglutinante (material polimérico ou um
liquido orgénico). Os eletrodos construidos empregando-se o uso de materiais
poliméricos, como agente aglutinante, geralmente fornecem um aspecto rigido para o

96, 97 95, 98

eletrodo, como € o caso da resina epdxi, silicone, resina poliéster,”
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poliuretana,'® 1!

enquanto o uso de um solvente organico ou éleo mineral fornece
um material eletrédico com uma consisténcia pastosa, destacando-se o eletrodo de
pasta de carbono.

Os polimeros envolvidos nestes materiais fornecem certa estabilidade, da
mesma forma que os compdsitos gerados passam a adquirir caracteristicas
eletroquimicas particulares. Materiais a base de carbono sdo fases condutoras ideais
na elaboragdo de materiais compdsitos.®* ¥ Estes materiais sdo bastante inertes
quimicamente, apresentam grande intervalo de potencial de trabalho; baixa
resisténcia e baixa corrente residual.'®

TALLMAN E PETERSEN'® classificaram os eletrodos compdsitos de
acordo com a distribuicdo do condutor e isolante no material eletrédico, como

apresentado na FIGURA 2.3.

Eletrodos Compdsitos

Ordenado Aleatério
|
I I | I |
Superficie Corpo Dispersos Consolidados
I
[ |
Sélido Pasta Segregado Impregnado
[
I I [ I I
Mistura ¢/ Mistura c/ Condutor Isolante
mondmero polimero

FIGURA 2.3. Classificacdo dos eletrodos compdsitos empregados em

eletroanalitica.'®

De acordo com essa classificacdo, o arranjo do condutor e isolante no
material eletrédico é ordenado ou aleatério. Segundo esses autores, se ordenado, o
condutor esta confinado a superficie de um isolante (ou o contrario), ou o condutor
ordenado atravessa o interior do material, que € mais raro. Os materiais compdésitos
classificados como aleatorio, sdo 0s mais numerosos, pois sdo de facil preparagao.
Esses compodsitos podem ser classificados de acordo com o arranjo da fase
condutora na matriz polimérica, tais como compoésitos de dispersao (quando o
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material condutor esta aleatoriamente distribuido e suas particulas ocupam espagos
iguais na matriz) e compositos de consolidagdo (quando o condutor € dominante em
areas claramente definidas e o isolante est4d em maior teor).*

A facilidade de preparagcdo desses materiais eletrédicos permite construir
sensores de tamanhos e formas diferentes, e a incorporacdo de uma variedade de
modificadores, 0s quais podem aumentar a seletividade e sensibilidade do eletrodo.

Durante a ultima década, o desenvolvimento de eletrodos compdsitos
utilizando polimeros como aglutinantes mostrou um crescente interesse em
eletroanalitica. O numero de artigos publicados sobre eletrodos compdsitos € grande,

podendo-se ser citados os eletrodos de grafite-epdxi, 6 97 104105 99. 106-

L110

grafite-poliéster,

1 112-115

198 grafite-PVC,'% grafite-polipirol,''® grafite-polietileno,'” grafite- parafina’®
entre outros, 0s quais tem sido propostos para determinacdo voltamétrica e

amperométrica de varios analitos de interesse.
2.3. Modificadores

A facilidade de modificacdo é uma vantagem adicional dos compdsitos
sobre os condutores metalicos tradicionais. A modificacdo de superficie de sensores
eletroquimicos a base de condutores puros € geralmente dificil e cara. Os eletrodos a
base de compdsitos sdo de facil modificagdo da superficie; devido sua natureza
plastica. Essa modificacdo pode ser feita durante a preparagdo da matriz do
composito. O modo de acado pode ser direcionado de acordo com o objetivo, por
exemplo, agir no analito, pré-concentrando-o na superficie do eletrodo; ou agir como
catalisadores ou imobilizadores de algumas moléculas envolvidas nas reacdes
eletroquimicas ou ainda alterar as propriedades fisicas da superficie do eletrodo.

O principal objetivo dos modificadores (catalisadores, mediadores redox,
materiais inertes etc.) € diminuir o potencial de trabalho do sensor voltamétrico de

modo a aumentar a seletividade analitica e, também, aumentar o sinal analitico.
2.3.1. Fosfato de cobre (II) — Cu3(PO,).

Uma das mais importantes técnicas de modificagdo de um eletrodo envolve

a formagéao de um sistema eletrocatalitico em que uma espécie redox € incorporada
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na superficie do eletrodo. Estes eletrodos reduzem o potencial de oxidagdo ou de
reducao dos compostos analisados.

A quimica da superficie do cobre metélico € muito complexa e existem

alguns estudos de voltametria em diferentes intervalos de pH das solugdes.''®''®

119-121 122, 123

Alguns compostos como éxidos .complexos, ou ligas de cobre possuem

propriedades eletrocataliticas. A acdo catalitica do cobre tem sido relatada na

literatura como sendo o resultado do par redox Cu (l1)/Cu (l) ou em potencial positivo

mais elevado é relatado o sistema redox do Cu (lIl) /Cu (I1)."**

A literatura traz alguns trabalhos, principalmente na determinacao de

125, 126 127-130

aminoacidos e carboidratos . onde eletrodo de cobre usado em meios

tamponantes como fosfato e carbonato, possibilita a analise de substancias

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

metalicas (que aumentam o seu poder catalitico)'’

132

como substratos para depdsitos
de filmes'®? quanto na forma de eletrodos modificados com 6xidos'** e fosfato de
cobre ¥

O comportamento eletroquimico de um eletrodo de pasta de carbono
modificado com éxido de cobre (1) (Cu,0) foi investigado por DURSUN e NISLI'?* em
diferentes solugbes tampdo na presenca do &cido ascérbico e de cisteina. Os
resultados voltamétricos revelaram que a cisteina formou um complexo pouco estavel
com Cu (I) em -0,65V vs eletrodo de calomelano saturado (ECS) em tampao borato
(pH 9.2) e o acido ascérbico formou um complexo com Cu (Il) na superficie do
elétrodo em -0,07 V vs ECS em tampéao fosfato (pH 6.9).

Encontra-se também na literatura a utilizacdo do fosfato de cobre na
construgao de reatores de fase sélida utilizados em sistemas de injegdo em fluxo com
deteccao espectrofotométrica para a determinacdo de acido ascérbico em
formulagdes farmacéuticas® e aspartame em adocantes.’* Nestes trabalhos, o
fosfato de cobre é imobilizado em resina de poliéster e depois séo utilizados na
construcao dos reatores em fase sélida.

Além de todas estas aplicacbes de compostos de cobre também esta em
processo de patente um eletrodo de cobre/fosfato de cobre para ser utilizado como
eletrodo de referéncia. Cujo titulo e texto do processo de patente sao
respectivamente: “Processo de preparacdo de um eletrodo de cobre/fosfato de cobre
e sua aplicagdo como eletrodo de referéncia” (n? patente:P10402392-7); “A presente
invencao tem por objetivo a preparacdo de um eletrodo de referéncia de cobre/fosfato
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de cobre dopado com ion cloreto, para obter um eletrodo que apresente grande
estabilidade nas medi¢des ao longo do tempo e capaz de atuar com potencial estavel

em qualquer tipo de ambiente, inclusive naqueles contendo fons cloreto” .'®

2.3.2. Hidroxido de niquel — Ni(OH),

O niquel é um metal bastante utilizado em diversas aplicacées
tecnologicas, devido a sua resisténcia a meios fortemente alcalinos e suas
caracteristicas cataliticas. O niquel é largamente empregado tanto como eletrodo
quanto em baterias alcalinas e células combustiveis.'*

Eletrodos modificados com niquel e/ou seus compostos tais como:
hexacianoferratos de niquel, hidréxidos e complexos de niquel tém sido usados na
oxidacdo e determinacdo de compostos organicos.®” % Estudos eletroquimicos
usando eletrodos a base de niquel mostraram que varias espécie eletroativas podem
ser determinadas em um processo heterogéneo de transferéncia de elétron, com boa
sensibilidade e reprodutibilidade. Nestes estudos, ocorre a presenca de varias
espécies na superficie do eletrodo, tais como: NiO, e o Ni(OH),."3" 1%

MANI E NEUFVILLE' estudaram o hidréxido de niquel quimicamente e
eletroquimicamente impregnado nos poros de placas de niquel sintetizado,
empregando andlise termogravimétrica (TGA) e analise termogravimétrica diferencial
(DTG) em amostras de ar, nitrogénio e vacuo. Concluiram que com o aumento da
temperatura ocorrem dois tipos de reacdes quimicas em ambos os tipos de eletrodos
(quimicamente e eletroquimicamente impregnados). Uma reacdo é devida a
desidratacao de Ni(OH). e a outra é devida a decomposicao de Ni(OH). a oxido.

O hidréxido de niquel é um importante material eletroativo para muitas
aplicacdes de interesse. "' Um esquema que representa as reacdes
eletroquimicas do hidroxido de niquel e a presenca de diferentes formas cristalizadas
foi proposto por BODE et al.’® Além disso, outros eletrodos como eletrodo de
carbono vitreo modificados com hidroxido de niquel, eletrodos de carbono
modificados com complexos de niquel, ou ligas de niquel tem sido estudados e
aplicados em determinagbes amperométricas de carboidratos, aminas e

aminoacidos;'®" '*® 7 oxidagdo eletrocatalitica do &lcool'*® %

150

e perdxido de
hidrogénio, - sendo também sao relatados para o desenvolvimento de tecnologia

para célula combustivel.'’
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2.3.3. Resina de troca ionica

O uso de resina de troca i6nica tem se tornado uma das técnicas mais
amplamente empregada no tratamento de efluentes industriais. Existem muitas
razbes para o uso desta técnica como, por exemplo; a possibilidade de regeneracao
da resina e facil processo de operagdo. O maior problema do trocador i6nico
convencional é a dificuldade de alteracdo da razdo da adsorcao quimica. Um possivel
caminho para superar este problema, é incorporar um trocador idbnico em um eletrodo,
0 que resulta em um eletrodo quimicamente modificado.

O desenvolvimento de eletrodos modificados com trocadores ibnicos varia
de acordo com a aplicacao. Geralmente, trés métodos sao utilizados para incorporar
trocadores ibnicos na superficie do eletrodo: a) adicdo de resinas de troca idnica a
uma mistura de grafite e aglutinante; b) adsorgcdo de filmes trocadores ibnicos na
superficie do eletrodo e c) geracao eletroquimica de polimeros com propriedades de
troca ibnica na superficie do eletrodo.

Muitos artigos sé&o descritos na literatura utilizando eletrodos modificados

com resina de troca iénica,’’> 1°%7%°

com objetivo de acumular e pré-concentrar
diferentes cations metalicos na superficie do eletrodo.

LUPETTI et al’ desenvolveram um eletrodo de pasta de carbono
modificado (EPCM) com ions triiodeto imobilizado em resina anidnica (Lewatit M500)
que foi utilizada para a determinacado de adrenalina em formulacées farmacéuticas
utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial (DPV). Este procedimento foi
satisfatorio para determinacdo de adrenalina em formulacées farmacéuticas com
limite de detecgdo de 4 x 10 molL™.

Mais recentemente, FREITAS et al'’® desenvolveram um eletrodo
compésito de carbono modificado com resina de troca catidénica carregada com ions
Cu(ll) (Amberlite IRA 120) para determinar rutina em formulacdes farmacéuticas

utilizando técnicas de voltametria linear e ciclica.
2.4. Métodos Eletroquimicos

Uma grande variedade de técnicas eletroquimicas tem sido utilizada na
eletroandlise. Esses métodos podem ser divididos em duas classes: métodos
eletroliticos e métodos nao eletroliticos. Os métodos eletroliticos sdo baseados em
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fendmenos fisico-quimicos que ocorrem na interface entre a superficie do eletrodo e a
solugcdo da amostra. Ja os métodos nao eletroliticos sdo baseados nos fendbmenos
que ocorrem no seio da solugéo. As técnicas voltamétricas sdo exemplos de métodos
eletroliticos.'®

2.4.1. Voltametria

A voltametria € uma técnica eletroquimica onde as informacdes qualitativas
e quantitativas de uma espécie quimica sado obtidas a partir do registro de curvas
corrente-potencial, feitas durante a eletrlise de uma espécie em uma cela
eletroquimica constituida de pelo menos dois eletrodos.'®' Baseia-se na medida da
corrente sob condicbes de completa polarizacdo de concentragdo, na qual a
velocidade de oxidacdo ou redugdo do analito é limitada pela velocidade de
transferéncia de massa do analito para a superficie do eletrodo. '®

A voltametria apresenta algumas vantagens, principalmente com relagao a
possibilidade de realizar determinagdes analiticas em matrizes com alta concentragéao
salina (como aguas marinhas e solugdes salinas para hemodialise) e baixos limites de
deteccédo alcancados. Além disso, os métodos voltamétricos sdo vantajosos com
relacdo ao custo da andlise, principalmente no que se refere a aquisicdo e
manutencdo do equipamento, além do tempo necessario para a andlise ser

significativamente menor em relagéo & outros métodos. 62 16

2.4.1.1. Voltametria ciclica

Embora nao seja utilizada com frequéncia em andlise quantitativa, a
voltametria ciclica (VC) é amplamente aplicada para obter informagdes qualitativas
sobre reacgbes eletroquimicas, devido a sua habilidade de obter rapidamente
informacgdes termodinamicas consideraveis do processo redox, da cinética de reagdes
de transferéncia de elétrons, da deteccdo de intermediarios de reacao e de reacdes
quimicas acopladas ou processo adsortivos, como também determinar o processo
pelo qual as espécies chegam a superficie do eletrodo (adsorgdo ou difusdo).®> 162164

Na voltametria ciclica, 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 E;, até um valor limite pré-determinado, E4. Ao alcangar E4, a direcao
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da varredura é invertida e um caminho inverso € percorrido até chegar a E,, que pode
ser o valor do potencial inicial E;, ou outro valor de potencial pré-estabelecido. O sinal
de corrente registrado da origem ao voltamograma que se trata de uma curva de
potencial vs corrente. Um estudo do voltamograma pode fornecer informacbes do
comportamento eletroquimico da espécie em estudo. '

Para sistemas reversiveis e controlados por difusdo, os voltamogramas
devem conter ondas distintas de picos anddico e catédico para espécies eletrizadas
desde que nenhuma transferéncia convectiva de massa seja empregada. A corrente
de pico é proporcional a concentragdo da espécie oxidada ou reduzida e também é

proporcional a raiz quadrada da velocidade de varredura (v'’?)

; @ razao entre as
correntes de pico anddica e catodica € igual a unidade e o potencial de pico
independe da velocidade de varredura. Para sistemas irreversiveis, os voltamogramas
nao apresentam pico inverso, o potencial de pico € dependente da velocidade de
varredura e desloca-se para potenciais mais positivos.'®>'¢®

Uma das aplicagées mais importantes da voltametria ciclica € para anélise
qualitativa de reagbdes quimicas que precedem ou sucedem 0 processo redox. Tais
mecanismos de reacao geralmente sao classificados usando a nomenclatura E e C,
do inglés electrochemistry and chemistry, para etapas eletroquimicas e quimicas,

respectivamente.'®% 164

A inclinacéo é a velocidade

de varredura (AE/ At)

Intervalode
Potenciais

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

2.4.1.2. Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada, do inglés 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 aplicacdes usando elétrodo gotejante de mercurio.'®® '7° As discussées de
RAMALEY e KRAUSE '"'72 foram limitadas a pequenas amplitudes e,
consequentemente, para pequenas velocidades de varredura.

Estes mesmos autores substituiram o eletrodo gotejante de mercurio por
eletrodos estacionarios eliminando os ruidos provenientes do capilar de mercurio, e
também substituiram a rampa linear de potencial por uma rampa de potencial na
forma de escada.

Em 1977, CHRISTIE, TURNER e OSTERYOUNG,'®* "> 7* 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 fungdo dos pulsos de potenciais
aplicados fossem feitas em velocidades superiores a 100 mV s, 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 sobreposicdo de pulsos de potencial de altura a
(amplitude de pulsos), a uma escada de potenciais de largura AEs (incremento de
varredura de potenciais) e duragéo 2 t (periodo). A FIGURA 2.5 apresenta a forma de
aplicacdo do potencial da SWV.'"

As medidas de corrente sao feitas no final dos pulsos diretos (no sentido da
varredura) e reversos (no sentido oposta da varredura) e o sinal obtido, apés
derivagdo, € dado como uma intensidade da corrente resultante, apresentando
excelente sensibilidade e alta rejeicédo a correntes capacitivas.'”®

Na FIGURA 2.6 estdo representados os voltamogramas teoricos que
podem ser obtidos em um sistema reversivel (A) e um sistema totalmente irreversivel
(B). O pico voltamétrico resultante apresenta posicao, largura e altura caracteristicas
do tipo de sistema redox.

Atualmente, a SWV é uma das técnicas de pulso mais rapidas e sensiveis
entre todas as outras. Os limites de deteccao obtidos com a sua utilizagdo podem ser
comparados aqueles das técnicas cromatograficas e espectroscdpicas.

A voltametria de onda quadrada apresenta algumas vantagens com relagcéao
a outras técnicas voltamétricas. Uma dessas vantagens é a diminuicdo da
interferéncia proveniente da corrente capacitiva, uma vez que, na SWV, assim como

—-t/RC

em outras técnicas de pulso, como a corrente capacitiva € proporcional a e™ -, onde t

€ o tempo, R a resisténcia da solugdo e C a capacitancia da dupla camada, e a

12

corrente faradaica é aproximadamente proporcional a t'<, a variagdo de corrente
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diminui mais rapidamente que a corrente faradaica. Assim, as medidas de corrente
sao realizadas ap6s a corrente capacitiva ter se tornado negligenciavel, melhorando a

resolucdo dos dados experimentais.'’®

Einic.

Tempo — -

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

resultante A B

resultante

Corrente
Corrente

reversa

reversa

Potencial Potencial

FIGURA 2.6 - Voltamogramas de onda quadrada esquematicos para um sistema

reversivel (A) e para um sistema totalmente irreversivel (B).

Outra vantagem importante estd relacionada com a velocidade de
varredura (produto da freqliéncia de aplicacdo dos pulsos de potencias (f) pelo
incremento de varredura de potencial (4Eg)). Como € possivel trabalhar até uma
velocidade de 1 V s, e como a corrente de pico é funcdo da velocidade de varredura,
a sensibilidade desta técnica pode aumentar significativamente, alcancando limites de

deteccao de 1072 mol L™.7°
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Os critérios de diagnéstico para processos redox foram de desenvolvidos
por JANET OSTERYOUNG em New York, e pelo grupo de MILIVOJ LOVRIC na

lugoslavia sendo:'"" 178

1) Se ndo ocorrer adsorcao da espécie eletroativa na superficie do eletrodo
e se o coeficiente de transferéncia de carga (o) for considerado igual a 0,5, a
intensidade de corrente de pico para sistemas reversiveis é cerca de trés vezes maior
que para sistemas irreversiveis. Isso ocorre porque a corrente resultante é a diferenca
entre as correntes diretas e inversas, e quanto maior a reversibilidade da reacéao
maior € a contribuigdo da corrente inversa, aumentando significativamente a corrente
resultante.

2) A dependéncia dos potenciais de pico com o logaritmo da freqiiéncia de
aplicacao dos pulsos de potenciais para reacdes irreversiveis é linear, com uma
inclinacao de:

AEy/Alog f= - 2,3RT/anF (ou 4E,/ dlog f=-59/on mV) (2.1)

Para sistemas reversiveis, a relacdo também € linear, mas com uma
inclinacao de.
AEy/Alog f=-2,3RT/2nF (ou 4Ey/ dlog f=-29/n mV) (2.2)

3) A amplitude dos pulsos de potencial, também influéncia nos valores de
corrente de pico. Para reacoes redox totalmente irreversiveis, a sensibilidade analitica
aumenta com o aumento da amplitude, e para reag¢des reversiveis com adsorgéo de
reagentes e/ou produto, a corrente de pico aumenta proporcionalmente somente para
valores de amplitudes menores que 60 mV.

A utilizagdo destas equagbes desenvolvidas por LOVRIC e OSTERYOUNG
€ suficiente para fornecer informagdes sobre o nimero de elétrons envolvidos no

processo redox.
2.5. Microscopia Eletronica de Varredura e EDX
A microscopia eletrénica de varredura (Scanning Electron Microscopy-SEM

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

vezes) e resolucao.
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O principio desta técnica consiste na emissao de feixes de elétrons de alta
energia na superficie da amostra, o que causa a emissao de elétrons com grande
espalhamento de energia. Que s&o coletados e amplificados para fornecer um sinal
elétrico que pode se detectado por BSE (elétrons retroespalhados) ou por SE

179

(elétrons secundarios) O detector SE fornece informagdes da topografia da

superficie da amostra e o detector BSE fornece informagdes da composicdo da

amostra.'8%18

Espectroscopia de dispersdo de raios-X (EDX), também conhecida por
espectroscopia por dispersao de energia (EDS), € muito importante na caracterizagao
microscopica de materiais, pois permite verificar informagdes acerca da composi¢cao
quimica da amostra. Quando o feixe de elétrons atinge a amostra, seus atomos séao
excitados e, ao voltarem para o estado fundamental, emitem fétons com energia
caracteristica. Um detector instalado na camara de vacuo do MEV mede a energia
associada a esse elétron. Como os elétrons de um determinado atomo possuem
energias distintas, é possivel, no ponto de incidéncia do feixe, determinar quais os
elementos quimicos estdo presentes naquele local e assim identificar em instantes

que mineral est4 sendo observado.'®
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CAPITULO 3 - PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Instrumentacao

Todas as pesagens foram feitas utilizando-se uma balanca analitica Metter,
modelo H10 com preciséo de +0,1 mg.

As medidas de pH das solugdes foram realizadas utilizando-se um pHmetro
Orion EA 940 e um eletrodo de vidro combinado Analion, modelo V620 com eletrodo
interno Ag/AgCl (KCI 3 molL™") como eletrodo de referéncia.

A morfologia e composicao da superficie dos eletrodos foram investigadas
usando um microscopio eletrénico de varredura (MEV) e energia dispersiva de raios-X
(EDX) Philips modelo XL30 TMP. O equipamento foi calibrado com niquel metalico.

3.1.2. Vidraria

A vidraria de laboratério usada nos experimentos foi previamente
descontaminada com solugcao de HNO3; 10 % v/v por 2h e, posterior lavagem com
agua deionizada para assegurar a auséncia de quaisquer residuos que pudessem
interferir nas medidas.

Foram utilizadas pipetas automaticas eppendorf de 10, 50, 1000 pL e de 5
mL, todas com ponteiras descartaveis de polietileno.

3.1.3. Medidas voltamétricas

Para a determinagdo dos antioxidantes em amostras de alimentos e
formulagbes farmacéuticas foram realizados estudos utilizando-se a voltametria ciclica
(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 eletroquimica de
compartimento Unico, volume maximo de 10 mL, equipada com uma tampa de
Teflon®, contendo orificios para a desoxigenagdo da amostra com gas nitrogénio e
posicionamento dos eletrodos de trabalho, referéncia e auxiliar (FIGURA 3.1).
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Eletrodo de referéncia

Eletrodo auxiliar Eletrodo de trabalho
Entradade N,
Saidade N, «—,

FIGURA 3.1. Representacdo esquematica de uma célula eletroquimica usada nas

medidas voltamétricas.

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

O eletrodo de referéncia utilizado em todas as medidas voltameétricas foi o
eletrodo Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L'"). Para a sua obtenc&o, um fio de prata foi anodizado
até ser recoberto por AgCls). Apds lavagem com agua deionizada, o fio de prata
recoberto foi introduzido em um capilar de vidro contendo solugdo de KCI 3,0 mol L™
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 solucéo de
KCI 3,0 mol L' para evitar a diluigao do eletrdlito 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. Construcao dos ECCMs para determinacao de antioxidante em alimentos e

em formulacoes farmacéuticas
3.2.1. Sintese e imobilizacao do Cu3(PO,).

O modificador quimico Cus(POs)zs) foi obtido pela reagéo entre 17,5 g de
CuCOQOg3. Cu(OH)2 (Vetec) com 8,0 mL de &cido fosférico concentrado (Merck) como
mostrado na equacdo 3.1. O precipitado azul foi coletado, lavado com &agua
deionizada e seco em estufa a 110°C 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."™* Misturou-se 5 g da resina poliéster a 59 de Cus(POg)zs)
(proporgéo 1:1 m/m) conforme a equagéo 3.2. Apés a homogeneizagdo manual, 0,3
mL do catalisador da resina, peroxido de metiletilcetona (Ibere, Ramines and Cia.), foi

adicionado a mistura.

3 CuCOs. CU(OH)z + 4 HsPOs4—>» 2 CU3(PO4)2 +3C02 + 9 H0 (31)

perdxido de _
CU3(PO4)2+ (C10H304)n metietiicetona ™ CU3(PO4)2 (C10H804)n (32)

O tempo de secagem deste composito foi de 10 h formando um soélido
rigido que foi inicialmente quebrado com auxilio de um martelo e posteriormente
triturado em moinho de facas Tecnal (modelo TE 631/1). A sele¢cdo do tamanho das
particulas foi controlada com auxilio de peneiras de granulometria apropriada.

3.2.2. Sintese e imobilizacao do Ni(OH),

O modificador quimico Ni(OH)xs) foi obtido pela reacdo de uma solugdo
aquosa saturada de NiCl, (Vetec) com 20,0 mL de uma solucdo aquosa saturada de
hidroxido de sodio (Vetec) como mostrado na equacgéo 3.3. O sal verde precipitado foi
coletado, lavado com agua deionizada e seco em estufa a 110 °C por 4 horas. Este
sal foi imobilizado em resina poliéster (Resapol T-208) da mesma maneira descrita no
item 3.2.1 segundo a equacgéao 3.4. O tempo de secagem e obtencao do modificador &€

similar ao descrito no item 3.2.1.
NiCl>(ag) + 2 NaOH(aq) — Ni(OH)2(s)+ 2 NaCl(aq) (3.3)

Ni(OH)» + (C1oHgO4)n —Feroxido de _ nji(oH),—C;oHgO4)n (3.4)

metiletilcetona

3.2.3. Imobilizacdo do Cu®* na resina de troca cationica

Para realizar a troca do cation Na* presente na resina de troca idnica pelo
cétion Cu®*, um volume de 10 mL de resina de troca catiénica Amberlite IRA 120
(R6hm and Haas) foi transferida para uma coluna de vidro (200 mm x 10 mm). Em
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seguida, percolaram-se pela coluna 100 mL de solugdo de sulfato de cobre (Il) 1,0
mol L. Apés a troca dos ions, a coluna foi lavada com &gua deionizada em excesso
para assegurar a retirada completa dos ions ndo imobilizados. A resina de troca
catidnica carregada com ions Cu?* foi coletada e seca em estufa a 100 °C durante 2
h. Apos secagem, esta resina foi usada como modificador quimico na composi¢cao do
eletrodo compdésito de carbono proposto.

3.3. Construcao dos eletrodos de trabalho

O aglutinante utilizado para a construgcdo do ECCMs foi a parafina sélida
ultra pura (Aldrich).

Homogenizou-se manualmente por 30 minutos em um almofariz de agata
as propor¢coes de modificador e pd de grafite (Fischer Chemical Grade #38)
apresentadas na TABELA 3.1 para cada eletrodo construido. A granulometria foi
selecionada com auxilio de peneiras. Esta mistura foi adicionada a 0,20 g (20% m/m)
de parafina sélida 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 didmetro
interno aproximado de 4 mm contendo uma haste de cobre para fazer o contato
elétrico externo (FIGURA 3.2).

TABELA 3.1. Composicao de cada ECCM construido

Po de grafite Modificador Parafina
Eletrodos
(%om/m) (%om/m) (%om/m)
ECCM-Cus3(POs)2 40 40 20
ECCM- Ni(OH), 60 20 20
ECCM-(RSOs),Cu?* 60 20 20
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FIGURA 3.2. Esquema do eletrodo proposto
3. 4. Preparo de amostra e determinacao 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 solucdes de eletrdlito suporte foi ajustado utilizando
solucdes de HzPO, 0,05 mol L', HNO; 0,05 mol L™ e/ou KOH 0,05 mol L™,

3.4.1. Catequina e Quercetina

Para catequina, seis amostras de cha foram analisadas usando o método
proposto, sendo trés marcas comerciais de cha verde (Golpara, Real e Feel Good) e
trés de cha preto (Dr. Oetker, Ledo e Nestea) ambos contendo folhas e brotos de
Camélia sinensis. A diferenga entre o cha preto e o cha verde é que o primeiro é
fermentado e o ultimo n&o.

Para quercetina, também seis amostras de cha foram analisadas usando o
método proposto, sendo trés marcas comerciais de cha matte (Real, Hikari e Ledo) e
trés de cha de camomila (Real, Dr. Oetker e Le&do), da seguinte maneira descrita
abaixo para ambos CAT e QCT.

Dois gramas do extrato de cha verde ou preto (para CAT) e dois gramas do
extrato de chd matte ou camomila (para QCT) foram transferidos para um béquer
contendo 50 mL de agua deionizada aquecida a 60 °C por 5 minutos (tempo de
efusdo). A efuséo dos chas foi filtrada em filtro de seringa 0,22 mm (Millipore, Bedford,
MA, USA). Aliquotas de 1 mL desta solugcdo foram transferidas com auxilio de
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micropipetas para a cela eletroquimica contendo 5 mL do eletrdlito suporte e as

medidas voltamétricas foram realizadas.
3.4.2. Rutina

Duas formulagdes farmacéuticas foram analisadas usando o método
proposto: Novarrutina gotas (Zurita laboratérios farmacéuticos) e Venocur Triplex
comprimidos (laboratério KNOLL).

Solucao: Uma aliquota de 500 pL da solugao foi transferida para um balao
volumétrico de 10 mL com auxilio de uma micropipeta e aferida para o volume com
uma solucao de tampao fosfato/etanol 90/10% v/v (pH condicional 6,9) para o método
utilizando os ECCMs com Cus(POQO4). ou Ni(OH). ou aferida para o volume com uma
solucdo de KNO3 0,1 mol L™ (pH condicional 6,0) para o método utilizado o ECCM
com (RSOs;),Cu?*.

Comprimidos: trés comprimidos foram triturados e a granulometria ajustada
com auxilio de peneiras até a obtencdo de um pé fino homogéneo deste pd. Uma
massa de 122 mg da amostra em poé foi entdo dissolvida em 10 mL de uma solugéo
tampao fosfato/etanol 90/10% v/v (pH condicional 6,9), sendo o analito destas
solugdes determinado voltametricamente empregando-se os ECCMs com Cuz(POy)2
ou Ni(OH), ou aferida para o volume com uma solucdo de KNO;s 0,1 mol L™ (pH
condicional 6,0) para o método utilizado o ECCM contendo o (RSO3).Cu.

As solugbes foram filtradas em filtro de seringa 0,22 mm (Millipore, Bedford,
MA, USA) para remocao dos incipientes insollveis contido na solugdo. Uma aliquota
de 500 pL de cada uma destas solucbes foi transferida com auxilio de uma
micropipeta para a cela eletroquimica contendo 5 mL do eletrdlito suporte e as

medidas voltamétricas foram realizadas.
3.4.3. BHA e BHT

Para BHA, trés 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 centrifuga. A suspensao foi
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submetida a um banho ultra-sénico (Aqua Wave 9374-Brnstead/Lab-Line) a
temperatura ambiente por 15 minutos e depois centrifugada por 10 minutos a 3000
rom. Este procedimento foi repetido duas vezes. O sobrenadante foi coletado em
baldo volumétrico de 10 mL e seu volume foi completado com etanol. Uma aliquota de
500 pL da solugcao foi transferida com auxilio de uma micropipeta para a cela
eletroquimica contendo 5 mL de KNO3 0,1 mol L considerando a proporgao de 10%

de etanol, sendo entdo as medidas voltamétricas realizadas.”

3.5. Métodos Voltamétricos

3.5.1. Voltametria Ciclica e Voltametria de Onda Quadrada

Inicialmente, utilizou-se a voltametria ciclica para estudar o perfil
voltamétrico dos seguintes analitos: CAT, QCT, Rut, QCT, BHA e BHT como também,
determinar o melhor eletrélito suporte a ser usado nas determinagdes, concentracao
do eletrdlito e melhor faixa de pH a ser utilizada. A voltametria de onda quadrada foi
utilizada para propor um procedimento eletroanalitico para a determinacdo de
antioxidante em amostra de alimentos e em formulagdes farmacéuticas com os
eletrodos propostos.

Para a realizacao das medidas adicionaram-se a célula eletroquimica 5 mL
do eletrdlito suporte respectivo para cada determinacdo e, entdo, a solucao foi
desoxigenada durante 10 minutos com gas nitrogénio. Apés a otimizacao do sistema,
a curvas analiticas foram obtidas pela adicdo de aliquotas da solucdo padrdo na
célula eletroquimica. Apds cada adicao, os voltamogramas de onda quadrada foram

obtidos. As amostras foram analisadas pelo método da adicao de padrao.

3.5.2. Estudo de Interferentes em Potencial

As medidas para a determinacdo de possiveis interferentes foram
efetuadas nas mesmas condicdes experimentais estabelecidas para cada analito.

Para catequina e quercetina nao foram verificados o0s possiveis
interferentes por se tratarem de amostras de chéas, as quais ndo possuem composi¢cao
quimica completamente definida.

Para rutina, inicialmente os interferentes em potencial foram: sacarina

sbdica, metilparabeno, amido, carbonato de célcio e estearato de magnésio e para
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BHA e BHT: &acido citrico, EDTA, benzoato de sédio, amido, sorbato de potassio e
lactose. Estes foram determinados separadamente para observar quais seriam
eletroativos sobre a superficie dos eletrodos propostos e se haveria sobreposi¢céao de
picos entre estes concomitantes e os analitos.

Posteriormente, somente as substancias que apresentaram eletroatividade
sobre o eletrodo foram analisadas sobre uma concentragéo constante de Rutina, BHA
e BHT, sendo feitas adicbes sucessivas de diferentes concentracbes destes

interferentes a célula eletroquimica.

3.5.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi utilizada como método

comparativo para todas as determinacoes.

Para a determinagcdo de Cat, QCT e Rut foi empregado um método
proposto por ZU et al.?’ com algumas modificacdes realizadas e para BHA e BHT foi
empregado um método proposto por SAAD e colaboradores®® também com
modificacdes descritas abaixo:

As medidas cromatograficas foram realizadas em um cromatégrafo modelo
LC-10AT Shimadzu com detector de UV-VIS, modelo SPD-M10AVP e coluna Shim-
Pack CLC-ODS (60 mm x 150 mm, 5 um), a fase mdvel utilizada foi
metanol/acetonitrila /agua (40/15/45%, v/v/v) contendo 1,0% de acido acético com
vazao de 1 mL por minuto e volume de injecao de 20 uL, método isocratico 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 determinacdo de BHA e BHT a fase modvel utilizada foi
metanol/acetonitrila (1:1 v/v) contendo 1,0% de acido acético com vazao de 1 mL por
minuto e volume de injecao de 30 uL, método isocratico. O comprimento de onda

monitorado foi de 209 nm para ambos BHA e BHT.
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CAPIiTULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo s&o apresentados a caracterizacdo da superficie dos
eletrodos e os resultados voltamétricos obtidos empregando-se eletrodos compdsitos
de carbono modificados (ECCMs) com Cus(POs4)2, Ni(OH). e Cu(ll) imobilizado em
resina de troca catibnica. Nestes estudos foram determinados catequina (CAT),
quercetina (QCT), BHA e BHT em alimentos e rutina (Rut) em farmacos utilizando as
técnicas de voltametria ciclica, linear e de onda quadrada. Os resultados sao

acompanhados de uma breve discussao e observagdes experimentais.
4.1. Caracterizacoes da superficie dos eletrodos

Na FIGURA 4.1 sdo apresentadas as micrografias da superficie do ECCM-
Cuz(POy4),, obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV). A andlise da
morfologia foi realizada antes e depois do eletrodo ser utilizado para determinacao de
rutina na concentracdo de 1,92 x 10 mol L' em tampao fosfato 0,1 mol L' / 10%
etanol (v/v).

Al
AccV  SpotMagn Det WD F———————— 500 ym 27
25.0kV 4.0 60x BSE 10.0 UFSCar- DEMa - LCE - TMP 4

AccV  SpotMagn Det WD H——————— 500um
4 25.0kv 4.0 60x BSE 10.0 UFSCar - DEMa - LCE - TMP

FIGURA 4.1. MEV da superficie do ECCM-Cus(PQO4)2 (A) micrografia obtida na
auséncia de rutina; (B) micrografia obtida apés a determinacdo de 1,92 x 10 mol L
rutina; detector BSE respectivamente. Escala 500 um; zoom 60 vezes.

Observa-se que a superficie do eletrodo apresenta-se uniforme e pouco
porosa demonstrando que a homogeneizagéao do eletrodo foi adequada no momento
da construcéo, sendo que este eletrodo pode ser classificado segundo ALEGRET e
colaboradores®™ em compésito de dispersdo devido o material condutor esta
aleatoriamente distribuido e suas particulas ocuparem o mesmo espago na superficie
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do eletrodo como observado na FIGURA 4.59. As microscopias obtidas utilizando o
detector BSE (backscatter, ou em portugués retro-espalhamento de elétrons)
permitem o contraste quimico da superficie do eletrodo, onde observa que as partes
mais claras representam os elementos mais pesados. Assim pode-se afirmar que o
cobre esta bem distribuido na superficie do eletrodo.

Na FIGURA 4.2 sdo apresentados os resultados obtidos por EDX para
composicao percentual da superficie. O erro relativo Er% entre as composi¢coes foram

calculados de acordo com a equagéo 4.1.
Er% = [(mMa — mMb)/mMa] x 100 (4.1)

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

mMb é a massa percentual calculada a partir dos resultados obtidos por EDX.
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FIGURA 4.2. EDX da superficie do ECCM-Cu3(PO4)2 (A) na auséncia de rutina e (B)
na presenga de 1,92 x 10 mol L™ rutina.
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Observa-se que a composi¢cdo do ECCM-Cus(PO4). obtida (FIGURA 4.2 A)
concorda com a composi¢ao do eletrodo sendo 40 % do modificador, as proporgoes
de oxigénio, fésforo e cobre de acordo com calculos de formula minima sao 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 equacédo 4.6 foi igual a 4,5%. Como a
percentagem de oxigénio na superficie do eletrodo ndo aumentou, a formagéo de
oxido na superficie do eletrodo nao foi favorecida.

Na FIGURA 4.3 sdo apresentadas as micrografias da superficie do ECCM-
Ni(OH). realizada antes e depois do eletrodo ser utilizado para determinacao de rutina
na concentragdo de 1,92 x 10* mol L' em tampé&o fosfato 0,05 mol L' / 10% etanol
(V/V).

o i »‘: o S
L)
Acc.V SpotMagn Det WD 1 500 um &4

. " AccV SpotMagn Det WD —————————1 500 ym
® 250KV 40 60x BSE 103 UFSCar-DEMa-LCE-TMP &%

. . 25.0kV 40 60x BSE 10.3 UFSCar- DEMa - LCE - TMP

o

L

FIGURA 4.3. MEV da superficie do ECCM-Ni(OH), (A) micrografia obtida na
auséncia de rutina e (B) apés a determinagéo de 1,92 x 10* mol L™ rutina; detector
BSE; Escala 500 um; zoom 60 vezes.

Observa-se que a superficie € homogénea e pouco porosa mesmo depois
de ser utilizado na determinagao de rutina, também pode ser caracterizado como um
composito de dispersdo. A composicao percentual obtida por EDX antes e depois da
determinacgéo 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 oxigénio nao variaram significativamente
antes e depois da determinagcdo da rutina, provavelmente ndo ocorre a formacao de
oxido na superficie do eletrodo.

Na FIGURA 4.4 sdo apresentadas as micrografias da superficie do ECCM-
resina-Cu(ll) realizada antes e depois do eletrodo ser utilizado para determinagéo de
rutina na concentragdo de 1,92 x 10 mol L' em KNO3 0,1 mol L™ / 10% etanol (v/v).
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Observa-se que as esferas de resina de troca -catibnica estao
encapsuladas na superficie do eletrodo e depois que o eletrodo foi utilizado para a
determinagdo de rutina (FIGURA 2.4 B) a resina de troca catibnica apresenta-se
envolvida por uma camada entrelacada, atribuida provavelmente ao complexo
formado. A composi¢ao quimica percentual da superficie do eletrodo obtido por EDX
antes e depois do eletrodo ser utilizado na determinagéo de rutina foi: 80,7: C; 17,4:0;
0,5:K; 1,32:Cu e 64,7: C; 30,2:0; 3,83:K; 1,3:Cu respectivamente.

Atribui-se a percentagem de potassio encontrada ao eletrolito suporte

(KNOs3) utilizado na determinagéao de rutina.

2 AccV SpotMagn Det WD F—————1 200 um \
N, 25.0kV 40 80x SE 10.2 UFSCar-DEMa - LCE - TMP

AccV SpotMagn Det WD H———— 1 500 ym
25.0kv 40 60x SE 11.2 UFSCar-DEMa-LCE-TMP

FIGURA 4.4. MEV da superficie do ECCM-resina-Cu (A) micrografia obtida na
auséncia de rutina e (B) apés a determinagéo de 1,92 x 10* mol L™ rutina; detector
BSE; Escala 200 um; zoom 80 vezes.
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4.2. ECCM com Cu3(PO,), para determinacao de catequina em chas

4.2.1. Estudo da composicao do eletrodo

O efeito da composicdo do eletrodo foi estudado por voltametria ciclica,
fixando-se primeiramente a percentagem de aglutinante (parafina) em 20%,
quantidade minima necessaria para obter um compdsito homogéneo e, variaram-se
as quantidades de pdé de grafite e Cus(PO4). imobilizado em resina poliéster nas
seguintes proporcdes de p6 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 Cuz(PQOg).-resina poliéster: 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45 e 60% m/m em relacdo a massa total do compdsito.

A FIGURA 4.5 mostra o efeito da percentagem (m/m) do modificador na
composicao do eletrodo. As medidas ciclovoltamétricas foram realizadas em tampao
fosfato 0,1 mol L™//5% etanol (v/v) (pH condicional 6,8), velocidade de varredura igual
a 50 mVs™'; na presenca e na auséncia de catequina 2,0 x 10 mol L™". Os valores de
Alp correspondem a diferenca da corrente obtida na presenca e na auséncia de
catequina.
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FIGURA 4.5. Efeito da percentagem m/m de Cus(POs)z-resina poliéster na
composicdo do ECCM; eletrélito suporte: tampao fosfato 0,1 mol L'/5% etanol (v/v)

(pH condicional 6,8) na presenca de 2,3 x 107° mol L™' catequina.

A concentracao de Cus(PO4), presente no ECCM apresentou influéncia

significativa na resposta voltamétrica do eletrodo proposto. Os picos de corrente
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aumentaram com o0 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 desprezivel. Isso ocorre devido a diminuicdo da
percentagem de pé de grafite na composicao do eletrodo e, consequentemente, ha
uma diminuicdo significativa da condutividade do compdsito. Como observado na
FIGURA 4.1, a melhor composi¢cao para o ECCM com Cuz(PQy). foi: 40% (m/m) de p6
de grafite, 20% (m/m) de parafina sélida e 40% (m/m) do modificador.

Comparando-se um ECCM com Cu3(PO4)2 ndo imobilizado em resina
poliéster com um ECCM contendo Cus(PO4). imobilizado em resina poliéster, a
principal caracteristica atribuida a esta imobilizagdo é o aumento de vida util desse
eletrodo modificado. Foi observado nestes estudos que o eletrodo modificado com
Cuz(POy4)2 ndo imobilizado apresentou um tempo de vida de aproximadamente 46
dias (em torno de 500 determinacdes) e o eletrodo modificado com Cuz(POy),
imobilizado em resina poliéster apresentou um tempo de vida maior do que 2 anos
(mais de 2000 determinacdes), sendo que o eletrodo modificado ainda apresenta a

mesma resposta analitica que aquela inicial.
4.2.2. Estudo do efeito do eletrodlito suporte

O comportamento voltamétrico do ECCM-Cus3(PQO4). imobilizado em resina
poliéster foi investigado em cinco diferentes eletrolitos suportes (tampao fosfato,
NaNO3, KNO3, NaCl e KCI) (FIGURA 4.6). Em todas as solugdes, com excecao de
KCI, foram verificadas a presenca de picos voltamétricos. No entanto, em tampao
fosfato o voltamograma apresentou melhor definicdo de pico e maiores magnitudes de
correntes anddica e catddica, sendo assim escolhido como eletrélito suporte para
todas as determinacdes de catequina em chas.

A boa estabilidade obtida em tampao fosfato é devida provavelmente a
estabilidade do complexo Cu(l)-fosfato.'® Embora alguns estudos descrevam a

182184 5 mecanismo de

influéncia do fosfato no potencial do par redox Cu(ll)/Cu(l),
reducao dessas espécies nao é ainda muito bem conhecido. A resposta voltamétricas
do ECCM-Cus(POy4)> ndo foi influenciada significativamente pela concentracdo do
eletrélito suporte. Assim, uma solucdo de tampao fosfato 0,1 mol L"/5% etanol (v/v)

foi escolhida como eletrdlito suporte para este experimento.
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FIGURA 4.6. Ciclo voltamogramas obtidos com ECCM-Cus(PO4). em diferentes
eletrélitos suportes: (A) KCI; (B) NaCl; (C) KNOs; (D) NaNOs; (E) tampéo fosfato 0,1
mol L™ na presenca (—) e na auséncia (—) de 3,4 x10™ mol L ' de catequina; v=
50mVs’.

4.2.3. Estudo do efeito do pH

Outro parametro importante estudado foi a influéncia do pH na resposta
voltametrica do ECCM-Cu3(PQ4)2, no intervalo de pH de 4 a 11. A FIGURA 4.7

mostra o efeito do pH sobre a corrente de pico anddica do eletrodo modificado. A
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corrente de pico anddica (Al/pA) foi obtida pela diferenca das correntes na presenca e

na auséncia de CAT.
1,2

pH

FIGURA 4.7. Efeito do pH na resposta voltamétrica do ECCM-Cu3(PQy,),; eletrdlito
suporte: Tampao fosfato 0,1 mol L/5% etanol (v/v) na presenca de 2,3 x 107 mol L™
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 formacao de hidréxido de Cu(ll) em equilibrio com Cus(POg4)2 na
superficie do eletrodo segundo a equacao 4.2. Porém, mesmo em pH 8,0 ou 9,0,
observa-se resposta eletroquimica para catequina, o que sugere que a formacao de

hidroxido de cobre na superficie ndo desativa completamente o eletrodo.
Cuz(POy4)2 + 6 OH" ——= 3 Cu(OH); + 2 PO (4.2)
A melhor definicdo de pico e maior sinal analitico foram observados em pH
6,8. Sendo assim, optou-se em trabalhar com uma solugdo de tampéao fosfato 0,1 mol
L' em (pH 6,8) para a otimizacdo e sele¢do dos parametros 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 ciclica no intervalo de 5 a
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150 mV s para uma solugdo 4,0 x 10> mol L™" de catequina em tampao fosfato 0,1
mol L'/ 5 % etanol (v/v) (pH condicional 6,8) (FIGURA 4.8).

Alp(uA)

FIGURA 4.8. Resposta voltamétrica do ECCM-Cu3(POs)2 em fungéo da raiz quadrada
da velocidade de varredura (®) Ip anddico ( A)lp catdédico na presenca de CAT 4,0 x
10~ mol L™".

As correntes de pico anddica e catodica variaram lineamente com a raiz
quadrada da velocidade de varredura. As equagOes das retas obtidas foram lpa (A) = -
3,37 x 10 + 4,05 x 10 02 (R=0,999) e I, (A) = 3,34 x 10 - 4,05x10° »'"? (R=0,999)
para corrente anddica e catddica respectivamente, sugerindo que os processos de
oxidagao e reducao da catequina é controlado por difusao.

4.2.5. Comportamento eletroquimico de CAT sobre o ECCM-Cu3(PO,).

Um eletrodo compésito de carbono (ECC) ndo modificado na mesma
composicao percentual de parafina foi construido para comparacdo com o ECCM-
Cu3(POy4)2. Na FIGURA 4.9 é apresentado o perfil voltamétrico da catequina em
ambos os eletrodos

O perfil voltamétrico da catequina em tampao fosfato 0,1 mol L™/ 5% etanol
(v/v) (pH condicional 6,8) determinado com ECC nao modificado apresentou um pico
anddico em 408 V e um pico catddico em - 34 mV e a diferenca entre os potenciais de
pico (AEp) foi igual a 442 mV.

O voltamograma da catequina em tampao fosfato 0,1 mol L™/ 5% etanol v/v
(pH condicional 6,8) determinado com ECCM-Cuz(PQOs). apresentou um pico anédico
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(160 mV) e um pico catdédico (11mV), sendo a razdo entre a corrente de pico anddica
e a corrente de pico catddica (lpa/lpc) igual a unidade. AEp foi maior que 59 mV, e de

acordo com a teoria da voltametria ciclica,'® trata-se de um sistema quase-reversivel.

60

40

20
0,5+

Ip(uA)

In(

0,0 1
-20 4

-0,5
-40 4

T T T T T T T T
-0.2 0,0 0.2 0.4 06 08 02 01 00 o 02 0s 04

E(V) vs Ag/AgCI (KCI 3 mol L) E(V) vs Ag/AgCl (KCI 3molL™)

FIGURA 4.9. Voltamograma ciclico para CAT 2,0 x 10 mol L™ em tampao fosfato 0,1
mol L''/5% etanol (v/v) (pH condicional 6,8); (A) ECC ndo modificado e (B) ECCM-
Cuz(POy4)2; v=50mV s™

Comparando os perfis voltamétricos da catequina obtido com ECCM-
Cuz(POy4)2 e ECC nao modificado, observa-se que houve um ganho significativo em
relagcdo a magnitude de corrente obtida com ECCM-Cu3(PQO4). em relacado ao eletrodo
nao modificado. Esse valor de AEp obtido empregando-se 0 ECCM-Cu3(PQO4). € muito
menor do que aquele obtido com o eletrodo ndo modificado, indicando a existéncia de
processo eletrocatalitico, sendo a transferéncia de elétrons naquele eletrodo
favorecida. Uma vantagem do eletrodo modificado é a possibilidade de se trabalhar
em potenciais menores (menos positivos) com um sinal analitico bem maior que
aquele obtido com o eletrodo ndo modificado, diminuido assim a possivel interferéncia
eletroquimica de concomitantes da matriz da amostra de interesse.

O efeito do pH sobre os potencias de pico é uma das ferramentas que pode
fornecer informagbes sobre o numero de elétrons envolvidos na reacdo redox,
segundo a equagao:

0,059

E=E,- log [H]’ (4.3)

onde E = potencial da célula, Ey = potencial padrdo de redugcdo e n = numero de
elétrons envolvidos.
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Na FIGURA 4.10 é apresentada a relagdo Ep vs. pH, para uma solucao de
CAT 2,3 x 10°® mol L' num intervalo de pH de 4 a 10.

0,30 1

0,25 1

o

o

=}
1

0,151

0,10 1

Ep (V) vs Ag/AgCI (KCI 3 molL™)

0,05 T T T T T T T T T T T T T

FIGURA 4.10. Dependéncia do potencial de pico com o pH

A variagao do potencial de pico anddico com o pH exibe uma relagéao linear
com inclinagdo de 29,9 mV pH' o que indica um mecanismo que envolve a
transferéncia de 2 elétrons e um préton por molécula de catequina oxidada.

Considerando o estudo da dependéncia do potencial de pico anddico com
pH, e o mecanismo proposto por alguns autores **'% foi possivel propor um
mecanismo de funcionamento do ECCM estudado. A FIGURA 4.11 apresenta o
mecanismo proposto para o funcionamento do ECCM-Cu3(PQO4). na presenca de
catequina.

O mecanismo do ECCM-Cu3(PQs4). é dividido em duas etapas, uma
quimica e outra eletroquimica, caracterizando-se como um mecanismo CE.
Inicialmente, catequina é oxidada quimicamente a quinona correspondente na
superficie do eletrodo e, Cu(ll) é reduzido a Cu(l), sendo entdo Cu(l) oxidado

eletroquimicamente a Cu(ll) gerando o sinal analitico.
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FIGURA 4.11. Mecanismo proposto para o funcionamento do ECCM-Cu3(PQO,). para
a determinagéo de CAT.

4.2.6. Otimizacao dos parametros da voltametria de onda quadrada (SWV)

Foram otimizados os parametros como a freqiéncia de onda quadrada (f),
amplitude de pulso de potencial (a) e o incremento de varredura de potencial (AEs),
para desenvolver um procedimento analitico empregando a voltametria de onda
quadrada. A freqUéncia de onda quadrada € uma das mais importantes variaveis na
SWV, pois & ela que determina a intensidade dos sinais e, consequentemente, a
sensibilidade do método, e ainda fornece informagcdes a respeito do processo
mecanistico do sistema. A FIGURA 4.12 mostra a dependéncia da corrente de pico
anddica com a freqiiéncia, sendo selecionada para a determinagdo de catequina, a
frequéncia de 20 s, por proporcionar a menor linha base em relacdo a demais
frequiiéncias estudadas. Outro parédmetro estudado foi a influéncia da variagdo da
amplitude de pulso de potencial na corrente de pico para a oxidagao da catequina. Na
FIGURA 4.13 é apresentada a dependéncia 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 definicdo de

pico.
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FIGURA 4.12. Dependéncia da corrente de pico com freqiéncia de aplicagéo de
pulso para CAT 2,3 x 10® mol L'"; a = 40 mV; AE = 2 mV.
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FIGURA 4.13. Dependéncia da corrente de pico com a variagdo da amplitude de

aplicacao de pulso para CAT 2,3 x 10° mol L'"; f= 20 mV; AE =2 mV..

Na voltametria de onda quadrada a velocidade efetiva € o resultado do
produto da freqiéncia 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 resolugdo pode ser comprometida, desta forma o incremento
de varredura € um parametro que também deve ser analisado.

Na FIGURA 4.14 ¢é apresentada a dependéncia da intensidade de corrente
de pico em fungéo da variagao 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 determinagbes de
catequina por apresentar melhor definicdo de pico.

8,3

8,2 '
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FIGURA 4.14. Influéncia da variagdo do incremento de varredura sobre as
correntes de pico anédica para a CAT 2,3 x 10° mol L''; a =40 mV; f= 20 mV.

4.2.7. Estudo de Repetibilidade

Os estudos de repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando
solucdes de catequina 2,3 x 107® mol L' em tampao fosfato 0,1 mol L' /5% etanol
(v/v) nos mesmo parametros 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 espago de tempo possivel.
Entre cada medida voltamétrica, a superficie do eletrodo nao foi renovada. O desvio
padrao 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 solucdes de catequina 2,3 x 10°° mol L™". O desvio padrao 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 chas pode conter muitas substancias fendlicas, neste
trabalho empregou-se o método de adicdo e recuperacdo de padrdo. Para esse

estudo foram realizados experimentos em triplicata para amostras de chas verde e
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preto por meio da adicdo de aliquotas de solucdo padrdo de CAT em trés

concentragbes diferentes as solugdes dessas amostras e os resultados foram

comparados com aqueles obtidos com as amostras nao adicionadas do padrdo. Os

resultados obtidos estdo apresentados na TABELA 4.1.

As recuperacoes variaram entre 96,0 % e 103 %; estes valores obtidos

indicam que n&o houve interferéncia da matriz das amostras na determinacdo de

catequina pelo procedimento analitico proposto.

TABELA 4.1. Estudo de adigcao e recuperacao de catequina em chas verde e preto

usando o método proposto

Catequina (mg/100mL)
Amostra Recuperado %
Adicionado Encontrado
12,00 11,71 £ 0,04 97,6
Golpara 28,00 27,40 £ 0,04 97,8
34,00 33,72+ 0,04 99,2
12,00 12,00 £ 0,07 100
Cha Verde Real 28,00 28,10 £ 0,07 100
34,00 34,60 + 0,05 102
12,00 12,41 £ 0,05 103
Feel
28,00 28,89 + 0,05 103
good
34,00 34,81 £ 0,05 102
Cha Preto 12,00 11,54 £ 0,10 96,2
Dr.
28,00 26,89 + 0,10 96,0
Oetker
34,00 33,28 + 0,06 97,9
12,00 11,78 £ 0,10 98,2
Ledo 28,00 27,69 =+ 0,08 98,9
34,00 33,79 £ 0,05 99,4
12,00 12,26 + 0,08 102
Nestea 28,00 28,29 + 0.08 101
34,00 35,01 £ 0,09 103
n=3.
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4.2.9. Curva analitica e aplicacoes

Na FIGURA 4.15 estdo apresentados os voltamogramas de onda quadrada
obtidos em diferentes concentragdes de catequina nas condi¢des otimizadas para o
método proposto. O limite de deteccao (LD) foi calculado de acordo com a equacao
4.4 onde SD ¢é o desvio padrédo dos valores de corrente obtido para 10 determinagdes
na auséncia do analito (branco) em mesmo potencial de oxidacdo do analito e b é o

valor do coeficiente angular da curva analitica.
LD= 3SD/b (4.4)

A curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo de CAT entre 9,9 x
107 a 1,2 x 10 mol L' com um limite de deteccdo igual a 5,8 x10™° mol L™'. A
equagao de regresséo linear obtida foi: Alp(A) = -6,01 x 108 + 1,28 [CAT] mol L™, r =
0,9995.

2,4]
22
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1,81
1,61 2
1,4-
1,2-
1,0-
0,8-

0" \&

0,4-

0,2

0:0 ' O:1 ' OI,2 ' O:3 ' 0:4 ' 0,5
E(V) vs Ag/AgCl (3mol LTy
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FIGURA 4.15. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cu3(POs4). em diferentes
concentragdes de CAT; (a) eletrdlito suporte; (b) 9,90 x107; (c) 2,96 x10®; (d) 4,91
x10%; (e) 6,84 x10°®; (f) 8,76 x10%; (g) 1,08 x10°; (h) 1,24 x10° mol L"; eletrélito
suporte: tampao fosfato 0,1 mol L™ (pH 6,8); f=20 mVs™, a= 40 mV, AEs = 2 mV). Em
detalhe a curva analitica obtida.
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FIGURA 4.16. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cu3(PQO4). para a
determinacdo de CAT em ché verde (Golpara); (a) amostra; (b) amostra + 1,0 x 10°®;
(c) amostra + 1,2 x10®; (d) amostra + 1,8 x10°; (e) amostra + 2,3 x10® mol L de
solucdo padrao de CAT; (f= 20 mVs™', a=40 mV, AEs = 2 mV). Em detalhe a curva
obtida.

O método proposto foi aplicado na determinacdo de catequina em chas
para isto utilizou-se 0 método de adi¢ées multiplas de padrao. A FIGURA 4.16 mostra
0s voltamogramas obtidos pelo método de adicdao de padrdo para uma amostra de
cha verde.

Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos por
cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC) nas condicbes experimentais descritas
anteriormente, a qual a catequina apresentou um tempo de retencéo de 3,70 minutos.
Na TABELA 4.2 sado apresentados os resultados obtidos empregando-se o método
proposto e HPLC. Observa-se que os resultados obtidos pelo método proposto
empregando SWV estdo em concordancia com os resultados obtidos pelo método de
HPLC.

Os resultados obtidos pelos dois métodos também foram comparados
aplicando-se o teste t pareado, ' (texp = 1,942 € tiabelado = 2,571). COMO O tex, Obtido é
menor que O tiapelado POde-se concluir que os resultados obtidos na determinacéo de
catequina pelo método proposto e por HPLC ndo apresentaram diferencas
significativas, a um nivel de confian¢a de 95%, podendo assim o método proposto ser
usado na determinacao de catequina em chas.
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TABELA 4.2. Determinagédo de CAT em chas por HPLC e pelo método proposto.

Amostras (mg/L) HPLC sSwv Er%
Golpara 9,99 +0,06 10,03 + 0,04 +3,10
Cha Verde Real 6,82 0,05 6,66 = 0,06 -2,34

Feel
7,00 £ 0,07 6,90 + 0,05 -1,42

good

Dr.
4,15 +0,05 4,27 + 0,06 +4,87
Oetker

Cha Preto Ledo 4,89 +0,03 4,86 + 0,06 -0,61
Nestea 4,02 + 0,05 4,10+ 0,06 +1,99

n = 3; nivel de confianga de 95%

Er% (Erro relativo %) = método proposto versus HPLC.

Aléem do ganho na seletividade, ressalta-se também a facilidade inerente de
construgdo do ECCM-Cus(PO4)2 além do baixo custo tanto na construgdo do eletrodo
quanto no custo total da determinacdo em relacdo a outros métodos, como por
exemplo o método cromatografico 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 solugdes aquosas, incluindo
solugbes padrdo, da amostra e do eletrélito suporte, no método comparativo (HPLC)
foram gastos aproximadamente 8 litros de solucbes de reagentes e amostras,
incluindo metanol, um reagente de alta toxicidade. Estes valores de quantidades de
regentes gastos referem-se a todo o procedimento analitico 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(PO,). para determinacao de quercetina em chas

4.3.1. Estudo do efeito do eletrodlito suporte

O comportamento voltamétrico do ECCM com Cus(POs4)2 imobilizado em
resina poliéster foi investigado em cinco diferentes eletrélitos suportes, a saber:
tampé&o fosfato, nitrato de sodio, nitrato de potéssio, cloreto de sodio e cloreto de
potassio. Em todas as solucdes foram verificadas a presenca de picos voltamétricos,
porém a solugao de tampao fosfato apresentou melhor definicdo de pico e intensidade
de corrente (TABELA 4.3), sendo assim escolhida como eletrdlito suporte para todas

as determinagdes de quercetina em chas.
4.3.2. Estudo do efeito do pH

A influéncia do pH na resposta voltametrica do ECCM-Cus(PQy). foi
estudada no intervalo de pH de 4 a 11, em tampéo fosfato 0,1 mol L™! na presenca de
4,0 x 10° mol L™! de quercetina.

O comportamento da quercetina em tampao fosfato neste intervalo de pH é
semelhante ao comportamento obtido para catequina no mesmo intervalo de pH e
mesmo eletrélito, sendo assim a discussao sobre o efeito do pH na determinagéo de
quercetina em chas é similar a do item 4.2.3.

A melhor definigdo de pico e maximo de corrente também foi observada em
pH 6,8 e, considerando-se os resultados obtidos, escolheu-se trabalhar com uma
solugdo de tampao fosfato 0,1 mol L™'/20% etanol (v/v) (pH 6,8) para a otimizagéo de
outros parametros para esta determinacao.

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 ciclica no intervalo de 5 a

150 mV s™' para uma solugéo 4,0 x 10~° mol L™' de quercetina em tampao fosfato 0,1
mol L'/ 20% etanol (v/v) (pH condicional 6,8) (FIGURA 4.17).
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FIGURA 4.17. Resposta voltamétrica do ECCM-Cu3(PO4)> em funcdo da raiz
quadrada da velocidade de varredura na presenca de QCT

As correntes de pico anddica ndo variam linearmente com a raiz quadrada
da velocidade de varredura como observado na FIGURA 4.17, sugerindo que a
oxidagdo da quercetina é controlada por adsorcdo das espécies na superficie do
eletrodo.

4.3.4. Comportamento eletroquimico de QCT sobre o ECCM- Cu3(PO,).

Na FIGURA 4.18 é apresentado o perfil voltamétrico da quercetina obtida
com o ECC nao modificado e ECCM-Cug(POa).
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FIGURA 4.18. Voltamogramas ciclicos para QCT 4,0 x10™° mol L' em tampao fosfato
0,1 mol L/ 20% etanol (v/v) (pH condicional 6,8); (A) ECC nao modificado e (B)
ECCM-Cus(PO4)2; v =50 mV s™
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O voltamograma da quercetina obtida com ECC ndo modificado apresentou
dois picos, sendo um anddico em 315 mV e outro catédico em 257 mV.

O voltamograma da quercetina em tampéo fosfato 0,1 mol L™/ 20% etanol
(v/v) (pH condicional 6,8) determinado com ECCM-Cus(PO,). mostra um pico anddico
em 157 mV e um pico catédico em 100 mV vs Ag/AgCl (KCI 3 mol L"), a razdo lpa/lpc
foi igual a unidade e AEp foi igual a 57 mV, o que de acordo com a teoria da
voltametria ciclica,'® trata-se de um sistema reversivel.

Assim, como verificado para a catequina, o pico de oxidagdo obtido
empregando-se 0 ECCM-Cus3(POs),, para determinagéo de QCT foi muito maior (maior
magnitude de corrente) em relacdo ao ECC ndo modificado e houve uma diminuicao
do potencial de oxidacao, como pode ser observado na FIGURA 4.18.

A variacao do potencial anddico com o pH mostrou uma relagao linear com
inclinacdo de 29,6 mV pH' o que indica um mecanismo que envolve a transferéncia
de dois elétrons e um protons.

Também € possivel préver o numero de elétrons envolvidos na reacao de
oxidacdo da quercetina utilizando a teoria da SWV onde a dependéncia dos
potenciais de pico com o logaritmo da freqiiéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial
para sistemas reversiveis € linear (equagéo 2.2).

Na FIGURA 4.19 é apresenta o comportamento do potencial de pico em
funcao do logaritmo da freqiiéncia no intervalo de 10 a 100 s™ para QCT.

0,181

0,180-
0,179-
0,178-
0,177-
0,176-

0,175+

Ep (V) vs Ag/AgCl (KCI 3 mol L)

0,174

0’173 T T T T T T
1.0 1,2 1.4 1,6 1.8 2,0

logf (s™)

FIGURA 4.19. Dependéncia do potencial de pico com o logaritmo da freqtiéncia de

aplicacao dos pulsos de potencial.
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A inclinacdo da curva de acordo com a FIGURA 4.19 é igual a 0,013.
Substituindo este valor na equagéo 2.2, o numero de elétrons envolvidos no processo
de oxidagéo da catequina é igual a 2, confirmando os calculos obtidos empregando-se
a equagao 2.2.

Considerando a teoria desenvolvida para a voltametria de onda

quadrada160, 173, 174, 176

para sistemas reversiveis controlado por adsor¢ao (equagao
2.2) e 0 estudo da dependéncia do potencial de pico anddico com pH, foi possivel
propor um mecanismo de funcionamento do ECCM estudado. O mecanismo proposto
para o funcionamento do ECCM-Cus(PQO4). na presenca de QCT, € similar ao
mecanismo proposto na presenca de CAT, sendo que o funcionamento do eletrodo
proposto €& dividido em duas etapas: uma quimica e outra eletroquimica,
caracterizando-se como um mecanismo CE. Inicialmente, quercetina é oxidada
quimicamente a o-quinona correspondente na superficie do eletrodo e Cu(ll) é
reduzido a Cu(l), sendo entdo Cu(l) reooxidado eletroquimicamente a Cu(ll) gerando o

sinal analitico.
4.3.5. Otimizacao dos parametros para o método proposto

Na TABELA 4.3 estao apresentados os parametros estudados e otimizados
para determinagao de quercetina em chas matte e camomila.

A freqliéncia escolhida para todas as determinacdes de quercetina foi igual
a de 30 s, devido apresentar menor linha base em relagdo as demais freqiiéncias
estudadas. A amplitude de 40 mV foi escolhida por apresentar melhor definicdo de
pico, assim como maior intensidade de corrente. O incremento de varredura de
potencial também foi escolhido por apresentar melhor definicao de pico, aumentando

assim além da resposta analitica, a resolucao dos sinais.

56



TABELA 4.3. Resumo dos parametros estudados para o método proposto

Parametros Valores Valor
estudados selecionado

Eletrdlito suporte NaNOs, KNOg, Tampao
NaCl, KClI, fosfato

Tampéao fosfato

Solubilidade da amostra 95/5% - 70/30% 80/20%
eletrolito/ etanol % v/v

pH do eletroélito 4—-11 6,8
Concentracdo de tampao fosfato (mol L™) 0,01 -1 0,1
Freqliéncia de onda quadrada (f) (s™) 10-100 30
Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10-100 40
Incremento de varredura (AEs) (mV) 1-5 1

4.3.6. Estudo de Repetibilidade

Os estudos da repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando
solugdes de quercetina 4,0 x 10° mol L™ em tampao fosfato 0,1 mol L"/20% etanol
(v/v) nos mesmos parametros 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 recuperacao

Foram realizados experimentos em ftriplicata para amostras de chas matte
e camomila por meio da adicdo de aliquotas de solucdo padrdo de QCT em trés
concentracbes diferentes nas solucbes dessas amostras e os resultados foram

comparados com aqueles obtidos com amostras ndo adicionadas do padrdo. As
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recuperacdoes variaram entre 94,5 % e 102 %. Esses valores de recuperagao obtidos
indicam que n&o houve interferéncia da matriz das amostras na determinacdo de

quercetina pelo procedimento analitico proposto.
4.3.8. Curva analitica e aplicacoes

Na FIGURA 4.20 estdo apresentados os voltamogramas de onda quadrada
obtidos em diferentes concentracdes de QCT nas condi¢des otimizadas apresentadas
na TABELA 4.3. A curva analitica foi linear no intervalo de concentragdo de QCT entre
1,96 x107 e 1,37 x10® mol L™ com limite de deteccdo determinado conforme a
equacao 4.4 igual a 8,61 x10®mol L™". A equacéo de regresséo linear obtida foi: lpa(A)
=3,15x107 + 3,81 [QCT] mol L', r = 0,9985.

O método proposto foi aplicado na determinagcdo de quercetina em chas.
Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos por HPLC nas
condi¢des experimentais descritas anteriormente a qual a quercetina apresentou um
tempo de retencdo de 8,45 minutos. Na TABELA 4.4 sdo apresentados os resultados
obtidos para o método proposto e HPLC.

Alp(uA)

12 14 16
[QcT] x107molL™

0,00 ' 0,05 ' 0,10 ' 0,15 ' 0,:20 ' 0,:25 ' 0,;30 ' 0,;35 ' 0,40 ' 0,45
E(V) vs Ag/AgCl (KCI 3molL™)

FIGURA 4.20. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cu3(POs). em diferentes
concentracdes de QCT; (a) eletrdlito suporte; (b) 1,96 x107; (c) 3,80 x10”; (d) 5,66
x107; (e) 7,40 x10; (f) 9,09 x107; (g) 1,07 x10°®; (h) 1,23 x10°®; (i) 1,37 x10° mol L";
eletrélito suporte: tampao fosfato 0,1 mol L™/ 20% etanol (v/v) (pH 6,8); f=30 mVs™, a

=40 mV, AE; = 1 mV). Em detalhe a curva analitica obtida
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Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se
o teste t pareado, "® (texp = 2,44 € tabelado = 2,571). COMO 0 teyxp Obtido é menor que o
tiabelado POdE-s€ concluir que os resultados obtidos na determinacéo de quercetina pelo
método proposto e por HPLC ndo apresentaram diferencas significativas, a um nivel

de confianca de 95% e pode ser usado na determinacao de QCT em chas.

TABELA 4.4. Determinacao de quercetina em chas por HPLC e o método proposto.

Amostras (mg/100g) HPLC Swv Er%
Real 3,12 +0,03 3,08 + 0,08 -1,28

Cha Matte Hikari 3,19 £ 0,04 3,21 0,05 +0,63
Leao 2,89 + 0,02 2,80 + 0,06 -3,11

Real 2,76 £ 0,02 2,87 0,04 +3,98

i ] Dr.
Cha Camomila 2,15+ 0,05 2,18 £ 0,04 +1,39
Oetker
Leao 2,46 + 0,04 2,49 + 0,05 +1,22

n = 3; nivel de confianca de 95%;

Er% (Erro relativo %) = método proposto versus HPLC.
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4.4. ECCM com Cu3(PO,4). para determinacdao de rutina em formulacoes

farmacéuticas

4.4.1. Estudo do efeito do eletrolito suporte

O eletrdlito suporte utilizado para todas as determinag¢des de rutina foi o
tampao fosfato 0,1 mol L''/10% etanol (v/v) (pH condicional 6,9). Assim como para
CAT e QCT, foram estudados cinco diferentes eletrolitos suportes sendo estes:
tampé&o fosfato, nitrato de sodio, nitrato de potéssio, cloreto de sodio e cloreto de
potassio para a determinagédo de rutina. Em todas as solugbes foram verificadas a
presenca de picos voltamétricos, porém a solucdo de tampao fosfato apresentou
melhor definicdo 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 tampao fosfato
0,1 mol L' / 10% etanol (v/v) na presenca de 4,0 x 10~ mol L™ de rutina. Assim
como para CAT e QCT a rutina apresentou 0 mesmo comportamento em tampao
fosfato, sendo assim a discussao apresentada nos item 4.2.3 é valida também para
rutina.

A melhor definicao de pico e maximo de corrente também foi observada em
pH 6,9, sendo este pH selecionado para os estudos posteriores de otimizagdo de
parametros para esta determinagéo.

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 ciclica no intervalo de 5 a
150 mV s para uma solugdo 4,0 x 10° mol L™" de rutina em tampao fosfato 0,1 mol
L™/ 10% etanol (v/v) (pH condicional 6,9) (FIGURA 4.21).

As correntes de pico anodico variaram lineamente com a raiz quadrada da
velocidade de varredura, sugerindo que o0 processo de oxidagdo da rutina é
controlado por difuséo.
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FIGURA 4.21. Resposta voltamétrica do ECCM-Cu3(PO4)>, em funcdo da raiz
quadrada da velocidade de varredura ( m) I, anodico ( A ), catédico na presenga de
Rut.
4.4.4. Comportamento eletroquimico de Rut sobre o ECCM-Cu3(PO;).

Na FIGURA 4.22 sao apresentados os perfis voltamétricos da rutina em
tampao fosfato utilizando um ECC n&o modificado e o ECCM-Cu3(PQOy). e para efeito
de comparagéo.

15
0,6

10

0,41

0,2

0,0

0,20 0,25 ' 0,I30 ' 0,I35 ' 0,110 ' 0,I45 ' 0,:50 ' 0,55 ' 0,60 -0,1 ' OI’O ' OI,1 ' 0:2 ' 0:3 ' 0,4 ' 0,5
E(V) vs Ag/AgCI (KCI 3 mol L) E (V) vs Ag/AgCI (KCI 3,0 molL™)

FIGURA 4.22. Voltamograma ciclico para Rut 4,0 x10®° mol L' em Tampao fosfato 0,1
mol L'/ 10% de etanol (v/v) (pH condicional 6,8) utilizando (A) ECC ndo modificado e
(B) ECCM-Cu3(PO4)2; v =50mV s
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Como pode ser observado na FIGURA 4.22, o perfil voltamétrico da rutina
obtida com ECC nao modificado em tampéo fosfato 0,1 mol L'/ 10% etanol (v/v) (pH
condicional 6,9) apresentou um pico anodico em 400 mV e outro catdédico em 340 mV.
E o voltamograma obtido para a rutina no mesmo eletrélito suporte usando o ECCM-
Cuz(POy4)2 apresentou um pico anédico em 168 mV e um pico catdédico em 112 mV vs
Ag/AgCl (KCI 3 mol L"), a razéo lp/l,c foi igual a unidade e AEp foi igual a 56 mV
evidenciando se tratar de um sistema reversivel.'®

A presenca do modificador Cus(PO4)> imobilizado em resina poliéster
aumentou a eficiéncia eletrocatalitica do eletrodo como pode ser observado na
FIGURA 4.22, uma vez que o0s potenciais de pico de oxidacdo e de reducao
diminuiram significativamente além disso houve um aumento consideravel das
magnitudes de correntes anddica e catédica para rutina 4,0 x 10° mol L.

A variagcao de potencial anddico com o pH mostrou uma relagao linear com
inclinagdo de 28,9 mV pH"' o que indica um mecanismo que envolve a transferéncia
de dois elétrons e um proton o que também foi confirmado utilizando a equagao 2.2
para sistemas reversiveis.

O mecanismo proposto para o funcionamento do ECCM-Cuz(PO4). na
presenca de rutina é similar a0 mecanismo proposto para o mesmo eletrodo na
presenca de CAT (FIGURA 4.11) sendo este dividido em duas etapas uma quimica e
outra eletroquimica, caracterizando-se como um mecanismo CE. Inicialmente, rutina é
oxidada quimicamente a 3'4’diquinona correspondente na superficie do eletrodo e
Cu(ll) é reduzido a Cu(l), sendo entdao Cu(l) reooxidado eletroquimicamente a Cu(ll)

gerando o sinal analitico.
4.4.5. Otimizacao dos parametros para o método proposto

Na TABELA 4.5 estao apresentados os parametros estudados e otimizados
para determinagdo de rutina em formulagbes farmacéuticas. A frequéncia escolhida
para todas as determinacdes de rutina foi igual a 50 s, em virtude desta apresentar
menor linha base em relagdo a demais frequiéncias estudadas. A amplitude de 40 mV
foi escolhida por apresentar melhor definigdo de pico.
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TABELA 4.5. Resumo dos parametros estudados para o método proposto

Parametros Valores Valor
estudados selecionado
Eletrélito suporte NaNOs, KNO3, Tampao
NaCl, KClI, fosfato

Tampéao fosfato

Solubilidade da amostra 95/5% - 70/30% 90/10%
eletrdélito/ etanol % v/v

pH do eletrdlito 4 —11 6,9
Concentracdo de Tampao fosfato (mol L™) 0,01 -1 0,1
Frequiéncia de onda quadrada (f) (s™) 10-100 50
Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10-100 40
Incremento de varredura (AEs) (mV) 1-5 1

4.4.6. Estudo da Repetibilidade

Os estudos da repetibilidade intra e inter dias foram realizados
empregando-se solucdes de rutina 4,0 x 10~ mol L' em tampéao fosfato 0,1 mol L™
/10% etanol (v/v) nos mesmos parametros 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 recuperacao

Foram avaliados alguns excipientes presentes em amostras comerciais que
pudessem interferir na determinacdo de rutina. As substancias avaliadas foram:
sacarina sédica, metilparabeno, amido, carbonato de célcio e estearato de magnésio
em solugdo de tampao fosfato 0,1 mol L"/10% etanol (v/v) (pH condicional 6,9) na
mesma concentragdo (1:1 interferente: analito) e dez vezes maior (10:1

interferente:analito) sendo a concentragdo de rutina igual a 4,0 x 10~ mol L.
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Nenhuma substancia investigada causou interferéncia na determinagdo de rutina
nestas concentragdes investigadas.

Também foi realizado o estudo de adicdo e recuperagcdo de padrdo. As
recuperacdes variaram entre 98,2% e 104%, estes valores obtidos indicam que nao
houve interferéncia da matriz das amostras na determinacdo de rutina pelo

procedimento analitico proposto.
4.4.8. Curva analitica e aplicacoes

Na FIGURA 4.23 estdo apresentados os voltamogramas de onda quadrada
obtidos em diferentes concentragbes de rutina nas condigcdes otimizadas
apresentadas na TABELA 4.5. A curva analitica foi linear no intervalo de concentragao
de Rut entre 9,97x10® e 2,5 x10° mol L™, LD = 4,15x10® mol L™ conforme a equagéo
4.4. A equagao de regressao linear obtida foi: Alpa(A) = 7,36 x 107 + 5,40 [Rut] mol L~
', r=0,9994.
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E (V) vs Ag/AgCl (KCI 3,0 molL™)
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FIGURA 4.23. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cu3(POs). em diferentes
concentracdes de Rut; (a) eletrélito suporte; (b) 9,97 x10®; (c) 5,34 x10; (d) 7,86 x10°
7 (e) 1,08 x10°%; (f) 1,26 x10%; (g) 1,5 x10®; (h) 1,70 x10°®; (i) 1,91 x10°®; (j) 2,12 x10°F;
(k) 2,32 x10®; (I) 2,50 x10® mol L™; eletrélito suporte: tampao fosfato 0,1 mol L'/10%
etanol (v/v) (pH 6,9); f= 50 mVs", a = 40 mV, AEs = 1 mV). Em detalhe a curva
analitica obtida
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O método proposto foi aplicado na determinagéo de rutina em formulagées
farmacéuticas. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos
por HPLC nas condigdes experimentais descritas anteriormente a qual a rutina
apresentou um tempo de retengao de 4,2 minutos. Na TABELA 4.6 sdo apresentados
os resultados obtidos para o método proposto e HPLC.

Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se
o teste t pareado, '®° (texp = 2,254 € tiapelado = 2,571). COMO 0 teyp Obtido é menor que o
tabelado POde-se concluir que os resultados obtidos na determinacao de rutina pelo
método proposto e por HPLC nao apresentaram diferencas significativas, a um nivel

de confianca de 95%.

TABELA 4.6. Determinacao de rutina em formulacoes farmacéuticas por HPLC e pelo

método proposto.

Rutina
Amostras Valor rotulado HPLC Swv E;1% E »%
Venocur* 300 299+ 2 306 + 1 +2,0 +2,3
Nova Rutina** 20,0 19,9+0,2 19,7+0,2 -15 -1,0

n = 3; nivel de confianga de 95%
* mg Rutina por comprimido; ** mg Rutina por mL

E,; = método proposto vs. valor rotulado; E,» = método proposto vs. HPLC.
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4.5. ECCM com Cus(PO,), para determinacao de BHA em maionese

4.5.1. Estudo do efeito do eletrodlito suporte

O eletrdlito suporte utilizado para todas as determinacdes de BHA foi o
nitrato de potassio 0,1 mol L™ contendo 10% de etanol (pH condicional 6,7)

Foram estudados cinco diferentes eletrélitos suportes (tampéao fosfato,
nitrato de sédio, nitrato de potassio, cloreto de sddio e cloreto de potédssio) para ser
usados nas determinag¢des. Em todas as solu¢des com excec¢ao do tampéao fosfato, foi
verificada a presenca de picos voltamétricos, porém a solu¢ao de nitrato de potassio
apresentou melhor definicdo de pico e intensidade de corrente sendo assim uma
solucao de KNOjs foi escolhida para todas as determinagdes de BHA.

4.5.2. Estudo do efeito do pH

O comportamento eletroquimico do ECCM-Cu3(PQO4), foi estudado no
intervalo de pH de 2 a 9 em KNO; 0,1 mol L™'/10% etanol (v/v) na presenca e na
auséncia de 2,0 x 107> mol L™' de BHA . A FIGURA 4.24 mostra o efeito do pH sobre
a corrente de pico anddica do eletrodo modificado. A corrente de pico anddico (Al/pA)

foi obtida pela diferenga das correntes na presenca e na auséncia de BHA.

13,0
12,5
12,0 1

11,5
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2 4 6 8 10

pH
FIGURA 4.24. Efeito do pH na resposta voltamétrica do ECCM-Cus(POa4); eletrélito

suporte: KNO3 0,1 mol L/10% etanol (v/v) na presenga de BHA.

Observa-se um aumento significativo da corrente de pico para valores de

pH entre 2 e 6,7 0 que provavelmente se deve a influencia dos ions H+ na cinética de
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reacao entre BHA e Cuz(POs)2 na superficie do eletrodo. Para valores de pH acima de
6,7 observa-se um decréscimo na intensidade de corrente. A melhor definicdo de pico
e maximo de corrente foi observado em pH 6,7 em virtude dos resultados obtidos
escolheu-se trabalhar com um solugdo de KNO3; em pH 6,7 para a otimizagdo de

outros parametros para esta determinacao.
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 ciclica no intervalo de 5 a
150 mV s para uma solugdo 6,0 x 10~ mol L' de BHA em KNO3 0,1 mol L'/ 10%
etanol (v/v) (pH condicional 6,7) (FIGURA 4.25).

As correntes de pico anddica variaram lineamente com a raiz quadrada da
velocidade de varredura, sugerindo que o processo de oxidagdo de BHA é controlado

por difuséo.

u1/2(mV S'1)

FIGURA 4.25. Resposta voltamétrica do ECCM-Cus(PO4)> em fungdo da raiz
quadrada da velocidade de varredura na presenca de 6,0 x 10~ mol L™ de BHA em
KNO3 0,1 mol L™/ 10% etanol (v/v) (pH condicional 6,7) .

4.5.4. Comportamento eletroquimico de BHA sobre o ECCM-Cu;3(PO,).
Na FIGURA 4.26 sdo apresentados os perfis voltamétricos de BHA em
KNO; utilizando os ECCM-Cu3(PO4), € um ECC nao modificado na mesma

composicao percentual de parafina para vias de comparacao.
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FIGURA 4.26. Voltamogramas ciclicos de BHA 2,0 x10®° mol L' em KNO3 0,1 mol L'"/
10% de etanol (v/v) (pH 6,7) utilizando (A) ECC nao modificado e (B) ECCM-
Cuz(POy4)2; v=50mV s™

Como pode ser observado na FIGURA 4.26, o perfil voltamétrico de BHA
obtido com ECC ndo modificado em KNOz 0,1 mol L'/ 10% etanol (pH 6,7)
apresentou um pico anédico em 582 mV vs Ag/AgCl (KCI 3 mol L") e o perfil
voltamétrico de BHA em KNO; 0,1 mol L/ 10% etanol (pH 6,7) determinado com
ECCM-Cug(PQ4)> mostram um pico anédico em 440 mV vs Ag/AgCl (KCI 3 mol L), a
auséncia de um pico catodico 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 irreversivel de acordo com a teoria da voltametria ciclica.'®

O potencial de trabalho utilizando ECCM-Cu3(PQOs). foi deslocado para
potenciais menos positivos, podendo assim aumentar a seletividade do eletrodo. A
magnitude de corrente também aumentou significativamente para a mesma
concentracdo de BHA empregada nestas determinagdes voltamétricas, sugerindo
assim tratar-se de um processo eletrocatalitico.

A variagao de potencial anddico com o pH mostrou uma relagéo linear com
inclinacdo de 29,5 mV pH' o que indica um mecanismo que envolve a transferéncia
de dois elétrons e um proton.

Utilizando-se os critérios de diagndsticos disponiveis para a técnica de
voltametria de onda quadrada,’”® ' ¥ também foi possivel prever o nimero de
elétrons envolvidos na reacédo de oxidacao de BHA. De acordo com estes critérios, a
dependéncia dos potenciais de pico com o logaritmo da freqiiéncia de onda quadrada

para reacoes totalmente irreversiveis (equagao 2.1) € linear.
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A Figura 4.27 apresenta o comportamento do potencial de pico em fungéao
do logaritmo da frequéncia para BHA. Como pode ser observado, hd uma relagao
linear entre o potencial de pico de oxidagdo de BHA e o logaritmo da freqtiéncia, com
uma inclinagdo da curva de 0,088. Empregando-se a equagéo 2.1 e, considerando o
coeficiente de transferéncia de carga igual a 0,5, que € o valor comumente utilizado
para moléculas organicas, o numero de elétrons envolvidos no processo de oxidagao
de BHA éigual a 2.

1,68

1,674

1,66 4

1,65+

Ep/V vs. Ag/AgCI

1,644

1,63 1

1:0 ' 1:2 ' 1:4 ' 1:6 ' 1:8 ' 2:0 ' 2:2
Log f
Figura 4.27. Dependéncia do potencial de pico com o logaritmo da frequéncia de

aplicacao de pulso de potencial.

Considerando os estudos realizados os quais indicam que no processo
de oxidacao de BHA estédo envolvidos dois elétrons, sugere-se que em KNO3 0,1 mol
L'/ 10% etanol (pH 6,7), BHA é oxidado a TBQ liberando dois elétrons, como mostra

areagao a sequir:

OH
|
C(CH3)5 C(CH3)3
- + 2e
o
O—-CHs
BHA TBQ

4.5.5. Otimizacao dos parametros para o método proposto

Na TABELA 4.7 estdo apresentados todos os parametros estudados e

otimizados para determinacdo de BHA em amostras de alimentos.
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A freqUéncia escolhida para todas as determinagdes de BHA foi igual a 80
s, em virtude desta freqiiéncia apresentar menor linha base em relagdo as demais
frequiéncias estudadas e melhor definicdo de pico. A amplitude de 60 mV foi escolhida
por apresentar melhor definicdo 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 parametros estudados para o método proposto

Parametros Valores Valor
estudados selecionado
Eletrélito suporte NaNOs, KNOsg,
NaCl, KClI, KNO;

tampao fosfato

Solubilidade da amostra 95/5%-70/30% 90/10%
eletroélito/ etanol % v/v

pH do eletroélito 2-9 6,7
Concentracdo de KNOz (mol L™) 0,01 — 1 0,1
Freqliéncia de onda quadrada (f) (s™) 10-100 80
Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10-100 60
Incremento de varredura (AEs) (mV) 1-6 5

4.5.6. Estudo de Repetibilidade

Os estudos de repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando
solugdes de BHA 2,0 x 10™° mol L' em KNO3/10% etanol (v/v) nos mesmos
parametros de SWYV 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 %.
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4.5.7. Estudo de interferentes em potencial e teste de recuperacao

Foram avaliadas algumas substancias presentes em amostras de
maioneses que podem interferir na determinacdo de BHA. As substancias avaliadas
foram: &cido citrico, EDTA, benzoato de sédio, amido, sorbato de potassio e lactose
em solugdo de KNOs 0,1 mol L"/10% etanol (v/v) (pH condicional 6,7) na mesma
concentracdo (1:1 interferente: analito) e dez vezes maior (10:1 interferente: analito)
sendo a concentracdo de BHA 2,0 x 10~ mol L™". Nenhuma substancia investigada
apresentou interferéncia na determinagdo de BHA em maioneses.

Também foi realizado o estudo de adicdo e recuperacao de padrao. As
recuperacdes variaram entre 95,8% e 104%, estes valores obtidos indicam que nao
houve interferéncia significativa da matriz das amostras na determinacao de BHA pelo
procedimento analitico proposto.

4.5.8. Curva analitica e aplicacoes

Na FIGURA 4.28 estdo apresentados os voltamogramas de onda quadrada
obtidos em diferentes concentragdes de BHA nas condigdes otimizadas apresentadas
na TABELA 4.7. A curva analitica foi linear no intervalo de concentracao de BHA entre
3,40 x107 e 4,12 x10° mol L™ com LD = 5,9 x10® mol L™" (segundo equacdo 4.4). A
equagao de regressio linear obtida foi: Alya(A) = 2,41 x 10 + 0,83 [BHA] mol L', r =
0,9989.

O método proposto foi aplicado na determinacdo de BHA em amostras de
maioneses. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos por
HPLC nas condigbes experimentais descritas anteriormente, o qual BHA apresentou
um tempo de retencdo de 6,7 minutos. Na TABELA 4.8 sdo 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, '®° (texp = 2,482 € tiapelado = 2,571). COMO 0 teyp Obtido é menor que o
tiabelado POde-se concluir que os resultados obtidos na determinagdo de BHA pelo
método proposto e por HPLC nao apresentaram diferencas significativas, a um nivel

de confianca de 95%.
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FIGURA 4.28. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cu3(POg4). em diferentes
concentracdes de BHA; (a) eletrélito suporte; (b) 3,40 x107; (c) 2,37 x10®; (d) 9,62
x10%; (e) 1,54 x10°; (f) 2,09 x10; (g) 2,59 x107°; (h) 3,06 x107°; (i) 3,45 x107; (j) 4,12
x10° mol L'"; eletrélito suporte: KNOz 0,1 mol L™/ 10 % etanol (v/v) (pH 6,7); f=80 s,
a=60 mV, AE; = 5 mV). Em detalhe a curva analitica obtida.

TABELA 4.8. Determinagdo de BHA em maionese por HPLC e pelo método proposto.

BHA (mg/1009)
Amostras HPLC SwWv E:%
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; nivel de confianga de 95%
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4.6. ECCM com Cu3(PO,), para determinacao de BHT em amostras de maionese

e margarina

4.6.1. Estudo do efeito do eletrolito suporte

O eletrdlito suporte utilizado para todas as determinacées de BHT foi o
nitrato de potassio 0,1 mol L™ / 10 % etanol (v/v) (pH 6,7)

Assim como para BHA, foram estudados cinco diferentes eletrélitos
suportes (tampéao fosfato, nitrato de sédio, nitrato de potassio, cloreto de sdédio e
cloreto de potassio) para ser usados nas determinacdes. Em todas as solucbes com
excecao do tampao fosfato, foi verificada a presencga de picos voltamétricos, porém a
solucdo de nitrato de potassio apresentou melhor definicdo de pico e intensidade de

corrente sendo assim escolhida para todas as determinagdes de BHT.
4.6.2. Estudo do efeito do pH

O comportamento eletroquimico do ECCM-Cus(POy4), foi estudado no
intervalo de pH de 2 a 9, em KNO3 0,1 mol L™'/10% etanol (v/v) na presenca e na
auséncia de 4,0 x 10™° mol L™ de BHT. O comportamento do ECCM-Cus(PO.)z na
presenca de BHT variando o pH foi similar ao obtido na presenca de BHA, assim a
discussao é similar ao item 4.5.2. A melhor definigdo de pico e maximo de corrente foi
observada em pH 6,7, sendo assim essa solucdo 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 ciclica no intervalo de 5 a
150 mV s para uma solugdo 4,0 x 10~ mol L™ de BHT em KNO3z 0,1 mol L'/ 10%
etanol (v/v) (pH 6,7) (FIGURA 4.29). As correntes de pico anddicas variaram
lineamente com a raiz quadrada da velocidade de varredura, sugerindo que o

processo de oxidacao de BHT é controlado por difuséo.
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FIGURA 4.29. Resposta voltamétrica do ECCM-Cu3(PO4)> em funcdo da raiz

quadrada da velocidade de varredura na presencga de BHT.
4.6.4. Comportamento eletroquimico de BHT sobre o ECCM-Cu3(PO4)2
Na FIGURA 4.30 sdo apresentados os perfis voltamétricos de BHT em

KNOsz 0,1 mol L''/10% etanol (v/v) utilizando os ECCM-Cus(PO4)2 € um ECC nio
modificado na mesma composi¢ao percentual de parafina para efeito de comparacao.
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FIGURA 4.30. Voltamograma ciclico para BHT 4,0 x10° mol L em KNO3 0,1 mol L™
/10% de etanol (v/v) (pH 6,7) utilizando (A) ECC nao modificado e (B) ECCM-
Cuz(POy4)2; v=50mV s™

Como pode ser observado na FIGURA 4.30, o perfil voltamétrico de BHT
em KNO;z 0,1 mol L'/ 10% etanol (pH 6,7) determinado ECC ndo modificado
apresentou um pico anédico em 1,08 V vs Ag/AgCl (KCI 3 mol L™).
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O perfil voltamétrico de BHT obtido com ECCM com Cuz(PO4)> em KNO3
0,1 mol L'/ 10% etanol (pH 6,7) mostra um pico anédico em 870 mV vs Ag/AgCl (KCI
3 mol L"). A auséncia de um pico catédico 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 irreversivel.'® 1%

O potencial de trabalho utilizando ECCM-Cu3(PQOs). foi deslocado para
potenciais menos positivos, podendo aumentar assim a seletividade do eletrodo. A
magnitude de corrente também aumentou significativamente na mesma concentracao
de BHT empregada nestas determinagdes voltamétricas, sugerindo assim tratar-se de
um processo eletrocatalitico.

A variacao do potencial anddico com o pH mostrou uma relagao linear com
inclinagdo de 29,7 mV pH™ o que indica um mecanismo que envolve a transferéncia
de dois elétrons e um proton e utilizando a equagao 2.1 e considerando a = 0,5 0
nuamero de elétrons envolvidos no processo de oxidagdo de BHT também foi igual a 2
conforme a equagéao a seguir sugerida.

OH
|
» + 2 +H
|
CHj CH,
BHT 2,6-di-terc-butil-metilenociclohexano-2,5-dienona

4.6.5. Otimizacao dos parametros para o método proposto

Na TABELA 4.9 estdo apresentados todos os parametros estudados e
otimizados para determinagdo de BHT em amostras de maioneses e margarinas.

A freqUéncia de onda quadrada para determinacdo de BHT foi escolhida
em virtude desta apresentar menor linha base em relacdo a demais freqiéncias
estudadas e melhor definicdo de pico. Assim, como a amplitude de onda quadrada e
incremento de varredura de potencial que também foram escolhidos por apresentar
melhor definicdo de pico e maior intensidade de corrente.
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TABELA 4.9. Resumo dos parametros estudados para o método proposto

Parametros Valores Valor
estudados selecionado
Eletrdlito suporte NaNOs, KNOg,
NaCl, KClI, KNO3

Tampéo fosfato

Solubilidade da amostra 95/5% - 70/30% 90/10%
eletrolito/ etanol % v/v

pH do eletroélito 2-9 6,7
Concentracdo de KNOz (mol L™) 0,01 — 1 0,1
Freqiiéncia de onda quadrada (f) (s™) 10-100 80
Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10-100 70
Incremento de varredura (AEs) (mV) 1-6 5

4.6.6. Estudo de Repetibilidade

Os estudos de repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando
solucdes de BHT 4,0 x 107> mol L™ em KNO; 0,1 mol L/10% etanol (v/v) nos mesmo
parametros 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 recuperacao

Foram avaliadas algumas substéncias presentes em amostras de
alimentos que podem interferir na determinacao de BHT. As substancias avaliadas
foram: &cido citrico, EDTA, benzoato de sédio, amido, sorbato de potassio e lactose
em solucdo de KNO3 0,1 mol L'/10% etanol (v/v) (pH 6,7) na mesma concentragéo
(1:1 interferente: analito) e dez vezes maior (10:1 interferente: analito) sendo a

concentracdo de BHT 4,0 x 10~ mol L™'. Nenhuma substancia investigada apresentou
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interferéncia na determinacdo de BHT em amostras de alimentos. Também foi
realizado o estudo de adicdo e recuperacdo de padrdo. As recuperagdes variaram
entre 95,1% e 104%. Esses valores obtidos indicam que ndo houve interferéncia
significativa da matriz das amostras na determinacdo de BHT pelo procedimento

analitico proposto.
4.6.8. Curva analitica e aplicacoes

Na FIGURA 4.31 estdo apresentados os voltamogramas de onda quadrada
obtidos em diferentes concentragdes de BHT nas condi¢cdes otimizadas apresentadas
na TABELA 4.9. A curva analitica foi linear no intervalo de concentragdo de BHT entre
3,40 x107 a 4,12 x10°mol L™' com LD = 6,72 x10®mol L™ (de acordo com a equagéo
4.4). A equagao de regressao linear obtida foi: Alp, (A) = 1,82 x10° + 0,48 [BHT] mol
L™, r = 0,9986.
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E(V) vs Ag/AgCl (KCI 3molL™)

FIGURA 4.31. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cu3(POs). em diferentes
concentracdes de BHT; (a) eletrélito suporte; (b) 3,40 x107; (c) 2,37 x10; (d) 9,62
x10%; (e) 1,54 x107°; (f) 2,09 x10%; (g) 2,59 x107°; (h) 3,06 x107; (i) 3,45 x107; (j) 4,12
x107° mol L"; eletrdlito suporte: KNO3 0,1 mol L™//10% etanol (v/v) (pH 6,7); f= 80 mVs’
' a=70mV, AEs = 5 mV). Em detalhe a curva analitica obtida.
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O método proposto foi aplicado na determinagcdo de BHT em amostras de
maioneses e margarinas. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados
obtidos por HPLC nas condigdes experimentais descritas anteriormente a qual a BHT
apresentou um tempo de retencdo de 8,8 minutos. Na TABELA 4.10 séao
apresentados os resultados obtidos para o0 método proposto e HPLC.

Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se
o teste t pareado, '®® (texp = 2,381 € tiavelado = 2,571). COMO 0 teyp Obtido é menor que o
tabelado POde-se concluir que os resultados obtidos na determinacdo de BHT pelo
método proposto e por HPLC nao apresentaram diferencas significativas, a um nivel

de confianca de 95%.

TABELA 4.10. Determinacdo de BHT em amostras de maioneses e margarinas por

HPLC e pelo método proposto.

BHT (mg/100g)
Amostras HPLC sSwv E;%
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; nivel de confianga de 95%

4.7. Determinagao Simultanea de BHA e BHT

O interesse em desenvolver um procedimento eletroanalitico para a
determinagdo simultdnea dos antioxidantes artificiais BHA e BHT € de grande
interesse uma vez que estas substancias sdo adicionadas em muitos produtos
alimenticios gordurosos como maioneses, 6leos, margarinas, biscoitos entre outros. A
cromatografia liquida de alta eficiéncia € o método mais empregado para a
determinagdo destes antioxidantes. No entanto, este método possui algumas
desvantagens como o tempo de andlise, 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 rapido, simples e de menor
custo por determinagéo.

A determinacao simultanea de BHA e BHT foi investigada por voltametria
de onda quadrada, uma vez que os potenciais de pico de oxidagdo de BHA (440 mV)
e de BHT (870 mV) sao distintos. Apds otimizar as melhores condi¢des de trabalho
para a determinacdo de BHA e BHT separadamente, realizou-se as medidas
voltamétricas de onda quadrada para determinagdo simultanea destes antioxidantes.

As condicdes de trabalho foram selecionadas e estdo apresentadas na TABELA 4.11.

TABELA 4.11. Parametros estudados para determinagao simultanea de
BHA e BHT por SWV.

Parametros Estudados Selecionado
Frequéncia de onda quadrada (f) (s™) 10-80 50
Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10-100 70
Incremento de varredura (AEs) (mV) 1-5 5

Na FIGURA 4.32 sédo apresentados os voltamogramas de SW obtidos no
intervalo de potencial de 0,15 a 1,25 V, onde foram feitas adigbes sucessivas de BHA
em diferentes concentragées mantendo a concentragdo de BHT em 2,0 x 10° mol L.
Observa-se que BHT nao interfere na quantificacdo de BHA. Em detalhe a curva
analitica obtida. A curva analitica foi linear no intervalo de concentragdo de BHA entre
3,40 x107 e 4,12 x10° mol L™ com LD = 7,26 x10®mol L™' (de acordo com a equagéo
4.4). A equacdo de regressao linear obtida foi: Alpa(A) = 6,00 x1 0°+ 0,66 [BHA] mol L~
',r=0,9987.

Na FIGURA 4.33 sao apresentados os voltamogramas de onda quadrada
obtidos no mesmo intervalo de potencial, onde foram feitas adicées sucessivas de
BHT num intervalo de concentracédo entre 3,40 x10” e 4,12 x10° mol L, mantendo a
concentracdo de BHA constante em 9,0 x10® mol L™". Com pode ser observado, BHA
também nao interfere na quantificacdo de BHT. Em detalhe a curva analitica obtida
para BHT. A curva analitica foi linear no intervalo de concentragéo de BHT entre 3,40
x107 e 4,12 x10° mol L™' com LD = 9,31 x10®mol L™". A equagao de regressao linear
obtida foi: Alya(A) = 9,15 x10® + 0,39 [BHT] mol L™, r = 0,9994.
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FIGURA 4.32. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cus(PO4), em varias
concentracdes de BHA na presenca de 2,0x10° mol L™ de BHT; (a) eletrdlito suporte;
(b) 3,40 x107; (c) 2,37 x10°®; (d) 9,62 x10°®; (e) 1,54 x10°; (f) 2,09 x10>; (g) 2,59 x10°>;
(h) 3,06 x107; (i) 3,45 x10™; (j) 4,12 x10®° mol L™; eletrélito: KNOz 0,1 mol L'/ 10%
etanol (v/v) (pH 6,7); f=50 s ; a= 70mV; AEs = 5mV; Em detalhe a curva analitica
obtida.
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FIGURA 4.33. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Cu3(PO4)>, em varias
concentracdes de BHT na presenca de 9,0x10°® mol L™ de BHA; (a) eletrélito suporte;
(b) 3,40 x107; (c) 2,37 x10°®; (d) 9,62 x10°; (e) 1,54 x10”; (f) 2,09 x107%; (g) 2,59 x10™;
(h) 3,06 x107°; (i) 3,45 x10™; (j) 4,12 x10° mol L™; eletrélito: KNOz 0,1 mol L'/ 10%
etanol (v/v) (pH 6,7); f= 50 s”'; a= 70mV; AEs = 5mV; Em detalhe a curva analitica
obtida.
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Também foram realizadas medidas voltamétricas de SW adicionando
simultaneamente BHA e BHT na célula eletroquimica contendo 5 mL de KNO3 0,1 mol
L"/10% etanol (v/v). A Figura 4.34 mostra os voltamogramas de SW obtidos variando-
se a concentracdo de BHA e BHT no intervalo de concentragéo entre 3,40 x10” e 4,12
x10®° mol L™ para ambos. As curvas analiticas obtidas estdo apresentadas na
FIGURA 4.34 B e C. As equacdes das retas obtidas foram para BHA: Aly, (A) = 2,24
x10® + 0,86 [BHA] (R= 0,9994), com LD igual 6,89 x10® mol L e para BHT: Alp, (1A)
=1,16 X 10° + 0,45 [BHT] (R= 0,9997), com LD igual 9,11 x10®mol L.
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FIGURA 4.34. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com ECCM-Cu3(PQO,)2
em varias concentragdes de BHA e BHT; eletrélito: KNO3 0,1 mol L/10% etanol (v/v)
(pH 6,7); f=50mV/s ; a= 70mV; AEs =5 mV; (B) curva analitica obtida para BHA; (C)
curva analitica obtida para BHT.

4.7.1. Estudo da Repetibilidade

Os estudos da repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando
solugées de BHA 2,0 x 10° mol L™' e BHT 5,0 x 107> mol L™ em KNO; 0,1mol L™/10%
etanol (v/v) nos mesmo parametros de SWV otimizados para o método. A
repetibilidade inter e intra dias foram realizadas conforme descrito anteriormente no

item 4.2.7. O desvio padrao 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 Adicao e Recuperacao

Foram obtidas recuperagdes variando entre 96,2 e 102 % para BHA na
presenca de BHT e entre 98,0 a 102 % para BHT na presenca de BHA, indicando
assim que ndo houve efeito de matriz nessas determinagdes voltamétricas. O método
proposto foi aplicado na determinagcdo simultanea de BHA e BHT em amostras de
maioneses e margarinas. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados
obtidos por HPLC nas condigdes experimentais descritas anteriormente. Nas
TABELAS 4.12 sdo apresentados os resultados obtidos para o método proposto e
HPLC.

Observa-se que os resultados obtidos por SWV estdo em concordancia
com os resultados obtidos por HPLC. Aplicou-se o teste t pareado'®® para os
resultados obtidos empregando-se o procedimento proposto e HPLC. Para BHA 0 texp
= 1,51 e para BHT o0 tex, = 1,99, ambos os valores sdo menores que 0 tiapelado = 2,57,
portanto, os resultados da determinacao simultanea de BHA e BHT pelo procedimento
proposto e HPLC nao apresentaram diferengas significativas, a um nivel de confianga
de 95 % e estéo dentro de um erro relativo aceitavel.

Na TABELA 4.13 sédo apresentados os resultados obtidos para todos os
antioxidantes pelo método proposto utilizando 0 ECCM-Cu3(PO4). € os resultados
obtidos por alguns autores, também é apresentado nesta tabela os potenciais de pico
obtidos com um eletrodo compdsito de carbono ndo modificado (ECCNM). Observa-
se que os potenciais de trabalho obtidos para todos os antioxidantes determinados
usando o ECCM-Cus(POy4), foram menores em relacdo aos autores citados, com
destaque para a rutina em relagdo a FRANZOI et al.'®

Esses autores empregaram um eletrodo de pasta de carbono modificado
com polivinilpirolidona (PVP) para determinar rutina em farmacos usando as técnicas
de voltametria ciclica e voltametria linear. Em relacdo ao limite de deteccao, o
antioxidante BHA e CAT foram o que obtiveram maior variacdo comparada aos trés
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. Determinacao simultdnea de BHA e BHT em amostras de maioneses
e margarinas usando o método proposto e HPLC

BHA (mg/1009)
Amostras HPLC Swv E:%
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 SwWv E:%
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

1l
W

n

TABELA 4.13. Comparacao entre os resultados obtidos pelo método proposto e

alguns autores.

ECCNM ECCM-Cu3(POy)2 Referéncias
Ep(V) | Ep(v) LD(molL") | Ep(V) LD(mol L)
0,23 %
CAT 0,40 0,16 58x10°8 % oy
0,20 4,65x10
0,31 8,0x10° 189
031 8 -8
QCT 0,16 8,6 x10 0,36 2%10 40
0,87 1,5 x10” 188
0,40 .
Rut 0,16 4,1 x10 0,37 1,8 x10°® 95
0,64 1,0x10® 190
BHA 0,58 0,44 5,9x10°®
0,65 3,7x10° 6
BHT 1,08 0,87 6,7x10°% 0,84 6,8 x10” 190
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4.8. ECCM com Ni(OH). para determinacao de catequina em chas

4.8.1. Estudo da composicao do eletrodo

O efeito da composicdo do eletrodo foi estudado por voltametria ciclica,
fixando primeiramente a percentagem de aglutinante (parafina) em 20%, quantidade
minima necessaria para obter um compésito homogéneo, e variaram-se as
quantidades de p6 de grafite e Ni(OH). imobilizado em resina poliéster nas seguintes
proporgoes de pd 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 relacdo a massa total do
composito.

A FIGURA 4.35 mostra o efeito da percentagem m/m do modificador na
composicao do eletrodo. As medidas ciclovoltamétricas foram realizadas em tampao
fosfato 0,05 mol L / 5% etanol (v/v) (pH condicional 6,9), velocidade de varredura
igual a 50 mVs''; na presenga e na auséncia de catequina 2,0 x 10 mol L™". Os
valores de Alp correspondem a diferenga da corrente obtida na presenca e na
auséncia de catequina

g
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% m/m Ni(OH)»

FIGURA 4.35. Efeito da percentagem m/m de Ni(OH).-resina poliéster na composicao
do ECCM; eletrélito suporte: tampéo fosfato 0,05 mol L' / 5% etanol (v/v) (pH

condicional 6,9) na presenca de 2,0 x 10~ mol L™ catequina.

A quantidade de Ni(OH). presente no ECCM possui influéncia 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 nao ha
resposta do eletrodo. Isso ocorre provavelmente devido a diminuicao da percentagem
de po de grafite na composicao do eletrodo e, consequentemente, ha uma diminuigao
significativa da condutividade do compdésito. Como observado na FIGURA 4.35, a
melhor composi¢éo para o ECCM com Ni(OH), foi: 20% (m/m) de pé de grafite, 20%
(m/m) de parafina sélida e 60% (m/m) do modificador.

Assim como discutido no item 4.2.1 a principal caracteristica atribuida a
imobilizagdo do modificador em resina poliéster € o aumento de vida util do eletrodo
modificado. Comparando-se um ECCM com Ni(OH). nao imobilizado e o ECCM com
Ni(OH), imobilizado em resina poliéster, observou-se que o eletrodo modificado com
Ni(OH), nao imobilizado foi eletroativo aproximadamente 35 dias (em torno de 400
determinagdes) e o eletrodo modificado com Ni(OH), imobilizado continua eletroativo
sendo sua vida util até o presente momento aproximadamente trés anos (mais de

2000 determinagdes).
4.8.2. Estudo do efeito do eletrdlito suporte

O comportamento voltamétrico do ECCM com Ni(OH), imobilizado em
resina poliéster foi investigado em seis diferentes eletrdlitos suportes (hidroxido de
sédio, cloreto de potassio, cloreto de sodio, nitrato de potassio, nitrato de sddio e
tampao fosfato). Foi verificada a presenca de picos voltamétricos em todas as
solugcdes com excegdo da solucao de hidroxido de sédio. Na FIGURA 4.36 é
apresentado um resumo dos eletrélitos suportes estudados, Alp corresponde a
diferenca entre a corrente de pico anddica obtida na presenca e na auséncia de 2,0 x
10 mol L de catequina.

Como pode ser observado na FIGURA 4.36, ocorre um possivel efeito do
contra ion dos sais empregados de sbdio e potassio, sendo que o ion sodio parece
favorecer o sinal analitico para a determinacao de CAT, uma vez que as correntes
obtidas em solugéo contendo o contra ion sédio sédo relativamente maiores do que as
correntes obtidas na presenca de ions potassio. No entanto, em tampao fosfato o
voltamograma apresentou melhor definicho de pico e maiores magnitudes de
correntes (FIGURA 4.36), sendo assim escolhido como eletrélito suporte para todas
as determinagdes de catequina em chas.
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A resposta voltamétricas do ECCM com Ni(OH), ndo foi influenciada
significativamente pela concentracdo do eletrdlito suporte. Assim uma solugéo de
tampao fosfato 0,05 mol L™ / 5% etanol (v/v) foi escolhida como eletrdlito suporte para

este experimento.

24

T. fosfato

Eletrdlito suporte (0,05 mol L)

FIGURA 4.36. Efeito das solugdes de eletrdlito suporte estudadas para a
determinagdo de CAT utilizando ECCM-Ni(OH),; dados de corrente obtidos por

voltametria ciclica na presenca de 2,0x10° mol L' de CAT; v= 50mV s™.

4.8.3. Estudo do efeito do pH

Outro parametro importante estudado foi a influéncia do pH na resposta
voltamétrica do ECCM com Ni(OH). no intervalo de pH de 4 a 10 em tampé&o fosfato
0,05 mol L™" / 5% etanol (v/v) na presenca de 6,0 x 107® mol L™' de catequina.

A FIGURA 4.37 mostra o efeito do pH sobre a corrente de pico anddica do
eletrodo modificado. A corrente de pico anddica (Al/uA) foi obtida pela diferenca das
correntes na presenga e na auséncia 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 definicdo de pico e maximo de
corrente foi observado em pH 6,9, em virtude dos resultados obtidos escolheu-se
trabalhar com uma solucao de tampao fosfato em pH 6,9 para a otimizagao de outros

parametros para esta determinagéo.
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FIGURA 4.37. Efeito do pH na resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH),; eletrélito
suporte: tampao fosfato 0,05 mol L™ / 5 % etanol (v/v) na presenca de 6,0 x 10° mol

L' 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). foi investigado usando voltametria ciclica no intervalo
de 5 a 150 mV s para uma solugdo 6,0 x 10° mol L' de catequina em tampao
fosfato 0,05 mol L'/ 5% etanol (v/v) (pH condicional 6,9) (FIGURA 4.38).

As correntes de pico anddicas variaram lineamente com a raiz quadrada da
velocidade de varredura. A equacéo da reta obtida foi I, (A) = -1,09 x 10% + 6,42 x
107 v""2 (R=0,9998), sugerindo que o processo de oxidacido da catequina é controlado

por difuséo.

Ipa(uA)
o = N W A O O N © ©

T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
o2 (mVSr1)

FIGURA 4.38. Resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH), em funcéo da raiz quadrada
da velocidade de varredura na presenca de CAT.
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4.8.5. Comportamento eletroquimico de CAT sobre o ECCM-Ni(OH),

Um ECC nao modificado na mesma composigao percentual de parafina foi
construido para comparagdo com o ECCM-Ni(OH).. Na FIGURA 4.39 é apresentado o
perfil voltamétrico da catequina em (A) ECC ndo modificado e (B) ECCM com Ni(OH)-

0,5+

Ip(uA)

0,01

02 00 02 04 06 08 02  -01 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

E(V) vs Ag/AgCl (KCI 3 mol L™) E(V) vs Ag/AgCl (KCI 3mol L™
FIGURA 4.39. Voltamograma ciclico para CAT 9,9 x10® mol L' em tampao fosfato
0,05 mol L'/ 5% de etanol (v/v) (pH condicional 6,9) utilizando (A) ECC nao
modificado e (B) ECCM-Ni(OH); v =50 mV s

O voltamograma para catequina em tampéao fosfato 0,05 mol L™/ 5% etanol
(pH condicional 6,9) determinado com ECC nao modificado apresentou um pico
anddico em 408 mV e um pico catédico em - 34 mV.

O voltamograma para catequina em tampéo fosfato 0,05 mol L™/ 5% etanol
(pH condicional 6,9) determinado com ECCM-Ni(OH), mostrou um pico anddico em
175 mV e um pico catodico em 74 mV, a razéo lp/lyc foi igual a unidade e a diferenga
entre os potenciais de pico (AEp) foi maior que 59 mV e de acordo com a teoria da
voltametria ciclica, trata-se de um sistema quase - reversivel.'®% 163

No caso do eletrodo modificado, observa-se que houve um deslocamento
do potencial de pico para valores de potenciais menores (menos positivos), 0 que
pode levar a um aumento da seletividade do ECCM-Ni(OH), para CAT em
comparagao com o eletrodo ndo modificado. Além disso, a modificagao do eletrodo
levou a um aumento consideravel da magnitude de corrente para os dois processos
(oxidagado e reducgdo), indicativo de um processo eletrocatalitico, como pode ser
observado na FIGURA 4.39.
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O numero de elétrons envolvidos no mecanismo de oxidagao da catequina
foi calculado usando a equacgdes 4.3, onde a variagdo do potencial de pico anddico
com o pH exibiu uma relacdo linear com inclinacdo de 28,8 mV pH™” sugerindo que
ocorre a transferéncia de 2 elétrons no mecanismo de oxidagdo assim segundo a
equacéo abaixo o que concorda com o mecanismo proposto por JANEIRO & BRETT**

para oxidacao de catequina.

HO
OH -

CAT Quinona

4.8.6. Otimizacao dos parametros estudados

Para otimizar as condigdes experimentais de determinagcédo de catequina
por SWV foram realizados estudos para escolha da amplitude de potencial, freqiéncia
de onda quadrada e incremento de potencial para o método proposto considerando a
teoria da voltametria de onda quadrada.

A variacao da freqiiéncia de oscilagao da onda quadrada foi estudada entre
10 e 80 s™'. A dependéncia de freqiiéncia com a corrente de pico esta apresentada na
FIGURA 4.40 na presenca de 2,0 x 10 mol L' de catequina em tampao fosfato 0,05
mol L/5% etanol (pH condicional 6,9). Observa-se na FIGURA 4.40 um aumento
linear com a corrente de pico até o valor de freqiiéncia de 40 s™. Porém, foi escolhida
uma freqiiéncia de 30 s, por apresentar menor linha base associada a uma baixa
corrente residual e boa definigdo do pico.

A dependéncia da corrente com a amplitude esta 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 ndo colaborando
assim significativamente no aumento do sinal analitico. A amplitude selecionada para
o desenvolvimento deste trabalho foi de 40 mV por apresentar uma melhor definicdo
de pico.
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FIGURA 4.40. Dependéncia da corrente de pico com freqtiéncia de aplicagcdo de

pulso para CAT 2,0 x 10* mol L'"; a = 40 mV; AE = 1mV
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FIGURA 4.41. Dependéncia da corrente de pico com a variagdo da amplitude de onda
quadrada para CAT 2,0 x 10* mol L™"; f=30s™; AE = 1mV

4.8.7. Estudo de Repetibilidade

Os estudos de repetibilidade intra e inter dias foram realizados utilizando
solugdes de catequina 2,0 x 10~ mol L' em tampao fosfato 0,05 mol L''/5% etanol
(v/v) nos mesmos parametros 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 espag¢o de tempo possivel
e, entre cada medida voltamétrica, a superficie do eletrodo nao foi renovada. O desvio
padrao 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 solucdes de catequina 2,0 x 10~* mol L™". O desvio padrao 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 recuperacao

Foi realizado o estudo de adigdo e recuperagao para fornecer informagdes
da influéncia de possiveis interferentes existentes na matriz desses produtos sobre o
procedimento proposto. Para esse estudo foram feitos experimentos em triplicata para
amostras de chas verde e preto por meio da adicao de aliquotas de solugdo padrao
de catequina em trés concentracoes diferentes nas solugcdes das amostras e os
resultados sdo comparados com aqueles obtidos com as amostras ndo adicionadas
de solugdes de padrao.

As recuperagbes variaram entre 96.0 % e 102 %, estes valores obtidos
indicam que n&o houve interferéncia da matriz das amostras na determinacdo de

catequina pelo procedimento analitico proposto.
4.8.9. Curva analitica e aplicacoes

Na FIGURA 4.42 sao apresentados os voltamogramas de onda quadrada
obtidos em diferentes concentragbes de catequina nas condigdes otimizadas para o
método proposto.

A curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo de CAT entre
1,31x107 e 1,32 x10° mol L™, com limite de deteccdo determinado conforme a
equacao 4.4 igual a 5,53x10® mol L™". A equacdo de regressao linear obtida foi: Alpa
(A) = 3,25x10° + 1,19 [CAT] mol L', r = 0,9993.

O método proposto foi aplicado na determinacéo de catequina em chas. Os
resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos por HPLC nas
condigdes experimentais descritas anteriormente a qual a catequina apresentou um
tempo de retencéo de 3,70 minutos. Na TABELA 4.14 sao apresentados os resultados
obtidos para o método proposto e HPLC.

Observa-se que os resultados obtidos pelo método proposto empregando
SWYV estdo em concordancia com os resultados obtidos pelo método de HPLC. O
teste t pareado'®® foi aplicado onde (texp = 1,993 € tiabelado = 2,571). COMO O teyp <

tabelado, CONClUi-se que os resultados obtidos na determinacdo de catequina pelo
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método proposto e por HPLC néo apresentaram diferencas significativas, a um nivel
de confianga de 95% e pode ser usado na determinacao de catequina em chas.

Ip(A)

E(V) vs Ag/AgCI (KCI 3molL™)

FIGURA 4.42. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Ni(OH). em diferentes
concentracdes de CAT; (a) eletrdlito suporte; (b) 1,31x107; (c) 1,58 x10°®; (d) 3,03 x10°
®: (e) 4,48 x107%; (f) 5,93 x10°®; (g) 7,38 x10°®; (h) 8,83 x10°; (i) 1,03 x10°; (j) 1,17 x10°
% (k) 1,32 x10™° mol L'"; eletrélito suporte: tampéo fosfato 0,05 mol L™ /5% etanol (v/v)
(pH 6,9); f=40 mVs™, a=40 mV, AEs = 1 mV). Em detalhe a curva analitica obtida.

TABELA 4.14. Determinagdo de catequina em chas por HPLC e pelo método

proposto.
Amostras (mg/100mL) HPLC sSwv Er %
. Golpara 6,73 £ 0,09 6,61 £ 0,09 -1,78
Cha Verde
Real 6,72 £ 0,08 6,89 + 0,07 +2,53
. Dr. Oetker 4,15+ 0,06 4,21 £0,06 +1,44
Cha Preto

Leao 4,89 £ 0,08 4,75+0,10 -2,86

n = 3; nivel de confianga de 95%
Er% (Erro relativo %) = método proposto versus HPLC.
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4.9. ECCM com Ni(OH), para determinacao de quercetina em chas

4.9.1. Estudo do efeito do eletrodlito suporte

O comportamento voltamétrico do ECCM com Ni(OH). imobilizado em
resina poliéster também foi investigado em seis diferentes eletrélitos suportes, sao
eles: cloreto de potéssio, cloreto de sddio, nitrato de potéssio, nitrato de sédio,
tampao fosfato e hidréxido de sédio. O comportamento do eletrodo na presenca de
quercetina foi muito similar ao comportamento obtido com o mesmo eletrodo na
presenca de catequina. Foi verificada a presenga de picos voltamétricos em todas as
substancias estudadas com excecao de hidroxido de sddio. A solucao de tampao
fosfato apresentou melhor definicdo de pico e intensidade de corrente, sendo assim

escolhida como eletrélito suporte para todas as determinagdes de QCT em chas.
4.9.2. Estudo do efeito do pH

A influéncia do pH na resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH), imobilizado
em resina poliéster foi investigada no intervalo de pH de 4 a 11 em tampéao fosfato
0,05 mol L™' /20% etanol (v/v) na presenca de 5,0 x10° mol L™ de quercetina e foi
semelhante ao comportamento obtido para catequina no mesmo intervalo de pH e
mesmo eletrdlito, sendo assim a discusséo sobre o efeito do pH na determinagéo de
guercetina em chas é similar aquela do item 4.8.3.

A melhor definicdo de pico e maximo de corrente também foi observada em
pH 6,9 e, em virtude dos resultados obtidos, escolheu-se trabalhar com uma solugéo
de tampao fosfato 0,05 mol L™'/10%etanol (v/v) em pH 6,9 para a otimizacdo de outros

parametros para esta determinacgéao.
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 ciclica no intervalo de 5 a

150 mV s para uma solucédo 5,0 x 10> mol L™' de quercetina em tampé&o fosfato 0,05
mol L'/ 20% etanol (v/v) (pH condicional 6,9) (FIGURA 4.43).
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FIGURA 4.43. Resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH), em func¢édo da raiz quadrada
da velocidade de varredura na presenca de QCT.

As correntes de pico anddicas n&o variam linearmente com a raiz quadrada
da velocidade de varredura como observado na FIGURA 4.43. Isto sugere que a
oxidacao da quercetina é realizada por um mecanismo misto controlado por adsor¢ao
e difusdo das espécies até a superficie do eletrodo. A equagéo da reta obtida foi Aly,
(A) = 5,27 + 0,78 v"? (mV s"), sendo que o coeficiente linear esta muito afastado da
origem, indicando que ha algum processo adsorvido no eletrodo ocorrendo em
paralelo ao processo de difusao das espécies.

4.9.4. Comportamento eletroquimico de QCT sobre o ECCM-Ni(OH).

Na FIGURA 4.44 é apresentado o perfil voltamétrico da quercetina obtida
com um ECC n&do modificado e 0o ECCM-Ni(OH)5 .

Pode-se observar na FIGURA 4.44 que o perfil voltamétrico da quercetina
em tampao fosfato 0,05 mol L'/ 20% etanol (pH condicional 6,9) obtido com ECC nao
modificado apresentou dois picos, sendo um anédico em 315 mV e outro catdédico em
247 mV e o perfil voltamétrico da quercetina no mesmo eletrdlito determinado com
ECCM-Ni(OH), apresentou um pico anddico em 45 mV e um pico catédico em - 65
mV vs Ag/AgCl (KCI 3 mol L), a razdo lpa/lpc foOi igual a unidade e AEp obtido foi maior
que 59 mV, o que de acordo com a teoria da voltametria ciclica, trata-se de um

sistema quase-reversivel.'®% 16
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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), para a determinacdo de quercetina, 0 que pode levar a um aumento da
seletividade do ECCM-Ni(OH), para QCT em comparagdo com o eletrodo nao
modificado. Além disso, a modificacdo do eletrodo levou a um aumento consideravel
da magnitude de corrente para os dois processos (oxidagdo e reducéo), indicativo de

um processo eletrocatalitico, como pode ser observado na FIGURA 4.44.
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FIGURA 4.44. Voltamogramas ciclico para QCT 2,0 x10°® mol L' em tampé&o fosfato
0,05 mol L'/ 20% de etanol (v/v) (pH condicional 6,9); (A) ECC nédo modificado e (B)
ECCM- Ni(OH)z; v =50 mV s™

A variacao de potencial anédico com o pH mostrou uma relagéo linear com
inclinacdo de 28,6 mV pH™ o que indica um mecanismo que envolve a transferéncia
de dois elétrons e um proton.

O mecanismo proposto para o funcionamento do ECCM-Ni(OH), na
presenca de QCT ¢é dividido em duas etapas, uma quimica e outra eletroquimica,
caracterizando-se como um mecanismo CE. Inicialmente, QCT €& oxidada
quimicamente a o-quinona correspondente na superficie do eletrodo e, Ni(OH), é
reduzido a Ni° sendo entdo Ni° oxidado eletroquimicamente a Ni(OH), gerando o
sinal analitico. (FIGURA 4.45).
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- Ni2+(se) + 29- + 2H*

o N+

+ 20H 4 2H*
Etapa Quimica —

2H,0

o-quinona

QCT

FIGURA 4.45. Mecanismo proposto para o funcionamento do ECCM-Ni(OH). na
presenca de QCT.

4.9.5. Otimizacao dos parametros para o método proposto

A freqUéncia escolhida para todas as determinagbes de QCT foi igual a 10
s, por apresentar menor linha base em relacdo a demais freqiiéncias estudadas. A
amplitude de 20 mV foi escolhida por apresentar melhor definicdo de pico, assim

como o incremento de varredura de potencial (TABELA 4.15).

TABELA 4.15. Resumo dos parametros estudados para o método proposto

Paréametros Valores Valor
estudados selecionado
Eletrdlito suporte KClI, NaCl, KNO3;, NaOH Tampao
NaNOQO3, tampao fosfato, fosfato
pH do eletrdlito 4—-11 6,9
Solubilidade da amostra (eletrdlito/ etanol % v/v) 99/10% - 70/30% 80/20%
Concentracdo de tampao fosfato (mol L™) 0,01 -1 0,05
Freqiiéncia de onda quadrada (f) (s™) 10-80 10
Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10-100 20
Incremento de varredura (AEs) (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
solucdes de QCT 4,0 x 10~ mol L™ em tampéo fosfato 0,05 mol L/20% etanol (v/v)
nos mesmos parametros 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 recuperacao

O método de adigdo e recuperacao de padrao foi aplicado a fim de obter
resposta sobre a possivel interferéncia dos concomitantes presentes na amostra
sobre a determinagéo de QCT utilizando o ECCM-Ni(OH),.

Para esse estudo foram realizados experimentos em triplicata para
amostras de chas matte e camomila por meio da adigcdo de aliquotas de solugéo
padrao de QCT em trés diferentes concentracdes nas solugdes dessas amostras e 0s
resultados foram comparados com aqueles obtidos com amostras n&o adicionadas do
padrdo. As recuperagdes variaram entre 94,5 % e 104 %. Esses valores obtidos
indicam que nao houve interferéncia da matriz das amostras na determinacdo de

quercetina pelo procedimento analitico proposto.
4.9.8. Curva analitica e aplicacoes

Na FIGURA 4.46 estdo apresentados os voltamogramas de onda quadrada
obtidos em diferentes concentragdes de QCT nas condi¢des otimizadas apresentadas
na TABELA 4.15. A curva analitica foi linear no intervalo de concentragdo de QCT
entre 1,27x10° e 8,44x10™° mol L™, LD = 6,2 x10® mol L™". A equacdo de regressao
linear obtida foi: Alpa(A) = 4,96x10° + 0,106 [QCT], mol L™, r = 0,9985.

O método proposto foi aplicado na determinacao de QCT em chas. Os
resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos por HPLC nas
condicdes experimentais descritas anteriormente a qual a quercetina apresentou um
tempo de retencdo de 8,45 minutos. Na TABELA 4.16 sao 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, ' (texp = 2,17 € tiapelado= 2,571). COMO 0 teyp Obtido é menor que o
tiabelado POdE-s€ concluir que os resultados obtidos da determinacéo de quercetina pelo
método proposto e por HPLC ndo apresentaram diferencas significativas, a um nivel

de confianca de 95% e pode ser usado na determinacao de QCT em chas.
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E(V) vs Ag/AgCI (KCI 3 mol L)

FIGURA 4.46. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Ni(OH). em diferentes
concentracdes de QCT; (a) eletrélito suporte; (b) 1,27x107; (c) 2,53x107°; (d) 3,75 x10°
% (e) 4,96 x107°; (f) 6,14 x107; (g) 7,30 x10°%; (h) 8,44 x10° mol L''; eletrélito suporte:
tampao fosfato 0,05 mol L™ /20% etanol (v/v) (pH 6,9); f= 10 mVs™', a=20 mV, AE; =
2 mV). Em detalhe a curva analitica obtida.

Alp(pA)

Ip(uA)

TABELA 4.16. Determinacao de QCT em chas por HPLC e pelo método proposto.

Amostras mg/g HPLC Swv Er %
Real 3,12+ 0,03 3,12+0,08 0,00
Matte
Hikari 3,19+ 0,02 3,15+ 0,07 -1,25
Real 2,76 £ 0,02 2,89 £ 0,05 +4,71
Camomila
Dr. Oetker 2,15+ 0,08 2,16 £ 0,06 +0,46

n = 3; nivel de confianga de 95%
Er% (Erro relativo %) = método proposto versus HPLC.
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4.10. ECCM com Ni(OH), para determinacao de rutina em formulacées

farmacéuticas

4.10.1. Estudo do efeito do eletrdlito suporte

O comportamento voltamétrico do ECCM com Ni(OH). imobilizado em
resina poliéster também foi investigado em seis diferentes eletrdlitos suportes (cloreto
de potéassio, cloreto de sddio, nitrato de potassio, nitrato de sédio, tampao fosfato e
hidroxido de sédio). O comportamento do eletrodo na presenca de rutina foi muito
similar ao comportamento obtido com o0 mesmo eletrodo na presenca de CAT e QCT.
Foi verificada a presenga de picos voltamétricos em todas as solugbes de eletrolitos
suportes estudados, com excecao do hidroxido de sodio. A solugcao de tampao fosfato
apresentou melhor definicdo de pico e maior magnitude de corrente, sendo assim

escolhida como eletrélito suporte para todas as determinagdes de rutina em farmacos.
4.10.2. Estudo do efeito do pH

O efeito do pH foi estudado no intervalo de pH de 4 a 11 em tampé&o fosfato
0,05 mol L™' /10% etanol (v/v) na presenca de 4,0 x 10~ mol L™ de rutina.

Assim como para catequina e quercetina a rutina apresentou 0 mesmo
comportamento em tampéao fosfato sendo assim a discussao apresentada no item
4.8.3 ¢é valida também para rutina. A melhor definicdo de pico e maximo de corrente
também foi observada em pH igual a 6,9, sendo assim foi selecionada a solucao
tampao fosfato 0,05 mol L™/ 10% etanol (v/v) (pH 6,9) para a otimizagdo de outros
parametros para esta determinacgéao.

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 ciclica, no intervalo de 5 a
150 mV s, para uma solugéo 8,0 x 10 mol L™" de rutina em tampao fosfato 0,05 mol
L'/ 10% etanol (v/v) (pH condicional 6,8) (FIGURA 4.47). As correntes de pico

anddico variaram lineamente com a raiz quadrada da velocidade de varredura, sendo
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a equagao da reta: Al (A) = 2,9 x10® + 9,87 x107 v'"%, sugerindo que o processo de

oxidacao da rutina € controlado por difusao.

Alpa(pA)

0 2 4 6 8 10 12 14

FIGURA 4.47. Resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH), em func¢édo da raiz quadrada

da velocidade de varredura na presencga de Rut.
4.10.4. Comportamento eletroquimico de Rut sobre o ECCM-Ni(OH),
Na FIGURA 4.48 sdo apresentados os perfis voltamétricos da rutina em

tampéao fosfato utilizando um ECC nao modificado e o ECCM-Ni(OH), na mesma

composic¢ao percentual de parafina para vias de comparagao.

0,6 - 12.0 1
04
024

0,0

0,20 0,25 O,ISO 0,I35 0,I40 0,:15 O,IEJO 0,55 0,60 -0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

E(V) vs Ag/AgCI (KCI 3 mol L")
E (V) vs Ag/AgCl (KCI 3,0 molL™")

FIGURA 4.48. Voltamograma ciclico para Rut 4,0 x10° mol L™ em tampao fosfato
0,05 mol L'/ 10% de etanol (v/v) (pH condicional 6,8) utilizando (A) ECC no
modificado e (B) ECCM- Ni(OH)z; v =50 mV s™
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Como pode ser observado na FIGURA 4.48, o perfil voltamétrico da rutina
obtida com ECC nao modificado apresentou um pico anddico em 402 mV e outro
catédico em 360 mV.

O perfil voltamétrico da rutina em tampao fosfato 0,05 mol L™/ 10% etanol
(pH condicional 6,8) determinado com ECCM-Ni(OH), apresenta um pico anédico em
120 mV e um pico catédico em 56 mV vs Ag/AgCl (KCI 3 mol L"), a razé&o lpa/lyc foi
maior que a unidade e AEp foi igual a 64 mV evidenciando se tratar de um sistema
quasi reversivel segundo a teoria da voltametria ciclica.'®® 163

A presenca do modificador Ni(OH), imobilizado em resina poliéster
aumentou a eficiéncia eletrocatalitica do eletrodo como pode ser observado na
FIGURA 4.48. Onde ocorre um deslocamento de potencial de trabalho utilizando
ECCM-Ni(OH), para potenciais menores (menos positivos), 0 que pode levar a um
aumento da seletividade do ECCM-Ni(OH), para QCT em comparagao com o eletrodo
nao modificado. Além disso, houve um aumento consideravel da magnitude de
corrente para os dois processos (oxidagao e reducao).

A variacao do potencial anddico com o pH mostrou uma relagao linear com
inclinagdo de 29,2 mV pH” o que indica um mecanismo que envolve a transferéncia
de dois elétrons.

Considerando o estudo realizado o qual indicou que no processo de
oxidacdo de rutina envolve dois elétrons e, baseando-se no mecanismo de oxidagéo
propostos por CHICA & BRETT®, sugere-se que em tampéao fosfato 0,05 mol L'/ 10%
etanol (pH condicional 6,8), rutina € oxidado a 3'4’diquinona liberando dois elétrons,

como mostra a reacao a seguir:

Rut 3’'4’diquinona
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4.10.5. Otimizacao dos parametros estudados para o método

A freqUiéncia escolhida para todas as determinag¢des de rutina foi igual a de
25 s, em virtude desta frequéncia apresentar menor linha base em relacéo a demais
freqliiéncias estudadas e melhor definicdo de pico. A amplitude de 30 mV foi
escolhida por apresentar melhor definicdo de pico assim como maior intensidade de
corrente, assim como o incremento de varredura que também foi escolhido por

apresentar melhor definicao de pico (TABELA 4.17).

TABELA 4.17. Resumo dos parametros estudados para o método proposto

Parametros Valores Valor
estudados selecionado
Eletrélito suporte KCI, NaCl, KNOs, Tampao
NaNOgs, tampéo fosfato, fosfato
NaOH
pH do eletrdlito 4 —11 6,9
Solubilidade da amostra 99/5% - 75/25% 95/10%

eletrolito/ etanol % v/v

Concentracédo de tampao fosfato (mol L™) 0,01 -1 0,05
Freqliéncia de onda quadrada (f) (s™) 10-80 25
Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10-100 30

Incremento de varredura (AEs) (mV) 1-5 1

4.10.6. Estudo de Repetibilidade

Os estudos da repetibilidade intra e inter dias foram realizados
empregando-se solugdes de rutina 4,0 x 107 mol L' em tampao fosfato 0,05 mol L™
/10% etanol (v/v) nos mesmos parametros 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 recuperacao

Os mesmos excipientes avaliados para determinagéo de rutina utilizando o
ECCM-Cuz(PQOs). também foram avaliados para rutina utilizando o ECCM-Ni(OH).. As
substancias avaliadas foram: sacarina sodica, metilparabeno, amido, carbonato de
célcio e estearato de magnésio em solugéo de tampao fosfato 0,05 mol L'//10% etanol
(v/v) (pH condicional 6,8) na mesma concentracao (1:1 interferente: analito) e dez
vezes maior (10:1 interferente: analito) sendo a concentracéo de rutina 4,0 x 10~ mol
L~". Nenhuma substancia investigada causou interferéncia na determinagéo de rutina
em nenhuma proporgao de concentragao.

Também foi realizado o estudo de adicdo e recuperagcdo de padrdo. As
recuperacdoes variaram entre 97,8 % e 102 %. Esses valores obtidos indicam que ndo
houve interferéncia da matriz das amostras na determinacdo de rutina pelo

procedimento analitico proposto.
4.10.8. Curva analitica e aplicacoes

Na FIGURA 4.49 estdo apresentados os voltamogramas de onda quadrada
obtidos em diferentes concentragdes de rutina nas condigcdes otimizadas
apresentadas na TABELA 4.17. A curva analitica foi linear no intervalo de
concentracdo de Rut entre 9,9x107 e 6,5 x10® mol L™, LD igual a 2,90 x 107" mol L™,
A equacéo de regresso linear obtida foi: Alp, (A) = -7,34x10°® + 1,736 [Rut] mol L™, r=
0,9985.

O método proposto foi aplicado na determinagéo de rutina em formulagées
farmacéuticas. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos
por HPLC nas condigbes experimentais descritas anteriormente a qual a rutina
apresentou um tempo de retencdo de 4,2 minutos. Na TABELA 4.18 séao

apresentados os resultados obtidos para o0 método proposto e HPLC.
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FIGURA 4.49. Voltamogramas SW obtidos com ECCM-Ni(OH). em diferentes
concentragdes de Rutina; (a) eletrélito suporte; (b) 9,9 x107; (c) 1,96 x10°; (d) 2,91
x10%; (e) 3,8 x10°®; (f) 4,6 x 10° (g) 5,6 x10°®; (h) 6,5 x10® mol L'"; eletrélito suporte:
tampao fosfato 0,05 mol L'/ 10% etanol (v/v) (pH condicional 6,8); f= 25 mVs™, a =
30 mV, AEs = 1 mV). Em detalhe a curva analitica obtida.

TABELA 4.18. Determinacao de rutina em formulagbes farmacéuticas por HPLC e o

método proposto.

Rutina
Amostras Valor rotulado HPLC sSwv E1% E>%
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; nivel de confianga de 95%
*mg Rutina por comprimido; ** mg Rutina por mL

E;1 = método proposto vs. valor rotulado; E,> = método proposto vs. HPLC.

Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se
o teste t pareado, '®° (texp = 2,254 € tiapelado = 2,571). COMO 0 teyp Obtido é menor que o
trabelado  POde-se concluir que os resultados obtidos na determinacao de rutina pelo
método proposto e por HPLC nao apresentaram diferencas significativas, a um nivel

de confianca de 95%.
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4.11. ECCM-Ni(OH). para determinacao de BHA em maionese

4.11.1. Estudo do efeito do eletrdlito suporte

Foram estudados cinco diferentes eletrdlitos suportes (tampéo fosfato,
nitrato de sédio, nitrato de potassio, cloreto de sddio e cloreto de potassio) para ser
usados nas determinagdes de BHA. Em todas as solugdes com excec¢do do tampao
fosfato, foi verificada a presenca de picos voltamétricos, porém a solugéo de nitrato de
potassio apresentou melhor definicdo de pico e maior magnitude de corrente sendo
assim escolhida para todas as determinagdes de BHA. O eletrdlito suporte utilizado
para todas as determinagdes de BHA foi o nitrato de potassio 0,1 mol L™ contendo

10% de etanol (pH condicional 6,7)

4.11.2. Estudo do efeito do pH

O comportamento eletroquimico do ECCM-Ni(OH), foi estudado no
intervalo de pH de 2 a 11 em KNO3z 0,1 mol L™' / 10% etanol (v/v), na presenca e na
auséncia de 8,0 x 107 mol L™' de BHA . A FIGURA 4.50 mostra o efeito do pH sobre
a corrente de pico anddica do eletrodo modificado. A corrente de pico anddica (Al/pA)

foi obtida pela diferenca das correntes na presenca e na auséncia de BHA.

Alpa(pA)

o

. . ; . .
2 4 6 8 10 12
pH

FIGURA 4.50. Efeito do pH na resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH),; eletrélito
suporte: KNOz 0,1 mol L'/ 10 % etanol (v/v) na presenca de 8,0 x 10~* mol L™
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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 definicdo de pico e maximo de corrente foi observada em pH 6,7 em virtude
dos resultados obtidos escolheu-se trabalhar com uma solugdo de KNOs; em pH 6,7

para a otimizacao de outros parametros para esta determinacgao.
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 ciclica, no intervalo de 5 a
150 mV s, para uma solucdo 8,0 x 10 mol L™ de BHA em KNO3 0,1 mol L™/ 10%
etanol (v/v) (pH condicional 6,7) (FIGURA 4.51). As correntes de pico anddicas
variaram lineamente com a raiz quadrada da velocidade de varredura, sugerindo que

0 processo de oxidagéo de BHA é controlado por difuséo.

Alp(uA)

T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14

Dwz(mv 3-1)

FIGURA 4.51. Resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH), em func¢édo da raiz quadrada
da velocidade de varredura na presenca de 8,0 x 10~ mol L' de BHA em KNO; 0,1

mol L™/ 10% etanol (v/v) (pH condicional 6,7)
4.11.4. Comportamento eletroquimico de BHA sobre o ECCM-Ni(OH).
Na FIGURA 4.52 sao apresentados os perfis voltamétricos de BHA

utiizando um ECC ndo modificado e o ECCM-Ni(OH), na mesma composi¢cao

percentual de parafina para vias de comparacao.
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Como pode ser observado na FIGURA 4.52, o perfil voltamétrico de BHA
obtido com ECC n&o modificado apresentou um pico anddico em 580 mV vs Ag/AgCl
(KCI 3 mol L™"). O perfil voltamétrico de BHA em KNO3 0,1 mol L'/ 10% etanol (pH
6,7) determinado com ECCM-Ni(OH), mostra um pico andédico em 516 mV vs Ag/AgCl
(KCI 3 mol L"), a auséncia de um pico catédico 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 irreversivel.®% 163

A presenca do modificador Ni(OH), imobilizado em resina poliéster
aumentou a eficiéncia eletrocatalitica do eletrodo. O potencial de trabalho utilizando
ECCM-Ni(OH), foi deslocado para potenciais menos positivos, podendo assim
aumentar a seletividade do eletrodo. A magnitude de corrente também aumentou
significativamente para a mesma concentracdo de BHA empregada nestas
determinagdes voltamétricas.

A variacao de potencial anddico com o pH mostrou uma relagao linear com
inclinacdo de 29,5 mV pH' o que indica um mecanismo que envolve a transferéncia
de dois elétrons. Utilizando-se os critérios de diagndsticos disponiveis para a técnica

de voltametria de onda quadrada'®’

para sistemas irreversiveis (equagado 2.1) e
considerando a = 0,5 foi possivel prever o niumero de elétrons envolvidos na reagao
de oxidacado de BHA onde o numero de elétrons envolvidos no processo de oxidagao

de BHA éigual a 2.

1,2

1,01

0,84

0,64

Ip(A)

0,4+

0,24

0,04

0,2 0,4 0:6 0,8 1,0
E(V) vs Ag/AgCI (KCI 3 mol L)
E(V) vs Ag/AgCI (KCI 3 molL”)

FIGURA 4.52. Voltamograma ciclico para BHA 8,0 x10™ mol L' em KNO3z 0,1 mol L™/
10% de etanol (v/v) (pH 6,7) utilizando (A) ECC nao modificado e (B) ECCM- Ni(OH)y;
v=50mVs’
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O mecanismo proposto para o funcionamento do ECCM-Ni(OH), na
presenca de BHA considerando os calculos realizados para numero de elétrons
envolvidos na oxidagdo de BHA obtidos pelas equagdes 4.3 e 2.2 foi similar ao
proposto para quercetina (FIGURA 4.45), onde este é dividido em duas etapas, uma
quimica e outra eletroquimica, caracterizando-se como um mecanismo CE.
Inicialmente, BHA é oxidado a TBQ correspondente na superficie do eletrodo e,
Ni(OH), é reduzido a Ni°, sendo entdo Ni® oxidado eletroquimicamente a Ni(OH)z

gerando o sinal analitico.
4.11.5. Otimizacao dos parametros para o método proposto

Na TABELA 4.19 estdo apresentados todos os parametros estudados e

otimizados para determinacdo de BHA em amostras de alimentos.

TABELA 4.19. Resumo dos parametros estudados para o método proposto

Parametros Valores Valor
estudados selecionado
Eletrdlito suporte NaNO3, KNO3, NaCl, KNO3

KCI, tampé&o fosfato

Solubilidade da amostra 95/5% - 70/30% 90/10%

eletrdlito/ etanol % v/v

pH do eletrdlito 2-9 6,7
Concentracdo de KNO3z (mol L) 0,01 — 1 0,1
Freqliéncia de onda quadrada (f) (s™) 10-100 80
Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10-100 60
Incremento de varredura (AEs) (mV) 1-6 5

A freqliéncia escolhida para todas as determinacdes de BHA foi igual a 80
s, em virtude desta apresentar menor linha base em relagdo a demais. A amplitude

de 60 mV foi escolhida por apresentar melhor definicdo 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 definicdo de pico.

4.11.6. Estudo da Repetibilidade

Os estudos de repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando
solugdes de BHA 5,0 x 10~ mol L™" em KNO3 0,1 mol L™//10% (v/v) empregando-se os
mesmos parametros 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 recuperacao

Foram avaliadas algumas substancias presentes em amostras de
maioneses que podem interferir na determinacdo de BHA. As substancias avaliadas
foram: &cido citrico, EDTA, benzoato de sédio, amido, sorbato de potassio e lactose
em solugdo de KNOs 0,1 mol L7/10% etanol (v/v) (pH condicional 6,7) na mesma
concentracdo (1:1 interferente: analito) e dez vezes maior (10:1 interferente: analito)
sendo a concentragdo de BHA 5,0 x 10~ mol L™". Em mesma concentragdo nenhuma
substancia investigada apresentou interferéncia na determinacdo de BHA em
maioneses. Em concentragdo dez vezes maior, somente a lactose apresentou
interferéncia de 4,6 % na determinagdo de BHA, porém a lactose ndo esta presente
em todas as formulagbes de maionese. Também foi realizado o estudo de adigéo e
recuperacdo de padrdo. As recuperacgdes variaram entre 96,5 % e 103%. Esses
valores obtidos indicam que ndo houve interferéncia significativa da matriz das

amostras na determinacéo de BHA pelo procedimento analitico proposto.
4.11.8. Curva analitica e aplicacoes

Na FIGURA 4.53 estdo apresentados os voltamogramas de SW obtidos em
diferentes concentracbes de BHA nas condigbes otimizadas apresentadas na
TABELA 4.19. A curva analitica foi linear no intervalo de concentragdo de BHA entre
7,5 x107 e 2,0 x10° mol L™, com LD igual a 2,9 x107 mol L™". A equagdo de
regress&o linear obtida foi: Alps (A) = 2,41 x 107 + 0,18 [BHA] mol L™, r = 0,9994.
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O método proposto foi aplicado na determinacdo de BHA em amostras de
maioneses. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos por
HPLC nas condi¢des experimentais descritas anteriormente a qual a BHA apresentou
um tempo de retencdo de 6,7 minutos. Na TABELA 4.20 s&o 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, " (texp = 1, 948 € trabelado = 2,571). COMO 0O tex, Obtido € menor que o
tabelado POde-se concluir que os resultados obtidos na determinagcao de BHA pelo
método proposto e por HPLC nao apresentaram diferencas significativas, a um nivel
de confianca de 95%.
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E(V) vs Ag/AgCI (KCI 3molL™)
FIGURA 4.53. Voltamogramas de SW obtidos com ECCM-Ni(OH). em diferentes
concentracdes de BHA; (a) eletrdlito suporte; (b) 7,5 x107; (c) 2,88 x10®; (d) 5,01
x10%; (e) 7,14 x10%; (f) 9,27 x 10%; (g) 1,14 x10°; (h) 1,35 x107; (i) 1,56 x 10°; (j)
1,78 x 10°; (k) 2,0 x 10° mol L™; eletrélito suporte: KNOz 0,1 mol L™ (pH 6,7); f= 80
mVs™, a=60 mV, AEs = 5 mV). Em detalhe a curva analitica obtida.

TABELA 4.20. Determinacao de BHA em maionese por HPLC e o método proposto.

BHA (mg/100g)
Amostras HPLC sSwv E:%
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; nivel de confianca de 95%
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4.12. ECCM com Ni(OH), para determinacao de BHT em amostras de maionese e

margarina

4.12.1. Estudo do efeito do eletrdlito suporte

As mesmas solucbes de eletrélito suporte estudadas para BHA foram
estudados para BHT. O eletrdlito suporte utilizado para todas as determinagdes de
BHT foi o nitrato de potassio 0,1 mol L'/10% de etanol (v/v) (pH 6,7) por apresentar

melhor definicdo de pico e intensidade de corrente.
4.12.2. Estudo do efeito do pH

Assim como para BHA, BHT apresentou 0 mesmo comportamento em
KNO3z 0,1 mol L7/10% etanol (v/v) sendo assim a discussdo apresentada no item
4.11.2 é valida também para BHT. A melhor definicdo de pico e maximo de corrente
também foi observada em pH igual a 6,7, sendo assim foi selecionada a solugao de
KNO3 0,1 mol L"//10% etanol (v/v) (pH 6,7) para a otimizacdo de todos os parametros
para esta determinacao.

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). é apresentado na FIGURA 4.54.

Alp(uA)

6 8
\)”2(mV S")

FIGURA 4.54. Resposta voltamétrica do ECCM-Ni(OH). em funcao da raiz quadrada

da velocidade de varredura na presenga de BHT.
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Ip(nA)

0,2

O efeito da velocidade de varredura de potenciais sobre a resposta
voltamétrica do ECCM-Ni(OH) foi investigado usando voltametria ciclica no intervalo
de 5a 150 mV s™' para uma solugéo 2,0 x 10~ mol L™ de BHT em KNO30,1 mol L™/
10% etanol (v/v) (pH 6,7). As correntes de pico anddicas variaram lineamente com a
raiz quadrada da velocidade de varredura (Alpa (A) = - 4,55x 10 + 9,36 x107 v'?),

sugerindo que o processo de oxidacao de BHT é controlado por difuséo.
4.12.4. Comportamento eletroquimico de BHT sobre o ECCM-Ni(OH).

Na FIGURA 4.55 sdo apresentados os perfis voltamétricos de BHT em
KNO3 0,1 mol L/ 10% etanol (v/v) (pH 6,7) utilizando um ECC ndo modificado e o
ECCM-Ni(OH). na mesma composicao percentual de parafina para vias de

comparagao.

2,6 16
2,44
2,24
2,04
1,8
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1,4
1,2
1,0
0,8
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0,4 1
0,2
0,0 1

Ip(nA)

0:4 ' 0:6 ' 0:8 ' 1:0 ' 1:2 ' 14 075 o'.e o'.7 o'.s o'.9 1'.0 1'.1
E(V) vs Ag/AgCl (KCI 3 molL™) E(V) vs Ag/AgCl (KCI 3molL”)
FIGURA 4.55. Voltamograma ciclico para BHT 8,0 x10™ mol L' em KNO3z 0,1 mol L'/
10% de etanol (v/v) (pH 6,7) utilizando (A) ECC nao modificado e (B) ECCM- Ni(OH)y;
v=50mVs’"

Como pode ser observado na FIGURA 4.55, o perfil voltamétrico de BHT
em KNO;z 0,1 mol L'/ 10% etanol (pH 6,7) obtido com ECC ndo modificado
apresentou um pico anddico em 1,08 V vs Ag/AgCl (KCI 3 mol L") e o perfil
voltamétrico de BHT no mesmo eletrdlito determinado com ECCM-Ni(OH), mostram
um pico anédico em 900 mV vs Ag/AgCl (KCI 3 mol L"), a auséncia de um pico

catodico 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 irreversivel.'® 163

Observa-se que o potencial de trabalho utilizando ECCM-Ni(OH), foi
deslocado para potenciais menores (menos positivos), o que pode levar a um
aumento da seletividade do ECCM-Ni(OH), para BHT em comparacao com o eletrodo
ndo modificado. A intensidade de corrente também aumentou significativamente na
mesma concentracdo de BHT medida para ambos os eletrodos.

A variacao de potencial anddico com o pH mostrou uma relagao linear com
inclinagdo de 28,7 mV pH™ que indica um mecanismo que envolve a transferéncia de
dois elétrons e um prétons e utilizando a equacado 2.1 e considerando o = 0,5, 0
nuamero de elétrons envolvidos no processo de oxidacao de BHT também foi igual a 2.

Considerando os estudos realizados sugere-se que em KNOs 0,1 mol L™/
10% etanol (pH 6,7), BHT é oxidado a 2,6-di-terc-butil-metilciclohexano-2,5-dienona
liberando dois elétrons, como mostra a reagdo a seqguir:

OH o
|
» + 2 +H
|
CHj CH,
BHT 2,6-di-terc-butil-metilenociclohexano-2,5-dienona

4.12.5. Otimizacao dos parametros para o método proposto

Na TABELA 4.21 sao apresentados todos os parametros estudados e
otimizados para determinacdo de BHT em amostras de alimentos.

A frequéncia para determinagéo de BHT foi escolhida em virtude da menor
linha base obtida em relagdo a demais freqiiéncias estudadas e melhor definicdo de
pico. A amplitude e incremento de varredura de potencial também foram escolhidos

por apresentar melhor definicao de pico e maior intensidade de corrente.
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TABELA 4.21. Resumo dos parametros estudados para o método proposto

Parametros Valores Valor
estudados selecionado
Eletrdlito suporte NaNO3, KNOs, NaCl, KNO3

KClI, tampéao fosfato

Solubilidade da amostra 95/5% - 70/30% 90/10%
eletrdlito/ etanol % v/v

pH do eletrdlito 2-9 6,7
Concentracdo de KNO3 (mol L) 0,01 — 1 0,1
Freqliéncia de onda quadrada (f) (s™) 10-80 30
Amplitude de onda quadrada (a) (mV) 10-100 60
Incremento de varredura (AEs) (mV) 1-6 5

4.12.6. Estudo da Repetibilidade

Os estudos da repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando
solugdes de BHT 8,0 x 107* mol L' em KNOg/etanol 90/10% (V/V) nos mesmos
parametros 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 recuperacao

As mesmas substancias avaliadas para a determinacao de BHA foram
avaliadas para BHT na mesma concentragdo e dez vezes maiores sendo a
concentragdo de BHT 8,0 x 107 mol L™". Nenhuma substancia investigada apresentou
interferéncia na determinagdo de BHT em amostras de maioneses e margarina.
Também foi realizado o estudo de adicao e recuperacédo de padrao. As recuperagdes
variaram entre 95,8% e 104%; esses valores obtidos indicam que n&o houve
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interferéncia significativa da matriz das amostras na determinacdo de BHT pelo
procedimento analitico proposto.

4.12.8. Curva analitica e aplicacoes

Na FIGURA 4.56 estdo apresentados os voltamogramas de onda quadrada
obtidos em diferentes concentragdes de BHT nas condicdes otimizadas apresentadas
na TABELA 4.21. A curva analitica foi linear no intervalo de concentracdo de BHT
entre 9,9 x 108 e 1,8 x 10° mol L™, com limite de deteccdo determinado conforme a
equacado 4.4 igual a 4,3 x10® mol L™". A equacéo de regressao linear obtida foi: Alpa
(A) = 2,25 x10” + 0,286 [BHT] mol L™, r = 0,9994.

aipls|

N e s o

Ip(uA)

20|
[BHT] x10° mol L™

0,6 0,7 0,8 0,9 1,0 1,1 1,2
E(V) vs Ag/AgCl (KCI3molL™)

FIGURA 4.56. Voltamogramas SW obtidos com ECCM-Ni(OH). em diferentes
concentracdes de BHT; (a) eletrélito suporte; (b) 9,9 x 10%; (c) 9,9 x107; (d) 1,96 x10°
®: (e) 3,84 x107; (f) 5,66 x 10®; (g) 7,40 x10°; (h) 9,09 x10°®; (i) 1,07 x 10; (j) 1,52 x
10°; (k) 1,8 x 10° mol L; eletrélito suporte: KNOz 0,1 mol L™ (pH 6,7); f=30 mVs™, a

=60 mV, AE; = 5 mV). Em detalhe a curva analitica obtida.

O método proposto foi aplicado na determinacdo de BHT em amostras de
maioneses e margarinas. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados
obtidos por HPLC nas condigdes experimentais descritas anteriormente a qual a BHT
apresentou um tempo de retencdo de 8,8 minutos. Na TABELA 4.22 sao
apresentados os resultados obtidos para o método proposto e HPLC.
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TABELA 4.22. Determinagdo de BHT em maionese e margarina por HPLC e o
método proposto.

BHT (mg/100g)
Amostras HPLC SwWv E:%
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; nivel de confianca de 95%

Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se
o teste t pareado. '® Como 0 te,, (2,381) obtido é menor que 0 tiapelado (2,571) pode-se
concluir que os resultados obtidos na determinagcao de BHT pelo método proposto e
por HPLC n&o apresentaram diferencas significativas, a um nivel de confianca de
95%.

Na TABELA 4.23 é apresentada a comparagao entre antioxidantes naturais
CAT e QCT e os antioxidantes sintéticos BHA e BHT quantificados com ECCM-
Cu3(POy)2 € 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-
Cus(POy4)2 foi o que obteve maior linearidade. O limite de detec¢éo obtido com ECCM-
Cus(POy4). foi até duas décadas maior para o antioxidante QCT, do que aquele obtido
com ECCM-Ni(OH), para o mesmo antioxidante. Em relacdo aos antioxidantes
sintéticos, o maior intervalo de linearidade foi obtido usando ECCM-Ni(OH). 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 quantificagdo de CAT, QCT, BHA e BHT
utilizando o ECCM- Cu3(PO4)2 e ECCM-Ni(OH).

ECCM-CU3(PO4)2

Ep(V) LD (molL™ r b L (mol L™
CAT 0,16 5,8x10 0,9995 1,28 9,9x10® — 1,2x10°®
QCT 0,16 8,6 x10® 0,9985 3,81 1,9x107 - 1,3x10°®
BHA 0,44 5,9 x10°® 0,9991 3,15  9,9x107 —3,4x10°
BHT 0,87 5,7x10 0,9995 1,00  3,0x107 —3,4x10°

ECCM-Ni(OH),

Ep(V) LD (molL" r b L(mol L)
CAT 0,17 5,5x10® 0,9990 1,21 1,3x107 - 1,8x10°
QCT 0,04 6,0x10° 0,9985 0,106  1,2x10° —8,4x10”
BHA 0,51 2,9x107 0,9996 0,71 7,5x107 — 2,0x10°
BHT 0,90 4,3x10°® 0,9989 0,28  9,9x10%-1,8x107°

r = coeficiente de correlagéo linear da curva analitica;

b = coeficiente angular da curva analitica;

L = linearidade da curva analitica

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), com excecdo de BHT, foram menores em
relacdo aos autores citados, e assim como discutido para 0 ECCM-Cu3(PQO4)2 0
antioxidante rutina foi o que obteve menor potencial de trabalho comparado com os
autores citados na TABELA 4.24. Assim, o ECCM-Ni(OH). mostrou-se relativamente

mais seletivo em relacao aos resultados encontrados na literatura para os mesmo

Na TABELA 4.24 sdo apresentados os resultados obtidos para todos os

antioxidante utilizando técnicas voltamétricas como método de determinacgéao.
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TABELA 4.24. Comparacao entre os resultados obtidos pelo método proposto e

alguns autores.

ECCNM ECCM-Ni(OH), Referéncias
Ep(V) | Ep(V) LD(molL") | Ep(vV) LD(molL")
0,23 %
CAT 0,40 0,16 55x108 ®
0,20  465x10 2
0,31 8,0x10° 189
QCT 031 0,02 6,0 x107 8 w0
0,36 2,0 x10
0,87 1,5 x10” 188
Rut 0,40 0,22 29x107
0,37 1,8 x10°® %
0,64 1,0 x10°® 190
BHA 0,58 0,51 29 x107
0,65 3,7 x10°® 76
BHT 1,08 0,90 4,3x10° 0,84 6,8 x10” 190
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4.13. ECCM com resina de troca idnica para determinacao de rutina em
formulacoes farmacéuticas

Os parametros estudados e otimizados para a quantificagdo de rutina
utilizando o ECCM proposto estdo sumarizados na TABELA 4.25. A técnica de
voltametria linear foi utilizada para quantificacdo do analito e a técnica de voltametria
ciclica foi utilizada para os demais estudos.

TABELA 4.25. Resumo dos parametros estudados para o método proposto

Parametros Valores estudados Valor
selecionado
Eletrélito suporte Tampéo fosfato, KCl, KNO3

NaCl, KNO; NaNOs,

pH* do eletrdlito 2-11 6,0
Solubilidade da amostra (KNOs/etanol) 75/25% - 95/5% 90/10%
Concentracdo de KNO3z (mol L) 0,05-0,5 0,1
(CV) Velocidade de varredura (mVs™) 5-150 50
(LV) Velocidade de varredura (mVs™) 5-150 50

4.13.1. Estudo da composicao do eletrodo

O efeito da composicdo do eletrodo foi estudado por voltametria ciclica,
fixando primeiramente a percentagem de aglutinante (parafina) em 20% e variaram-se
as quantidades de pé de grafite e resina-Cu (ll) nas seguintes proporcdes de pd de
grafite/parafina: 75:20; 70:20; 65:20, 60:20, 55:20 e 50:20, (% m/m) e resina-Cu (ll): 5,
10, 15, 20, 25 e 30% m/m em relacdo a massa total do compdsito.

A FIGURA 4.57 mostra o efeito da percentagem m/m do modificador na
composicao do eletrodo. As medidas ciclovoltamétricas foram realizadas em KNO; 0,1
mol L' (pH 6,0), em velocidade de varredura de potencial de 50 mV s™', na presenca e
na auséncia de 1,09 x 10° mol L™ de rutina. Os valores de Alp correspondem a
diferenca da corrente obtida na presenca e na auséncia de rutina.
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Como pode ser observado FIGURA 4.57, a concentracdo de resina
catibénica contendo Cu(ll) 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 concentragdes superiores
a 20% do modificador, foi observado queda da resposta analitica do eletrodo
modificado, devido a diminuigdo da concentragédo em % do pé de grafite no compdésito
do eletrodo e consequientemente, diminuicdo da condutividade elétrica do compadsito.
Sendo assim, selecionou-se a seguinte composicdo do ECCM: resina-Cu (ll) 20 %

m/m, p6 de grafite 40 % m/m e 20% (m/m) de parafina sélida.
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FIGURA 4.57. Efeito da composicdo do compdsito do eletrodo sobre resposta
voltamétrica do ECCM-resina-Cu (Il) em KNO5 0,1 mol L' /10% etanol (v/v) (pH 6,0); v
=50 mVs™.

4.13.2. Estudo do efeito do eletrdlito suporte

O comportamento voltamétrico do ECCM-resina-Cu (Il) foi investigado em
cinco diferentes eletrdlitos suportes, a saber: cloreto de potassio, cloreto de sédio,
nitrato de potassio, nitrato de sodio e tampao fosfato. Em todas as solugcdes foram
verificadas a presenga de picos voltamétricos, porém a solugdo de nitrato de potassio
apresentou melhor definicdo de pico € maior magnitude de corrente (FIGURA 4.58),
sendo assim selecionada como eletrélito suporte para todas as determinacbes de
rutina em formulagbes farmacéuticas. O pico anddico observado com o elétrodo

modificado no eletrélito suporte contendo ions potassio aumentou em relacdo a
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solugdo que contém os ions sédio, demonstrando que o contra ion influéncia o

comportamento voltamétrico do elétrodo. Este fato pode ser explicado de acordo com

o raio ibnico hidratado dos ions Na*(1,8f3.) e K+(1,25:"E"|.) quanto menor o raio idnico
hidratado maior € a permeabilidade do cation na molécula de resina-Cu(ll), este
comportamento concorda com alguns estudos de eletrdlitos suporte encontrados na
literatura, os quais sugerem o uso de fons potassio no eletrélito suporte.'®: 192 A
resposta voltamétrica do ECCM-resina-Cu (Il) ndo foi afetada pela concentragcdo do
eletrolito. Assim, a solugéo do nitrato de potassio 0,10 mol L™ foi usada para todas as

determinagdes de rutina.
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FIGURA 4.58. Efeito das solugdes de eletrdlito suporte estudadas para a
determinagéo de rutina utilizando ECCM com Resina-Cu (ll). Variagdes de correntes
obtidas por voltametria ciclica na presenca e na auséncia de 4,0x10®° mol L ' de

rutina; v =50 mVs™".
4.13.3. Estudo do efeito do pH

O ECCM com resina-Cu (ll) (20% m/m) foi estudado sobre um intervalo de
pH entre 2 a 11, em uma solugdo contendo 3,84 x 10° mol L™' de rutina. De acordo
com a estrutura da rutina, o pH possui efeito significativo na formacao do complexo
entre Cu (1) e rutina. ZENG et al.*® Sugere que em pH elevado a reacéo torna-se
mais dificil devido a falta de préton em solucéo, além disso em pH elevados a
rutina polariza negativamente causando repulséo eletrostatica entre a rutina e o

composito de carbono, diminuindo a intensidade de corrente.
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Consequentemente as solugbes com pH menores sao mais apropriada para a
determinacao de rutina.

A FIGURA 4.59 mostra o efeito do pH na corrente de pico anddica do
elétrodo modificado. A corrente de pico anddica (Al/uA) foi obtida pela diferenca das
correntes na presencga e na auséncia 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 analitico, atingindo um sinal maximo 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 ions hidroxila presente na solucao dificulta ou
impede a formacao do complexo Cu (ll)-rutina de acordo com a equagao 4.2 (item

4.2.3)
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FIGURA 4.59. Efeito do pH na resposta voltamétrica do ECCM-resina-Cu (ll);
eletrélito suporte: KNO3 0,1 mol L™ / 10 % etanol (v/v) na presenca de 3,85 x 107 mol

L~ 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 ciclica no intervalo de 5 a
150 mV s para uma solugéo 3,85 x 107° mol L™ de Rut em KNO3 0,1 mol L'/ 10%
etanol (v/v) (pH 6,0). A FIGURA 4.60 mostra o comportamento do ECCM em fungéo

da raiz quadrada da velocidade de varredura.
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As correntes de pico anodico ndo variam linearmente com a raiz quadrada
da velocidade de varredura como observado na FIGURA 4.60, sugerindo que a
formacao do complexo Cu(ll)-Rut seja controlado por adsorcdo das espécies até a
superficie do eletrodo.
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FIGURA 4.60. Resposta voltamétrica do ECCM-resina-Cu (ll) em fungdo da raiz
quadrada da velocidade de varredura.

4.13.5. Comportamento eletroquimico de Rut sobre o ECCM-resina-Cu (ll)

A FIGURA 4.61 mostra os ciclo voltamogramas obtidos com ECCM néao
modificado e ECCM-resina-Cu (Il) na presenca e na auséncia de rutina

A atividade antioxidante da rutina é realgada pela complexagdo com metais
de transicdo. ' As caracteristicas do complexo rutina-cation metdlico e os outros
complexos com flavondides tém sido descritos utilizando-se métodos como

* cronopotenciometria e voltametria linear.'® Estes trabalhos

espectrofotometria, '°
descrevem a formacao de complexos entre flavondides, especialmente a rutina com
metais como Cu (Il), Bi (Ill) e Ga (Il1)."%* 1%

BAI e colaboradores'®® estudaram a interacdo de flavonéides com metais
de transicdo, em especial o cobre (llI) por espectrometria de massas com ionizagao de
elétrons. Eles observaram que a rutina e outros flavondides forma complexo com
cobre(ll).

As diminuicbes das correntes foram diretamente proporcionais a formagéo
de complexo Rut-Cu (ll) na superficie do ECCM em -0,019V a qual foi investigada por

voltametria ciclica. Pode se observar na FIGURA 4.61 B que a intensidade de
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corrente diminui na presencga de rutina sugerindo que o complexo formado adsorve na
superficie do eletrodo.

Ainda de acordo com a FIGURA 4.61 ocorre uma diminuicdo dos picos de
corrente, devido ao fato que a superficie do eletrodo foi bloqueada por uma forte
adsorcao do complexo formado.
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FIGURA 4.61 - Comportamento voltamétrico da rutina em KNOs 0,1 mol L™ /10 %
etanol (v/v) (pH condicional 6,0); v = 50 mVs™; (A) ECC ndo modificado; (B) ECCM-

resina-Cu (I1) na auséncia; (C) na presenca de 3,85 x 10° mol L™ de rutina.

A intensidade de corrente obtida com o ECCM-resina-Cu (Il) em eletrdlito
suporte na auséncia de rutina (branco) pode ser recuperada eletroquimicamente ou
por polimento manual da superficie do eletrodo.

Apés todas as determinagbes de rutina, otimizou-se um método de
recuperacdo ou dessorcdao do complexo Cu (l)-rutina formado na superficie do
eletrodo. Para isto, a superficie de contato do eletrodo foi deixada submersa em agua
deionizada por 20 minutos. Apos este tempo, fez se uma varredura no sentido
catédico em eletrélito suporte, seguida por uma varredura no sentido andédico. Para
este estudo foi usada voltametria ciclica em potencial 400 a =700 mV (sentido
catédico) e -700 a 400mV (sentido anddico). O desvio padrao obtido entre as
correntes obtidas com o ECCM-resina-Cu (ll) em eletrélito suporte inicialmente (antes
da construcdo da curva analitica) e depois do tratamento catddico foi igual a 1,5%,
mostrando que é possivel renovar a superficie do eletrodo eletroquimicamente, porém
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a vida util do eletrodo diminui em 48% comparando com a vida util do eletrodo sem o
tratamento catodico.

O mecanismo de resposta voltametria do ECCM-resina-Cu (ll) foi proposto
como esta representado na FIGURA 4.62. O pico anddico em -0,019 V corresponde a
oxidacdo de Cu%Cu?* e a formagdo do complexo Cu (I1) resina [Rutina] que concorda
com os artigos citados os quais sugerem a formag¢do de complexos entre a rutina e

ions Cu 2+ .193, 197,198

E Cu*"_+ Rutina —» Cu(ID[Rut]resina
L
E
T “
R 2¢
0
D
o Cu? Reacdio Quimica
Reacdo
Eletroquimica

FIGURA 4.62. Mecanismo proposto para o funcionamento do ECCM-resina-Cu (ll)
para a determinagao de Rut.

4.13.6. Estudo de Repetibilidade

Os estudos de repetibilidade intra e inter dias foram realizados empregando
solucdes de rutina 3,84 x 10° mol L™ em KNO3 0,1 mol L' /10 % etanol (v/v) nos
mesmos parametros 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 recuperacao

Foram avaliados alguns excipientes presentes em amostras comerciais que
podem interferir na determinacao de rutina. As substancias avaliadas foram: sacarina

sodica, metilparabeno, amido, carbonato de calcio e estearato de magnésio em
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solucdo de KNO3 0,1 mol L"/10% etanol (v/v) (pH 6,0) na mesma concentracdo (1:1
interferente: rutina) e dez vezes maior (10:1 interferente: rutina) sendo a concentragcao
de rutina 3,84 x 10° mol L='. Nenhuma substancia investigada causou interferéncia na
determinagao de rutina em nenhuma proporcao de concentracao.

Também foi realizado o estudo de adicao e recuperacao de padrdao usando
duas amostras de formulagdes farmacéuticas com as trés concentragbes padrao
diferentes: 1,30, 2,55 e 3,16 mg L™ e os resultados obtidos foram comparados com os
aqueles adicionados. As recuperagdes variaram entre 97,8% e 102%, demonstrando
a exatidao do método proposto.

E importante notar que os concomitantes contidos nestas amostras nao
causaram interferéncias na determinagdo do rutina, usando o meétodo proposto.
Considerando que as substancias passiveis de interferéncia foram investigadas e nao
influenciaram na resposta do ECCM proposto na determinacao de rutina, desta forma
€ possivel considerar que o método proposto é eficiente para a determinagdo de

rutina em amostras farmacéuticas.
4.13.8. Curva analitica e aplicacoes

Na FIGURA 4.63 sao apresentados os voltamogramas lineares obtidos em
diferentes concentracées de rutina nas condi¢cdes otimizadas e apresentadas na
TABELA 4.21. Sob os parametros otimizados, a corrente de pico anddica obtida com
o ECCM-resina-Cu (ll) foi linear com a concentracdo de rutina no intervalo de 9,90 x
10 a 8,07 x 10° mol L', com limite de deteccdo igual a 2,65 x 10~ mol L' e
equacdo da reta igual a Alpa (A) = 1,17 x 10*- 13,60 [Rutina] (r = 0.9997)

O método proposto foi aplicado na determinagéo de rutina em formulagoes
farmacéuticas. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos
por HPLC nas condigbes experimentais descritas anteriormente a qual a rutina
apresentou um tempo de retencdo de 4,2 minutos. Na TABELA 4.26 sao
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™//10 % etanol (v/v) (pH 6,0); (a) branco; (b) 9,9 x 107; (c) 2,14 x 10°®;
(d) 3,90 x 10°®; (e) 4,90 x 10°%; (f) 6,17 x 10°®; (g) 7,13 x 10°®; (g) 8,07 x 10 mol L'"; v

=50 mVs’1; Em detalhe curva analitica obtida.

TABELA 4.26. Determinacao de rutina em formulagcdes farmacéuticas por HPLC e o

método proposto.

Rutina
Amostras Valor rotulado HPLC LV E 1% E >%
Venocur (ll)r* 300 299 +2 301 £ 1 +0,3 +0,6
Nova Rutina** 20,0 19,9+0,2 20,8+0.3 +4,0 +45

n = 3; nivel de confianca de 95%
*mg Rutina por comprimido; ** mg Rutina por mL

E,; = método proposto vs. valor rotulado; E,» = método proposto vs. HPLC.
Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se

o teste t pareado, "® (texp = 1,09 € tiabelado = 2,571). COMO 0 texp Obtido é menor que o
tiabelado POdE-se concluir que os resultados obtidos na determinacdo de rutina pelo
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método proposto e por HPLC n&o apresentaram diferencas significativas, a um nivel
de confianga de 95%.

Na TABELA 4.27 sado apresentados os resultados obtidos para a
quantificacdo de rutina utilizando os trés eletrodos propostos neste trabalho. De
acordo com a TABELA 4.27, observa-se que os limites de deteccao e linearidade
obtidos com os trés eletrodos foram similares, a diferenga observada foi em relagédo

aos potenciais de trabalho de cada eletrodo.

TABELA 4.27. Resultados obtidos para a quantificagcdo de Rut utilizando os ECCMs

propostos.

Rutina
Ep (V) LD R b L (mol L)
ECCM-Cus(PO.)2 0,16  4,15x107 10,9993 556 1,37x107 —2,5x10°
ECCM-Ni (OH), 0,12 2,90x107 0,9985 1,73 9,9x107 —6,5x10®

ECCM-Cu (ll)Resina -0,02 2,65x107 0,9997 -13,6 9,9x107 —8,07x10°®

LD = limite de detecgéo calculado conforme a equacéo 4.4 em mol L™
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CAPITULO 5 - CONCLUSOES

Os estudos realizados neste trabalho evidenciaram a viabilidade do
emprego de eletrodos compoésito de carbono modificados para determinagdo de
antioxidantes catequina, quercetina, rutina, BHA e BHT em diferentes amostras
utilizando técnicas voltamétricas.

Os eletrodos modificados propostos (ECCM-Cu3(PO4). € ECCM-Ni(OH)2)
foram comparados com o ECC ndao modificado onde verificou-se as propriedade
eletrocataliticas dos modificadores os quais diminuiram os potenciais de trabalho para
potenciais menos positivos aumentando assim a seletividade dos eletrodos
comparados ao ECC nao modificado. Os ECCMs foram aplicados na determinagao
dos cinco antioxidantes supramencionados com boa precisdo e exatidao, mostrando-
se promissor na quantificagdo de antioxidantes em amostras de alimentos e farmacos.

A quantificagédo de todos os antioxidantes estudados foi realizada utilizando
a técnica de voltametria de onda quadrada, esta técnica também foi usada para
estudar alguns parametros e compara-los com estudos realizados usando a técnica
de voltametria ciclica, sendo que os resultados foram concordantes entre si.

Para efeito de comparacao, utilizou-se a técnica de cromatografia liquida
de alta resolucdo (HPLC) e os resultados obtidos foram concordantes com os
resultados obtidos pelos métodos propostos a nivel de confianga de 95%. Ademais,
destacam-se algumas vantagens em se utilizar os métodos propostos em relacao ao
HPLC para determinacéo de antioxidantes, tais como: baixo custo, menor tempo de
analise, menor quantidade de reagentes gastos em todo o procedimento analitico,
além da facilidade de construcao dos eletrodos e operacao do equipamento utilizado
em todas as determinagoes.

Outro procedimento proposto foi a utilizagdo do cobre (ll) imobilizado em
resina de troca catidnica, sendo esta incorporado no eletrodo compdsito de carbono.
Este eletrodo foi aplicado na determinagédo de rutina em formulagbes farmacéuticas
utilizando as técnicas de voltametria ciclica e linear com boa precisao e exatidao.

A composicdo de cada eletrodo foi estudada sendo que as seguintes
composi¢coes obtiveram melhor desempenho analitico: ECCM-Cu3(POs)2: 40%
modificador, 40% pé de grafite; ECCM-Ni(OH).: 20% modificador, 60 % p6 de grafite e
ECCM-resina-Cu: 20% modificador, 60 % po6 de grafite, todos contendo 20 % (m/m)
de parafina.
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A parafina teve um papel importante na fabricagdo dos eletrodos, pois
conferiu a eles uma caracteristica hidrofébica a superficie dos eletrodos dificultando
0S processos adsortivos na superficie dos mesmos. Dentre os cinco antioxidantes
determinados, apenas a quercetina apresentou processo controlado por adsorcao.

Os modificadores quimicos Cus(PQOs4)2 € Ni(OH). foram imobilizados em
resina poliéster. A principal caracteristica atribuida a imobilizacdo dos modificadores
foi o aumento na vida util de cada eletrodo, uma vez que foram construidos para
efeito de comparacao, eletrodos na mesma composicao porém com os modificadores
nao imobilizados, estes eletrodos apresentaram tempo de vida Gtil bem menores em
comparagao aos eletrodos com modificadores imobilizados

Verificou-se que o tampao fosfato foi o eletrélito que proporcionou a melhor
resposta em termos de sinal analitico e definicdo de pico para os antioxidantes
naturais catequina, quercetina e rutina, utilizando tanto o ECCM-Cu3(PO4)2 como
ECCM-Ni(OH),. Para os antioxidantes sintéticos BHA e BHT o eletrélito suporte KNO3
foi o que proporcionou a melhor resposta voltamétrica para os dois eletrodos,
indicando uma possivel influéncia do contra ion nas determinacdes.

Os resultados obtidos foram comparados com aqueles publicados na
literatura que também utilizaram técnicas voltamétricas para determinagdo 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-Cuz(POy4). foi o que
obteve menores limites de deteccdo sendo estes limites de até duas décadas
menores em relacdo a CAT e BHA e uma década menor em relagdo aos demais
antioxidantes comparando aqueles apresentados da literatura.

Ainda utilizando o ECCM-Cu3(PQO4). foi possivel realizar a detecgao
simultanea de BHA e BHT em amostras complexas de alimentos com boa precisao e

exatidao.
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CAPITULO 6 — ATIVIDADES FUTURAS

Durante o desenvolvimento desse trabalho, surgiram algumas perspectivas

de trabalhos futuros seguindo a mesma linha de pesquisa.

Ha a necessidade de estudos adicionais para maiores esclarecimento com
relagdo ao mecanismo de funcionamento dos ECCMs, principalmente aquele
contendo o modificador Ni(OH). devido varias discussdes sobre o meio de reagao

deste eletrodo.

Utilizar estes eletrodos na determinagdo de outras substancias em
amostras complexas; tais como substancias antipsicotropicas (quetiapina e

olanzapina) em urina e sangue e lactose em amostras de alimentos.

Adaptar estes eletrodos em sistemas de analise por injecao em fluxo para a

determinagéo de analitos de interesse, visando obter maior velocidade analitica.
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