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RESUMO

O presente trabalho reporta estudos sobre o uso do polimero Poli-L-Lisina
(PLL) na modificacdo de eletrodo de carbono vitreo e sua aplicacdo na
determinacdo dos antioxidantes quercetina e catequina. A imobilizacdo desses
poliaminoacido na superficie de eletrodo de carbono vitreo foi investigada usando
diferentes metodologias: tais como a deposicéo direita de PLL, ligagdo cruzada
com glutaraldeido (PLL/GA), imobilizacdo com Quitosana (PLL/QTS) e polimeros
hibridos de polipropilenoglicol (PPO), testando-se a pré-concentracéo e retencao
de quercetina nestas matrizes. O método de incorporacdo mais eficiente para o
antioxidante foi o uso de filmes hibridos de PPO, que mostrou ser um agente
ancorante adequado para PLL na matriz polimérica do filme. Varias metodologias
para pré-concentracdo e retencdo do antioxidante no filme foram investigadas. A
melhor condicdo experimental para formacdo de filme estavel e retencdo da
guercetina foi obtida pela deposicédo de 0,5 uL de PPO, seguido da adicado de
10pL de PLL (PLL/PPO). A oxidacdo voltamétrica de 1,0 x 10° mol L* de
quercetina no eletrodo modificado por filmes ppo/pll apresenta um par de picos
redox em +0,42/+0,40 V, cuja corrente € aproximadamente duas vezes maior que
no eletrodo sem modificacdo. Utilizando a técnica de voltametria de onda
guadrada, construiu-se uma curva analitica no intervalo de concentracao de 1,0 x
10® a 1,0 x 10"mol L™. O limite de deteccéo foi. 2,76 + 0,5 x 10 ® mol L™*. O
método proposto foi aplicado para a analise deste antioxidante em amostras de
ch& verde e comparado por cromatografia liquida de alta eficiéncia com arranjo de
diodos (CLAE/DAD), no qual resultados compativeis (7,36 £ 0,76 mg/g CLAE e
6,60 = 0,80 mg/g) foram obtidos para quercetina na amostra. Os eletrodos
modificados por filmes PPO/PLL, também, foram usados para a determinacéo de
catequina. Um par de pico redox reversivel em +0,46/+0,42 V foi obtido para a
catequina em tampao B-R (pH 4). A curva analitica foi obtida no intervalo de 1,0 x
10® a 7,5 x 107 mol L™ para usando a voltametria de pulso diferencial. O método
apresenta limites de deteccéio de 6,2 + 0,4 x 10 mol L. O método foi aplicado
para a determinacdo de catequina em amostra de extrato bruto etandlico de
Vatairea macrocarpa no qual foi detectado a concentracdo de 22,4 mg/g de
catequina. A metodologia proposta apresentou resultados compativeis quando
comparada com a andlise espectrofotométrica utilizada para testar o método.

Palavras-chaves: eletrodos modificados; poli-L-lisina; polipropilenoglicol,
antioxidantes.



ABSTRACT

This paper reports studies on the use of polymer poly-L-lysine (PLL) in the
modification of glassy carbon electrode and its application in the determination of
the antioxidants quercetin and catechin. The immobilization of this polyaminoacids
on the surface of glassy carbon electrode was investigated using different
methodologies such as the right deposition of PLL, cross-linked with
glutaraldehyde (PLL / GA), immobilization with chitosan (PLL / QTS) and hybrid
polymers of polypropylene (PPO), testing the pre-concentration and retention of
Quercetin on these matrices. The incorporation method more efficient for the
antioxidant was the use of hybrid films of PPO, which proved to be an agent
suitable for anchoring PLL in the polymer matrix of the film. Several methodologies
for pre-concentration and retention of the antioxidant in the film were investigated.
The best experimental conditions for the formation of the stable film and retention
of the Quercetin were obtained by deposition of 0.5 pL of PPO, followed by the
addition of 10uL of PLL (PLL / PPO). The voltammetric oxidation of 1.0 x 10° mol
L™ of Quercetin on the modified electrode by PPO / PLL films shows a pair of
redox peaks at +0.42 / +0.40 V whose the current is approximately two times
higher than the unmodified electrode. Using the technique of square wave
voltammetry, we constructed a calibration curve in the concentration range of 1.0 x
10® to 1.0 x 10 mol L. The limit of detection was 2,76 + 0,5 x 10 ° mol L™. The
proposed method was applied to the analysis of this antioxidant in green tea
samples and compared by high performance liquid chromatography with diode
array (HPLC/DAD), in which consistent results (7.36 £ 0.76 mg / g HPLC and 6 ,
60 = 0.80 mg / g) were obtained for quercetin in the sample. The modified
electrodes by PPO/PLL films, too, were used for the determination of catechin. A
pair of reversible redox peak at +0.46 / +0.42 V was obtained for the Catechin in
B-R buffer (pH 4). The calibration curve was obtained in the range of 1.0 x 10® to
7.5 x 107 mol L™ for using the differential pulse voltammetry. The method shows
the limit of detection of 6,2 + 0.4 x 10° mol L. The method was applied for the
determination of catechins in a sample of the ethanol extract of Vatairea
macrocarpa which was detected the concentration of 22.4 mg/g of catechin. The
proposed methodology showed consistent results when compared with the
spectrophotometric analysis used to test the method.

Keywords: modified electrodes; poly-L-lysine; polypropylene glycol; antioxidants.
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Antioxidantes

Os antioxidantes sdo agentes responsaveis pela inibicdo e reducdo das
lesGes celulares causadas pelos radicais livres. Eles podem ser compreendidos
como substancias que, quando presentes em baixas concentragcbes comparadas
ao substrato oxidavel, retardam ou inibem significativamente a oxidacdo daquele
substrato (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1989; HALLIWELL, 1990, SUNDQUIST,
BRIVIBA, e SIES, 1994). Em decorréncia da ineficiéncia parcial do sistema
antioxidante enddgeno do organismo humano, torna-se necesséria a contribuicdo
de antioxidantes obtidos através da dieta (PIETTA; SIMONETTI; MAURI, 1998).

Os antioxidantes presentes nas plantas podem atuar como agentes
redutores, sequestradores de radicais livres, inibidores de enzimas e como
quelantes de metais (WANG e LIN, 2000) e a maioria de seus efeitos
biologicamente ativos sdo derivados das fungdes antioxidantes (VELIOGLU et al.,
1998). O estudo de substancias naturais que apresentam efeitos antioxidantes em
nivel biolégico vem crescendo muito nos ultimos anos. Em geral, os agentes
antioxidantes protegem as células contra danos oxidativos ou atuam como
sequestradores de espécies reativas de oxigénios (EROSs), incluindo radicais
livres (HALLIWELL e GUTTERIDGUE, 1985). O desequilibrio entre a formacéo e
eliminacdo destas espécies oxidativas em organismos vivos esta relacionada a
diversas doencas, como cancer e a arterosclerose, além de aceleracdo dos sinais
de envelhecimento. Por isso, a ingestdo de antioxidantes através da dieta tem
uma importante funcao na prevencao destas doencas (BERG, 1999).

A oxidagcdo no sistema bioldgico ocorre devido a acao de radicais livres
presentes no organismo humano. Estas moléculas possuem um elétron isolado,
livre para se ligar a qualquer outro elétron, e por iSso Sdo extremamente reativas.
As EROs podem ser geradas por fontes enddgenas ou exdgenas. Os
antioxidantes de defesa tém funcdo de prevencdo da geracdo de EROs,
destruicdo de potenciais oxidantes e degradacdo das EROs formadas. Dessa

forma, os danos dos tecidos induzidos pelo estresse oxidativo sdo minimos
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(BENZIE, 1996). Os antioxidantes podem agir em diferentes niveis no processo
oxidativo: (1) sequestrando os radicais iniciais, (2) ligacao a ions metalicos, (3)
aprisionamento de radicais peroxilas e (4) remocdo de biomoléculas danificadas
pela oxidacao (BRIVIBA et al. 1993).

Assim, de modo mais geral um antioxidante biolégico é definido como
gualquer substancia que, presente em baixas concentracbes reduz ou previne
significativamente a oxidacdo de um substrato oxidavel (BENZIE, 1996).

Dentre varios compostos antioxidantes os compostos fendlicos tém
merecido destaque. As propriedades biolégicas dos compostos fendlicos estéo
relacionadas com a atividade antioxidante com que cada fenol exerce sobre
determinado meio, que por sua vez, depende da estrutura quimica. Usualmente,
esses compostos estdo divididos em grupos de: flavondides, triterpenos e
derivados dos acidos fendlicos, tais como: acidos benzoicos, acidos cinamicos e
seus derivados, curcuminas entre outros.(JACKSON, 1994).

Para BITSCH (1996), a maioria das substancias fendlicas presentes nos
alimentos pode ser classificada em dois principais grupos: os acidos carboxilicos
fendlicos e os flavondides. Os flavonoides sédo varias classes de substancias
naturais que contém dois anéis aromaticos unidos por uma cadeia de trés atomos
de carbono, que se encontram amplamente distribuidos no reino vegetal, com
diversas propriedades farmacologicas (HUTCHINGS, 1994). Dentre eles, os
flavondides derivados do 2-fenil-benzopireno séo classificados como o grupo mais
importante. Os principais subgrupos sdo as catequinas e proantocianidinas, as
antocianidinas e os flavonadis ou flavonas (HERRMANN, 1994). O reconhecimento
dos beneficios a saulde, por parte das catequinas e proantocianidanas, levou ao
uso de extratos de semente de uva como suplementagéo alimentar (LAPARRA;
MICHAUD; MASQUELIER, 1979, VAN ACKER et al., 1996; KAHKONEN et al.,
1999; SOARES, 2002).

De acordo com RICE-EVANS et al. (1996), as propriedades quimicas
relacionadas a atividade antioxidante dos polifendis, sédo correlacionadas a
capacidade dos grupos fendlicos de sequestrar radicais livres. Para esses
compostos serem definidos como antioxidantes, eles devem satisfazer duas
condicOes basicas: (i) prevenir a auto-oxidacéo ou a oxidacado gerada por radicais

livres, quando presentes em baixa concentracdo relativa ao substrato a ser
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oxidado, e (ii) o radical formado apés a ligacao deve formar produto final mais
estavel.

O conteudo dos compostos fendlicos, presentes nas frutas e hortalicas, é
um dos principais responsaveis pela atividade antioxidante destes alimentos e sua
concentracdo pode estar influenciada por fatores como: maturacdo, espécie,
praticas de cultivo, origem geogréfica, estdgio de crescimento, condicbes de
colheita e processo de armazenamento (KIM, 2003).

Como a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos esta diretamente
ligada a sua estrutura quimica, e capacidade de estabilizar radicais livres, alguns
pesquisadores enaltecem sua participacdo na prevencdo de processos
degenerativos celulares que provocam arteriosclerose, cancer e outras doengas
(MAMEDE; PASTORE, 2004, FRANKEL; WATERHOUSE; TEISSEDRE, 1995,
KOVAC e PEKIC, 1991).

Mais de 6.000 diferentes estruturas ja foram identificadas para flavondides
presentes em plantas e este niumero continua a aumentar (BOBBIO e BOBBIO,
1989; FENNEMA, 1993; SLUIS et al., 2001; AHERNE e OBRIEN, 2002;
CORDENUNSI et al., 2002). Dentre esses flavondides, os que merecem destaque

sdo: a quercetina e a catequina, objetivo de interesse no presente trabalho.

1.2 - Métodos analiticos para analise de antioxidantes

Atualmente, ha um crescente interesse no estudo de alimentos e plantas
com comprovada acdo antioxidante, devido ao elevado potencial econédmico. Na
busca de novos agentes que possam atuar como supressores de radicais livres,
muitos métodos tém sido propostos para testar as propriedades antioxidantes de
amostras bioldgicas, frutas, extratos de plantas e substancias puras, sendo estas
amostras submetidas a diversos ensaios “in vitro” (PRIOR e CAO, 1999).

Os métodos cromatograficos, por serem mais seletivos, permitem separar e
quantificar individual ou simultaneamente cada um dos compostos polifendlicos
presentes na amostra. Portanto, é possivel determinar se uma, entre as varias
classes dessas substancias, € mais representativa que outra.

Com relacédo aos métodos espectrofotométricos, substancias fendlicas tém
espectro caracteristico na regido ultravioleta. Sendo assim, estes métodos tém

sido usados para detectar adulteragdo em suco de laranja (ESCARPA e
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GONZALEZ, 2001; BOCCHI et al., 1996). No entanto, geralmente empregam
reacfes de oxidacdo e ndo € possivel quantificar classes especificas desses
compostos, uma vez que apresentam bandas de absor¢do muito proximas entre
si. Embora haja alguma controversa com relacdo a seletividade dos métodos
colorimétricos, muitos métodos sdo empregados para determinagdo de polifendis
totais. Por exemplo, Dressler, Machado e Martins (1995) e Celeste et al.(1994)
tém usado métodos baseados em etapas de oxidacdo com reagente de Folin-
Ciocalteu em meio basico para determinacdo de taninos e polifendis totais,
respectivamente.

Dentre os principais métodos encontrados na literatura, destaca-se o teste
de inibichio do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-pricil-hidrazil)  por
espectrofotometria na regido do visivel que é estavel a temperatura ambiente.
Esta supressdo é acompanhada pela mudanca da coloracéo violeta do DPPH em
solucéo etandlica quando em estado radicalar, monitorando a banda de absorcao
caracteristica no espectro visivel no comprimento de onda em 517-518 nm (Amax =
9660/M/cm). Quando o DPPH-H volta ao estado reduzido, este se torna
transparente. A solucao etanélica/DPPH em contato com o material a ser testado,
deste modo, diminui proporcionalmente a atividade antioxidante da amostra em
estudo (NEILL et al., 2002; NAIK et al, 2002). Apesar de amplamente usado na
literatura e grande simplicidade, seu emprego € limitado devido a baixa
sensibilidade e alto custo do reagente DPPH.

A quantificacdo de antioxidantes em alimentos e plantas tem despertado
grande atencdo na quimica analitica, tanto para desenvolvimento de métodos
analiticos necessarios para sua identificacdo e quantificacdo, quanto para
entender 0s seus processos de atuacdo no metabolismo humano.

Métodos analiticos mais comumente encontrados na literatura para sua
direta quantificacdo baseiam-se principalmente nas técnicas cromatograficas e
espectrofotométricas. Estes trabalhos envolvem cromatografia gasosa e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com diversos tipos de detectores.
Usando estes métodos € possivel determinar compostos fendlicos por CLAE em
suco de laranja, ap0s etapa de derivatizacdo e/ou extracdo em fase-sdlida
acoplada com ultravioleta, arranjo fotodiodo e deteccao fluorescente (ROBARDS
e ANTOLOVICH, 1995; BOCCHI et al, 1996; MOSKVIN et al, 1999;
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KARAVICOKA e SIMKO, 2000; MILLER et al., 1997; CHRISTOFERSEN e
CARDWELL, 1996).

O uso da voltametria para a determinacao da capacidade antioxidante total
em diferentes amostras tem sido bastante empregado. O uso de técnicas
voltamétricas pode também ser uma importante ferramenta para a avaliacdo da
capacidade antioxidante de varios polifendis e suas misturas (HOTTA et al., 2001;
CHEVION, ROBERT, CHEVION, 2000, MANNINO et al., 1998) através da
avaliacdo de suas propriedades redox. O grupo fendlico dos flavonoéides pode ser
eletroquimicamente oxidado, e a maioria dos flavondides mostra pelo menos um
pico anddico (YANG et al., 2001) e seus comportamentos voltamétricos podem
ser comparados ao sequestro dos radicais livres através do teste com radical 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), (HOTTA et al., 2002).

A técnica voltamétrica mostrou ser uma ferramenta instrumental
conveniente, e tem sido aplicada para a quantificacdo dos antioxidantes de baixo
peso molecular (ABPM) hidrofilicos e lipofilicos presentes em amostras de plasma
sanguineo e extrato de pele (KOHEN, et al., 2000; CHEVION, et al., 2000).

CHEVION et al. (1999) também empregaram a voltametria ciclica para
avaliar a capacidade antioxidante total de vegetais e frutas. Os ABPM foram
extraidos de diversos vegetais, como couve-flor, tomate, batata, brécolis etc., e a
recuperacédo para vitamina C foi 93%. Os trabalhos de KILMARTIN et al. (2001,
2003) apresentam metodologias utilizando a voltametria ciclica como ferramenta
adequada para caracterizar e quantificar antioxidantes em vinhos, infusées de cha
verde e preto e também em café.

A voltametria ciclica foi usada para a determinacéo da contribuicdo relativa
de compostos antioxidantes fendélicos em suco de laranja processado (SOUSA et
al., 2004). Os grupos hidroxila, presentes nos compostos fenadlicos, sdo oxidados
via transferéncia de dois elétrons levando a geracdo de uma quinona depois da
liberacdo de 2H'. Os autores observaram que quanto maior o nimero de
hidroxilas no anel aroméatico dos compostos analisados, menor o potencial de pico
e, portanto maior sua atividade antioxidante.

O extrato aquoso de uma erva natural Terminalia chebula foi testado pelo
potencial atividade antioxidante (NAIK et al., 2002). O extrato mostrou ser um
excelente sequestrador do radical DPPH. Para entender o principio ativo

responsavel pela sua atividade, foi feita analise do extrato por HPLC constando a
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presenca de compostos tais como, acido ascorbico, acido gélico e acido elagico.
Ainda no mesmo trabalho, utilizou-se a voltametria ciclica, para confirmar a
atividade antioxidante do extrato.

BRETT et al. (GHICA, BRETT, 2004; BRETT, GHICA, 2003; JANEIRO,
BRETT, 2005) tém estudado o processo de eletro-oxidacdo de flavondides, tais
como: rutina, quercetina, catequina respectivamente no qual envolve uma etapa
de adsorcao de intermediarios na superficie eletrédica do carbono vitreo.

Um biossensor amperométrico de pasta de carbono foi desenvolvido para a
determinacao de polifendis em extratos vegetais (MELLO, 2003). O biossensor foi
preparado com o compadsito de silica-titanio, DNA e peroxidase. Essa imobilizacdo
foi feita empregando a adsorcao e ligacéo cruzada usando glutaraldeido 5% (m/v)
seguido de secagem em temperatura ambiente. Apés a homogeneizacdo com po
de grafite e 6leo mineral, essa pasta foi colocada na cavidade de 1mm entre as
paredes de um tubo de vidro selado na extremidade com um disco de platina.
Apos otimizar todas as condi¢cdes experimentais, 0 biossensor apresentou curva
analitica em um intervalo de concentracdo de &cido clorogénico de 1 a 50,0 pmol
L. Os resultados foram comparados com aqueles obtidos empregando-se o
método de Folin-Ciocalteu.

Um estudo eletroquimico detalhado de quatro flavondides, incluindo a
rutina com identificacdo de seus produtos de oxidacdo sobre eletrodo de carbono
vitreo foi investigado por HENDRICKSON (1994), utlizando técnicas de
voltametria ciclica e disco rotatorio.

A quantificacdo da rutina em cha foi investigada por MALAGUTTI, 2006,

usando voltametria de onda quadrada sobre eletrodo de carbono vitreo e eletrodo
compésito de grafite/poliuretana. O limite de deteccdo foi de 7,1x10°mol L™ para
o eletrodo modificado e de 1,7 x 10® para mol L™ para o eletrodo de carbono
vitreo.
A aplicacdo de eletrodos modificados pela adi¢cdo direta de poli acido glutamico
(1,0%) mostrou-se eficaz na pré-concentracdo acido caféico sobre a superficie
eletrodica, na quantificacdo do mesmo em amostras de vinho tinto. Os valores
encontrados foram concordantes com o apresentado na literatura e a validacao do
método confirma sua sensibilidade. (SANTOS et al., 2005).

1.3 - Eletrodos modificados
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O aumento na demanda de testes analiticos cada vez mais sensiveis,
rapidos, simples e econdmicos para determinacdo de compostos bioldgicos
importantes tem motivado inUmeros pesquisadores na busca por sensores
eletroquimicos que atendam a essas exigéncias. Consequentemente, muito
esforco tem sido despendido na modificacdo de eletrodos de platina, ouro,
carbono vitreo e outros.

A imobilizacdo de microestruturas quimicas na superficie de eletrodos tem
apresentado notavel crescimento na eletroquimica nos ultimos anos (MURRAY,
1984, 1987; ABRUNA, 1986; WANG, 1991). Um eletrodo utilizado como suporte
para a construcdo de um eletrodo modificado funciona como um conector para o
fluxo de elétrons em um circuito eletrénico apropriado proporcionando condi¢cdes
para que possa ocorrer a transformacao redox com filme imobilizado. Comparado
a um eletrodo convencional, um maior controle das caracteristicas e reatividade
na superficie de um eletrodo modificado podem ser alcangados.

Uma forma conveniente de incorporacdo de um modificador na superficie
de um eletrodo pode ser realizada simplesmente pela utilizacdo de uma camada
de um filme polimérico. Muitos polimeros sédo aplicados para revestir superficies
eletrodicas simplesmente pela combinacao de propriedades de adsorcao, atracao
eletrostatica e baixa solubilidade na solucao eletrolitica, ou ainda pela utilizagao
de polimeros pré-formados ou obtidos através de polimerizacéo eletroquimica.

A vantagem de pré-concentracdo de espécies, observada com a utilizacéo
de um eletrodo modificado, pode ser obtida através do recobrimento de uma
superficie com uma fina camada de um filme de um polimero de troca ibnica
(UGO, 1995).

O sucesso da pré-concentracdo e determinacdo eletroquimica de um
analito sobre um eletrodo recoberto com um filme polibnico comeca com a
escolha do polimero de troca-ibnica e da variedade de técnicas disponiveis para
deteccéo, tais como: voltametria de varredura linear, de onda quadrada e pulso
diferencial e voltametria de re-dissolucdo utilizando-se eletrodo rotatério entre
outras.

O estudo do comportamento eletroquimico dos eletrodos modificados com
poliaminoé&cidos ibnicos e suas interagdes com compostos de interesse bioldgico

e farmacéutico sdo de grande importancia ndo s6 na area da eletroanalise, mas
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em outras areas correlacionadas, tais como aquelas envolvendo a saude humana,
uma vez que pode ser usado como modelo de interagdes mais complexas.

Dentre estes modificadores, polieletrdlitos sintéticos tém recebido particular
atencdo, devido a sua importancia como modelos simplificados de polieletrélitos
naturais tais como, proteinas e &cidos nucléicos. O uso destes polieletrolitos
sintéticos como reagentes ancorados em superficies eletrodicas, tem permitido,
além do estudo de interacbes mais complexas, aumentar a seletividade e
sensibilidade analitica de métodos de deteccdo através de etapas de pré-
concentracdo ocorrida através de interacfes especificas de grupos do
polieletrdlito e a espécie eletroativa.

A escolha do polimero de troca-ibnica a ser usado como modificador tem
levado em consideracao, principalmente, a facilidade de se obter filmes estaveis e
reprodutiveis sobre a superficie eletrédica. A deposicdo do filme pode ser obtida
de diferentes maneiras, onde alguns métodos tém sido mais empregados
(MURRAY, 1984). O procedimento mais simples é baseado na adicdo do
polimero sobre a superficie eletrédica, seguida de lenta evaporacdo do solvente.
Outro procedimento bastante efetivo € a preparacdo envolvendo eletro-
polimerizacdo, baseada principalmente na oxidagdo de precursores monomericos
eletroativos (MURRAY, 1984; HILLMAN, 1987). Adicionalmente, algumas vezes, a
estabilidade da camada polimérica € melhorada utilizando-se reagdes inter-

cruzadas atraves de adicdo de contra-ions ou irradiagéao.

1.4 - Eletrodos modificados por filmes de Poli-L-Lisina

Baseados nas propriedades destes poliaminoacidos, em especial a da Poli-
L-Lisina (PLL) e suas facilidades em modificar uma superficie eletrodica, com
propriedades de troca ibnica ou de promover uma acao eletrocatalitica, o sistema
tem grande potencial para o estudo da interacdo com substancias que
apresentam atividade antioxidante.

Sendo assim, polimeros derivados do poliaminoacido PLL podem ser
usados com sucesso no desenvolvimento de sensores eletroquimicos atraves de
métodos simples e rapidos na preparacao e obtencéo de eletrodos modificados.

O polimero PLL é um poliaminoacido sintético obtido pela condensacao de

varias unidades de seu mondmero, lisina. Esta unidade monomérica é um o-
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aminoacido dotado de uma cadeia de hidrocarbonetos com cinco grupamentos
CH, e outra funcdo-NH, em posicdo . Comercialmente, pode ser encontrado
sobre diversos pesos moleculares resultantes do nimero de unidades matriciais
utilizadas para sua confeccdo. O polimero apresenta um pK,= 10,7 (ANSON,
1983).

De acordo com a literatura (IMMANENI, 1998; DAVIDSON, 1967), as
reacdes de formagdo do polimero ocorrem entre as unidades monoméricas da
lisina através da formacédo de ligacBes peptidicas entre os residuos o (-NHy) de
uma unidade com o terminal (-OH) da funcéo carboxilica de outra matriz gerando
a correspondente funcdo peptidica. A estrutura final do polimero apresenta as

funcBes peptidicas e o terminal € (-NH,) conforme mostra a Figura 1.

Figura 1 - Estrutura molecular da Poli-L-Lisina.

A modificacdo de eletrodos com PLL tém sido investigada por diversos
autores, utilizando-se diversos materiais eletrodicos, e diferentes técnicas de
recobrimento nas aplicacfes analiticas. O uso de eletrodos recobertos por filmes
de polieletrolitos com possibilidades analiticas tem se baseado em mecanismos
tipicos de troca-ibnica, na incorporacdo de pares redox no recobrimento
polimérico conferindo propriedades eletro-cataliticas ao eletrodo ou ainda, com
caracteristicas ligantes capazes de interagir especificamente com o analito
através de reacdes de complexacdo (UGO e MORETTO1995).

Os estudos pioneiros foram demonstrados por ANSON et al., 1983a, 1983b
no qual estes estudos mostram que solugdes aquosas de PLL quando aquecidas
a 80°C sobre eletrodo de grafite, promovem a aderéncia do polimero a superficie
eletrodica, com mudanga na sua conformacéo a-helicoidal para a conformacéo p-
laminar.

Desde 1995, MIZUTANI e colaboradores tem trabalhado intensamente na

construcdo de biossensores com eletrodos modificados com PLL. Eletrodos de
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carbono vitreo modificados por membranas poliibnicas complexas, formadas por
sanduiches de PLL e poli-(4-estirenosulfonato)(1995a), foram preparados pelos
autores e utilizados como biossensores amperomeétricos em imobilizacdo de
lactato oxidase (1995b), colina oxidase, glucose oxidase (1996) e NADH (2000).

A utilizacdo de PLL na modificacdo de eletrodo de mercurio foi investigada
por FOGG et al., 1994a, 1994b. A aplicacao do eletrodo de mercurio modificado
com PLL foi realizada na analise de compostos farmacéuticos anidnicos, tais
como; nitroprussiato de soédio que é usado como vasodilatador no controle da
presséao arterial e nedocromil de sédio que é usado como droga antiasmatica. Um
aumento de sensibilidade foi observado em relacdo ao eletrodo de mercurio
convencional.

Do mesmo modo, a utilizacdo da PLL no recobrimento do eletrodo de
mercurio, também, permite a analise voltamétrica de ceftazidima em matrizes
biolégicas. A adicdo de PLL na célula eletroquimica provoca grande incremento
de corrente, propiciando um método sensivel e seletivo para analise de
ceftazidima em urina humana cujo limite de deteccéo encontrado foi de 1,0x10™°
mol L'* (FERREIRA, et al., 1999).

CAMPBELL, 2001 mostra que os grupos amino da PLL podem ser
utilizados na complexacdo com derivados da vitamina Bi,. As propriedades
cataliticas deste complexo foram avaliadas e mostraram eficiéncia na reducéo de
alcenos halogenados. Um sensor eletroquimico foi construido para monitorar a
formacédo do etanol durante processos de fermentacdo. O sensor é baseado na
deteccdo amperométrica pulsada usando as disposi¢cdes do microelétrodo de
platina modificadas com uma membrana PLL e PVC (WARRINER et al., 2002).

A aplicabilidade de eletrodos recobertos por filmes de PLL tem sido
investigada como modelo de polieletrolitos eletricamente carregados capazes de
modificar a superficie de diversos materiais eletrodicos, e como potencialidade
para a determinacdo de compostos farmacéuticos importantes (PEREIRA, et al.,
2004).

PEREIRA et al., 2004 mostraram que a utilizacdo de glutaraldeido (GA),
em reacdo cruzada com PLL, tem melhorado sensivelmente a aderéncia e
retencdo do poliaminoacido na superficie do eletrodo de carbono vitreo,
permitindo analisar com alta estabilidade e sensibilidade o par ferri/ferrocianeto

presente em solugdo aquosa. Neste caso, os filmes de PLL aderiram melhor a



41

superficie do eletrodo de carbono vitreo quando a PLL foi entre-cruzada
parcialmente por meio do GA. Uma composi¢cdo do fiime de PLL e GA de
97,5%/2,5% confere boa adeséo e retém a potencialidade de troca aniénica do
PLL. O eletrodo modificado foi aplicado para a determinacdo do iodeto
envolvendo a oxidagdo ao iodo. O meétodo foi aplicado com sucesso a
determinacao do idoxuridina em amostra de urina (PEREIRA et al., 2005).

O eletrodo modificado por filmes de PLL/GA foi empregado na analise de
nitroprussiato de sodio, um vasodilatador comercial. A faixa de resposta linear do
nitroprussiato em tampéo B-R (pH 4,0) foi 1,0 x 10 ®a2,0x 10 > mol L* e o e
limite de deteccéo foi 1,0 x 107 mol L™*. O sensor voltamétrico foi aplicado
diretamente a determinag&o do nitroprussiato em plasma humano e amostras de
urina e a recuperacdo média para essas amostras foi cerca de 95-97%, sem
qualquer pré-tratamento. (PEREIRA e ZANONI 2007).

Os filmes de PLL / GA foram testados para determinacdo do corante
reativo Cibacron Blue F3GA (CB). Os filmes podem ser usados para detectar
niveis baixos do corante usando seu pico da oxidacdo em +0.75V por voltametria
ciclica. O método descrito foi aplicado para a determinacdo do corante em agua
da torneira e amostras coletadas do reservatério de tratamento municipal com
uma recuperacéo de 89,2% + 5,4 e 88,0% + 6,5, respectivamente (VIANA et al.,
2006).

Embora recobrimentos da superficie eletrodica de carbono vitreo com
filmes de Poli-L-Lisina sejam bem explorado, a maioria dos estudos mostra que
sua aderéncia a superficie € limitada e melhores sensores sao construidos
guando outros agentes ancorantes sao usados como no caso do glutaraldeido
gue permite fixacdo do poliaminoacido a superficie. Deste modo, foram
exploradas outras formas de imobilizagcdo da PLL na superficie usando matrizes

hibridas (organica-inorganica) obtidas pelo processo sol-gel.

1.5 - Filmes de siloxano-polipropilenoglicol (PPO) preparados por método

sol-gel

A formacéo de filmes hibridos, obtidos pelo processo sol-gel, pode oferecer
uma matriz fisico-quimicamente apropriada para imobilizacdo eficiente de
diferentes compostos (GILL, BELLESTEROS, 1998). No processo sol-gel,
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usualmente, uma molécula do precursor metal alcooxido de baixo peso molecular
(tretrametoxisilano ou tretraetoxisilano), é primeiramente hidrolisado na presenca
de agua, catalisador acido e solvente. A hidrdlise resulta na formacao de grupos
silandis (Si-OH) que reagem para a formacdo de uma suspensao coloidal (sol) e
eventualmente gel. Depois desse processo, 0s solventes sdo evaporados para
formacdo uma rede de poros sub-micrométricos e cadeias poliméricas. O
tamanho da cadeia polimérica (parte organica da molécula) influéncia a
compactacdo das cadeias, assim como, o tamanho dos poros formados. Outro
fator importante € o catalisador empregado durante a poli-condensacdo do
precursor, na qual ha o empacotamento dos atomos de silicio, conferindo maior
rigidez a matriz polimérica. Essa € uma caracteristica importante no filme para
gue o material fique retido (ocluido) no interior dessa matriz hibrida em solugcbes
aguosas para gque nao seja lixiviado para solucéao.

Diante das vantagens demonstradas pelas matrizes hibridas, é de
interesse deste trabalho avaliar a utlizacdo de filmes de siloxano-
polipropilenoglicol (PPO) preparados pelo processo sol-gel (DAHMOUCHE et al.
1999), com a estrutura semelhante a mostrada na Figura 2, na tentativa modificar
eletrodos de carbono vitreo e aumentar a aderéncia do poliaminoacido PLL na

superficie.

(2x) 3(OE1)-Si-(CH,);—N=C=0(alco6xido de silicio modificado)
+
(lX) 2NH—CH(CH3)—CH2—(PPO)n—O—CH2—CH(CHg)—NHz(PPO mOdificadO)

3(OEt)-Si-(CH,)3—NH—(C=0)-NH-CH(CHj3)-CH,-(PPO),—0O-CH,-CH(CH3)-NH-(C=0)-NH-
(CH2)s-Si-(OEt);
(Precursor Hibrido Siloxano-poli(propilenoglico)

Vv 6 H,OHIDROLISE
3(OH)-Si-(CH;)3—NH-(C=0)-NH-CH(CHj3)-CH,-(PPO),—O-CH,-CH(CH3)-NH-(C=0)-NH-
(CH,)s—Si-(OH); + 6EtOH

CONDENSACAO
HO-Si-(CH,)3-NH-(C=0)-NH-CH(CHj3)-CH,-(PPO)n-O-CH,-CH(CHz)-NH-(C=0)-NH-
(CHy)3-Si-0-Si-(CH3)3-NH-(C=0)-NH-CH(CHz3)-CH,-(PPO),-O-CH,-CH(CH3)-NH-(C=0)-
NH-(CH,)3-Si-OH + H,O

Figura 2 - Esquema de reacdes da sintese e policondensacédo dos precursores hibridos siloxano-
PPO. (Tagliavini et al. 2008)
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Considerando as caracteristicas e os éxitos das aplicacdes de eletrodos
modificados com PLL, aliados a capacidade de promover interacdo eletrostatica
com anions, ou exibir grupos amino na forma nao-protonada disponiveis para
reacdes especificas com moléculas portadoras de hidroxilas, seria bastante
relevante investigar novos métodos eletroanaliticos para determinacdo de
flavondides em meio aquoso utilizando eletrodos de carbono vitreo modificados
por filmes de PLL.

Dentro deste contexto, é de interesse desenvolver sensores voltamétricos
para determinacdo de dois flavondides, quercetina e catequina em amostras de

cha verde e extratos de plantas.

1.6 - Quercetina e Catequina

Quercetina (QT) é um flavondide de ocorréncia generalizada em plantas
(alcaparra, brocolis, alface, espinafre) e alimentos de origem vegetal (cebolas,
macas além de varios chas). Apresentam em sua estrutura quimica (Figura 3)
grupos hidroxilas adjacentes (orto-difendis), localizados no anel B da molécula
duplas ligacbes nos anéis benzénicos e dupla ligacdo da fungcédo oxo (-C=0), que

em conjunto conferem a esses compostos, alta atividade antioxidante.

Figura 3 - Estrutura quimica do antioxidante quercetina.

Seu comportamento eletroquimico tem sido investigado em diferentes
materiais eletrodicos por diversos autores (ZARE, NAMAZIAN E NASIRIZADE,
2005; ZIELINSKA, NAGELS E PISKULA, 2008, TIMBOLA et al. 2006), bem como
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na determinacdo da capacidade antioxidante em produtos usados na alimentacao
humana (OSMAN, MAKRIS E KEFALAS, 2008).

Segundo (BRETT e GHICA, 2004), a oxidagcao eletroquimica mostra trés
picos de oxidacdo e um pico de reducdo dependente das condi¢coes
experimentais. Um processo de oxidacao envolvendo dois protons e dois elétrons
no primeiro pico conduzem a formacao da orto-quinona correspondente.

As catequinas (CT) sé@o encontradas em varias frutas, no vinho tinto, mas
as maiores fontes sdo o cha verde e o chocolate (MANACH, 2004), cuja estrutura

guimica é mostrada na Figura 4.

Figura 4 - Estrutura quimica do antioxidante catequina.

A catequina como outros flavonodides, apresenta uma estrutura com dois
anéis aromaticos que sao ligados por trés atomos de carbono que formam um
heterociclo oxigenado (MANACH, 2004). O numero de grupos hidroxilas nas
moléculas da quercetina e catequina no anel B € o mesmo, mas a atividade
antioxidante dessas moléculas é bem diferente. A dupla ligacédo na posicédo 2,3 e
a funcdo oxo (-C=0) no anel C da quercetina promovem uma maior atividade
antioxidante quando comparado com a catequina. Entretanto, ndo sao apenas 0s
grupos hidroxilas do anel C que sao importantes para a atividade antioxidante dos
flavondides. Os grupos substituintes no anel B tém papel relevante nesta
atividade, por ativar/desativar o grupo hidroxila, o qual € responsavel pela maior
atividade antioxidante em relacdo a catequina, mas nao em relacéo a quercetina.
(RICE-EVANS et al., 1995).

O interesse na quantificacdo de catequina esta relacionado a sua
identificacdo e validacdo de seus beneficios potenciais em termos de saude
humana. A catequina tem sido correlacionada & varios efeitos biolégicos e

farmacoldgicos, incluindo antioxidante, anti-carcinogénica, anti-mutagénica, anti-
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inflamatorio, e as atividades antimicrobiana além de poder combater os radicais
livres que danificam as células humanas sob condi¢bes oxidativas causando
perturbacdes graves no metabolismo celular (MASUKAWA, 2006).

A determinacdo e quantificacdo de catequinas por HPLC tém ocorrido
particularmente com detectores espectrofotométricos na regido do ultravioleta
(MERKEN e BEECHER, 2000; DALLUNGE e NELSON, 2000, WANG, PROVAN e
HALLIWELL, 2003), fluorimétricos (NAGAOKA, TOYOSHIMA e TAKEDA, 2002),
de massa (DALLUGE e NELSON, 2002) e eletroquimicos (SANO et al., 2001).

O mecanismo de oxidacdo eletroguimico da catequina foi investigado
previamente por JANEIRO e BRETT (2004), em ampla faixa de pH, utilizando as
técnicas de voltametria ciclica, pulso diferencial e onda quadrada. O mecanismo
de oxidacdo ocorre segundo etapas bem definidas envolvendo o grupamento
catecol e é dependente do pH. A oxidacédo do catecol (3,4-dihidroxila) ocorre em
potenciais positivos muito baixos, e € uma reacao caracterizada por um processo
reversivel.

Deste modo, pretende-se imobilizar filmes de poli-L-lisina sobre o filme de
PPO (PLL/PPO) diminuindo a possibilidade de lixiviacdo pelo encapsulamento da
mesma no interior do polimero. O eletrodo assim modificado serd empregado na
determinacdo destes antioxidantes em amostras complexas de cha verde e

extrato bruto etandlico de Vatairea macrocarpa.

1.7 - Chaverde

A Camellia sinensis (L) O Kuntze € uma planta da familia Theaceae,
conhecida popularmente por cha verde ou “green tea”. Suas folhas secas
possuem cerca de 30% de compostos polifenolicos, cuja principal atividade
terapéutica é sua propriedade antioxidante (SIMOES et al., 2004). O cha, uma
das bebidas mais consumidas no mundo, € uma das fontes mais ricas em
flavondides. Produzidos a partir de folhas de Camelia sinensis, o cha verde e
preto sdo largamente consumidos em paises orientais e ocidentais,
respectivamente. O cha verde é constituido de folhas secas colhidas de diferentes
partes da planta, o que determina os varios tipos de chas disponiveis. J4 o cha

preto passa por diversas etapas de processamento, dentre elas a de
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“fermentacdo”, que consiste, na verdade, de uma oxidacdo enzimatica dos
flavandis a teaflavinas, que constituem um grupo caracteristico deste tipo de cha.

Os flavonadis, quercetina, miricetina e kaempfero foram quantificados em
diversos tipos de chas, encontrando, para cha verde, teores 1,3 para miricetina,
1,6 para quercetina e 1,5 para kaempferol em mg/g de folha seca. (TOYODA et al.
,1997)

Os pesquisadores, WANG e HALLIWELL (2000), encontraram valores
entre 0,8 a 1,6 e 0,2 a 0,5 de miricetina; 1,8 a4,0 e 1,0 a 3,0 de quercetinae 1,6 a
3,3 e 1,7 a 2,3 de kaempferol em mg/g de folha seca de quatro tipos de cha verde

e dois tipos de cha preto, respectivamente.

1.8 - Extrato bruto etandlico da entre-casca da Vatairea macrocarpa

No Brasil, quase toda a populacdo faz uso de plantas medicinais
(TEIXEIRA et al.,, 2006); o uso das plantas é, em muitos casos, Unico recurso
terapéutico disponivel. Os conhecimentos etnoboténicos (cultura popular),
freqlentemente, guiam as pesquisas com produtos naturais, podendo contribuir
para descobertas de farmacos. A importancia e a potencialidade quimica das
plantas medicinais podem ser identificadas com dados obtidos em pesquisas
cientificas, onde se constatou que aproximadamente 25% dos medicamentos
prescritos em todo mundo, originam-se de plantas com compostos ativos
utilizados em uso comum, (RATTES, 2001). O termo planta medicinal (CALIXTO,
2000) pode ser definido como plantas utilizadas para aliviar, prevenir e curar
certas doencas e disturbios fisioldgicos.

A Vatairea macrocarpa (Benth) Ducke (Leguminoseae) é uma arvore
selvagem nativa de flora brasileira e amplamente distribuida em todo o territorio
brasileiro. E conhecida como Amargosa, por seu gosto amargo, maleiteira ou
como Angelim do Cerrado. O cha da Vatairea macrocarpa € extensivamente
usado na medicina popular para tratar sintomas de diabete (GUARIM NETO,
MORAIS, 2003). O uso tradicional recomenda ferver um pedaco da entrecasca de
qual um cha avermelhado amargo € obtido com um rendimento de 2.5% (v/v) de
extracdo. Na medicina popular, o cha da entrecasca desta planta € extensamente
usado no combate de Diabetes Mellitus. A atividade anti-diabética do extrato bruto

etanodlico da entre-casca Vatairea macrocarpa, testada em ratos, mostrou que a
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longo prazo seu uso poderd ser Util no tratamento de condi¢cdes diabéticas
(OLIVEIRA, et al. 2008). Em estudos recentes, foram isolados do extrato da entre-
casca da Vatairea macrocarpa, dois flavonodides a catequina e epicatequina, tendo

uma maior porcentagem de massa a forma catequina (PEREIRA, 2008).
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2 - 0OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho é modificar eletrodos de carbono vitreo
com filmes do poliaminoacido poli-L-lisina usando diferentes modos de
imobilizacéo, dentre eles o uso de filmes hibridos de siloxano-polipropilenoglicol
(PPO) preparados por sol-gel. Considerando as caracteristicas dos eletrodos
modificados com PLL, aliados a capacidade de promover interacéo eletrostatica
com anions, ou reacbes especificas com moléculas portadoras de hidroxilas,
pretendem-se aplicar estes eletrodos na determinacdo de dois flavonoides,
guercetina e catequina em amostras de cha verde e extratos de plantas,

respectivamente.
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3. - PARTE EXPERIMENTAL

3.1 — Reagentes, solucdes, solventes e amostras

3.1.1 — Reagentes

Os padrdes dos flavonéides utilizados nos experimentos foram quercetina
(QT), rutina (R) e catequina (CT) obtido da Sigma-Aldrich. Os &cidos fendlicos
foram os &cido caféico (AC), acido clorogénico (ACI) e acido géalico(AG) obtidos
da Fluka e acido ascorbico(AA) da Merck.

Os reagentes utilizados em solucdes de eletrélito de suporte foram
adquiridos das seguintes companhias: éacido acético, acido borico, acido
ortofosférico e hidroxido de sodio (Merck), todos foram de grau de pureza
analitico. E para os experimentos cromatograficos foram utilizados solventes
Metanol (J. T. Baker) e acido férmico (Merck) grau HPLC.

3.1.2 — Solucdes e solventes

SolucBes estoque de Q, CT, R, AA, AC, ACl e AG (0,01 mol L) foram
preparadas a partir da dissolugcdo de quantidades apropriadas do soluto em
metanol (grau HPLC, J. T. Baker) mantidas sob refrigeracdo até a sua utilizacao.
Solucdes diluidas na concentracdo desejada foram preparadas imediatamente
antes das analises por diluicdo de aliquotas da solucdo estoque ou por adicdo de
aliquotas da solucdo estoque diretamente na célula eletroquimica contendo o
eletrdlito suporte.

Para as analises cromatograficas as solucdes estoques dos padrdes foram
fitradas em filtro MILLEX MilliPore (0,45 um). Metanol (J. T. BAKER), éacido
férmico (MERCK) e agua desmineralizada e deionizada em sistema Millipore
(Milli-Q) foram utilizados como fase mével para a separagédo dos antioxidantes
As solucdes tampao usadas como eletrélito suporte foram preparadas da seguinte

forma: Tamp&o Britton-Robinson (B-R): mistura de &cido acético 0,04 mol L™
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(Merck), acido bérico 0,04 mol L™ (Merck) e &cido ortofosférico 0,04 mol L™
(Merck). Ajustando-se o pH desejado com hidréxido de sédio 1,0 mol L™ (Merck).

Previamente as medidas eletroquimicas, todas as solucdes foram
submetidas a desoxigenacdao através de borbulhamento de gés nitrogénio durante
dez minutos. As vidrarias foram previamente lavadas com solugdo de Extran
basico e dgua destilada e quando necessério colocado no aparelho de Ultra-som
(Odontobras 1440D) e posteriormente seco em estufa a 80°C.

Solucédo de trabalho do polimero Poli-L-Lisina (Sigma) (peso molecular =
32.400) foi obtida pela dissolucdo direta de 25 mg do composto em 2,5 mL
(solugdo a 1%) em agua purificada de qualidade Milli-Q. Aliquotas de 0,1 mL
foram mantidas em frasco hermeticamente fechado em freezer e descongeladas
diariamente para uso. A solucao alcodlica utilizada como catalisador da reacéo de
policondensacdo da matriz hibrida foi fluoreto de aménio [NH4F] / [Si] = 1,0 x 10’3

mol L.
3.1.3 — Sintese do precursor

Uma classe de nanocompdsitos correspondente aos hibridos siloxano-
poliésteres (siloxano-polipropilenoglicol) foi utilizada para a formacdo dos filmes
hibridos organico-inorganico preparados por processo sol-gel.

O precursor foi obtido (DAHMOUCHE, et al., 1997) a partir da reacédo do
alcooxido de silicio modificado 3-isocianatopropiltrietoxisilano (ISOTrEOS) e o
polimero derivado do siloxano-polipropilenoglicol modificado (NH»-(PPO),-NH.),
de nome comercial Jeffamine (o sub-indice n indica a repeticdo do monémero).
Quantidades equimolares de IsoTrEOS e 0,0 Bis((2-aminopropil)-
polipropilenoglicol) (MM = 4000) foram misturadas adequadamente em
tetrahidrofurano (THF) e mantidos sob agitacdo e refluxo a 80°C por
aproximadamente 20 horas. Em seguida o solvente foi extraido com o auxilio de
um evaporador rotatério acoplado a uma bomba de vacuo, obtendo-se o hibrido
siloxano-polipropilenoglicol puro. A solucdo do precursor hibrido foi armazenada
em frasco de vidro e mantida em dessecador.

O precursor foi submetido a reacao de hidrélise e condensacéo resultando
na formacéo de um filme. As quantidades adotadas na preparacdo dos filmes

hibridos organicos-inorganicos foram as seguintes: 1,0 g de precursor, 2,0 mL de
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etanol contendo o catalisador da reacdo de condensacédo NH4F=1,0 x 10 mol L™,
0,4 mL de agua. ApGs agitacdo, obteve-se um sol homogéneo e transparente. Os
filmes obtidos foram utilizados apenas para melhor aderéncia do poliaminoacido
PLL.

3.2 — Experimentos voltamétricos e ponteciométricos

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando-se um
potenciostato/galvanostato  AUTOLAB modelo PGSTAT 30 (Eco Chemie)
interfaceado a um microcomputador e gerenciado pelo software GPES 4.9 (Eco
Chemie) para aquisi¢do dos dados. Um sistema convencional de trés eletrodos foi
usado, composto por um eletrodo de carbono vitreo (ECV) (didametro de 2,0 mm)
como eletrodo trabalho, um eletrodo de Ag/AgCI (E ag/agc)) usado como eletrodo
de referéncia e um fio de platina usado como eletrodo auxiliar. Para este sistema,
uma célula convencional com capacidade maxima de 10,0 mL foi usada para as
medidas eletroquimicas.

Todas as medidas de pH foram realizadas em um elétrodo de vidro
combinado (Corning) conectado a um pH-metro digital (Corning, modelo pH/ion
analyzer 455). A agua deionizada foi purificada com um sistema de Milli-Q
(modelo Simplicity 185, Millipore). Para a limpeza das vidrarias e preparo de
algumas soluc¢des utilizou-se um Ultrassom Odontobras modelo 1440D.

A caracterizacdo dos eletrodos modificados por filmes de PLL/PPO foi
realizada testando-se o0 substrato antes e apdés a modificacdo por meio de
técnicas voltamétricas. Dentre elas utilizaram-se as técnicas de voltametrica
ciclica, onda quadrada e pulso diferencial. As analises foram realizadas por meio
da medida de intensidade de corrente em funcéo do potencial aplicado.

As medidas foram realizadas pela imersdo do eletrodo convencional ou
modificado na célula eletroquimica contendo o analito de interesse e

subsequentes analises.

3.2.1 — Preparacao do eletrodo modificado por filmes de Poli-L-Lisina

Primeiramente o eletrodo de carbono vitreo foi polido com alumina 0,3 pum

dispersa sobre tecido aveludado, seguido de lavagem com &gua e depois seco a



52

temperatura ambiente. A obtencao dos filmes de PLL sobre a superficie do filme
foi testada usando dois procedimentos conforme descritos a seguir.

3.2.2 — Imobilizagéo A (PLL/PPO?)

Filmes de Poli-L-Lisina (PLL) e do hibrido siloxano poliéster (PPO) foram
preparados pela mistura de 5uL de solugdo de PLL (1%) e 0,5 pL de PPO e
adicionadas diretamente sobre a superficie do eletrodo. Apés a volatilizacdo do
solvente, o eletrodo foi submetido a aquecimento em estufa a 80°C durante 2
minutos com intuito de promover a mudan¢a de conformacao do filme de PLL
(ANSON, 1980) da forma de a-hélice para planar, proporcionando maior

aderéncia ao eletrodo.

3.2.3 —Imobilizag&o B (PLL/PPO)

Filmes de Poli-L-Lisina (PLL) e Sol-Gel do hibrido siloxano poliéster (PPO)
foram obtidos pela deposicdo de 0,5 uL do PPO na superficie do eletrodo seguido
de evaporacdo do solvente resultando na formacdo de uma fina camada na
superficie do eletrodo. Apds esse processo uma aliquota de 10 uyL de PLL foi
colocada sobre esse filme. Apdés ambos o0s processos, realizou-se uma etapa da
volatilizagéo do solvente em estufa a 80°C por 10 minutos.

3.2.4 —Incorporagéo do analito sobre o filme de PLL/PPO

A incorporagdo do analito ao eletrodo recoberto por filmes de PLL foi
realizada de duas maneiras: A) incorporacao eletroquimica: imersédo do eletrodo
modificado em solugéo de 1,0 x 10° mol L™ de quercetina submetido a ciclagem
sucessiva do eletrodo entre potenciais de +0,2 a +0,7 V (50 ciclos), e B) através
da imersé&o do eletrodo modificado em um béquer contendo 1,0 x 10°mol L™ de
guercetina mantido sob agitagdo com tempo controlado entre 0 a 10 minutos.
Completado este periodo, o eletrodo foi submetido a lavagem em agua destilada
e transferido para célula eletroquimica contendo solucao hidro-etandlica de 50%
solucdo tampédo B-R e 50% etanol para quercetina ou somente o eletrélito de

suporte para catequina.
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3.2.5 - Determinacao de quercetina em cha verde

A solucdo de cha verde foi preparada com amostras de cha verde da
marca Mate Ledo. O preparo do cha foi através da infusao de 1g de chéa verde por
10 minutos em &gua Milli-Q em ebuli¢cdo (LIMA, MELO E LIMA, 2004), para maior
extracdo dos compostos fendlicos. Em seguida, a infuséo foi filtrada & vacuo em
papel de filtro sendo resfriada em temperatura ambiente. Aliquota de 5 pL dessa
solucéo foi transferida diretamente para um béquer contendo 10 mL de solucdo
hidro-etandlica pH 2,0. O eletrodo modificado pelo filme de PLL/PPO foi imerso
nesta solugdo agitando-se durante 10 minutos. Em seguida, este eletrodo foi
transferido para uma célula eletroquimica e os voltamogramas de onda quadrada
foram registrados (f = 75hz, amplitude de pulso de 50 mV e incremento potencial
2 mV). Os valores das correntes de pico foram obtidos e a concentracdo da QT foi
determinada através do método da adicdo de padrdo (HARRIS, 2001),
adicionando-se aliquotas de uma solugéo 7,5 x 10® mol L™ de quercetina a
amostra original. Esta solucéo foi submetida ao tempo de deposi¢do de 8 minutos

e os voltamogramas foram registrados apés cada adicao.

3.2.6 — Determinagcdo de catequina em extrato bruto etanolico de Vatairea

macrocarpa sobre eletrodo de carbono vitreo modificado por filme PLL/PPO

A analise de catequina foi realizada em amostras de extrato bruto etandlico
(EBEtOH) de Vatairea macrocarpa (planta tipica do cerrado matogrossense)
obtido apds coleta do material secagem em estufa a 40°C e posterior trituramento.
Ao po foi adicionada uma solucédo etandlica 70% (v/v) a qual foi macerada durante
sete dias a temperatura ambiente. Posteriormente, o extrato foi filtrado e
concentrado por rota-evaporacdo. O solvente residual foi evaporado em estufa a
40°C e o extrato obtido armazenado sob refrigeracdo. A abordagem fitoquimica do
extrato apresentou teste positivo para varias classes de antioxidantes inclusive a
catequina.

Uma massa de 0,05 mg do extrato foi transferida para célula eletroquimica
e 0 volume completado para 10 mL com solucdo tampao B-R (pH 4,0), esta

solugéo foi submetida a analise voltamétrica utilizando-se o eletrodo modificado
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com PLL/PPO. Apés prévio tempo de acumulo (10 minutos) os voltamogramas de
pulso diferencial foram registrados no intervalo de 0,2 a 0,6 V sob as seguintes
condicbes: v = 5 mVs™, amplitude de pulso de 50 mV e incremento potencial 2
mV). A quantificacdo foi realizada pelo método da adicdo de padrado, na qual se
realizou trés adicdes de CT, resultando em concentracdes finais de 1,0, 2,0 e 3,0

x 10'mol L.

3.3 — Experimentos Cromatograficos

As analises em cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo de
arranjo de diodo foram efetuadas em um cromatégrafo liquido Shimadzu HPLC
SCL-10AVP, degaseificador DGV-14 A, mixer FCV-10ALVP, bomba LC-10ATVP,
auto-injetor SIL-10ADVP, forno CTO-10AVP e valvula de inje¢do Rheodyne 7725i.

A separacdo dos componentes foi efetuada utilizando-se uma coluna
analitica de fase reversa Phenomenex® Luna C-18 (2) (250,0 x 4,6 mm, 5 um),
que possui uma pré-coluna Phenomenex® (SecurityGuard Holder, Phenomenex®,
C-18, 4,0 x 3,0 mm). Todas as amostras foram filtradas, antes de cada injecao
com auxilio de uma seringa em filtros MILLEX Millipore (0,45 pm).

O sistema cromatografico foi estabilizado pela passagem da fase moével na
proporcao e vazao requerida para as analises. Apés a estabilizac&o, as solucdes
contendo a mistura dos analitos foram filtradas em membranas filtrante 0,45 um
(Millipore) e injetadas (20 ulL). Para a realizacdo da corrida cromatografica
utilizou-se a fase mével acido férmico/agua 0,1% (v/v) (solvente A) e metanol
(solvente B) com vazéo de 1 mL por minuto e volume de inje¢do de 20 yL, método
gradiente Fase moével: (A) acido férmico 0,1% e (B) metanol com rampa de 5-50%
de B (9 min.), 50-70% B (15 min.) 70-5% B (18 min.). O comprimento de onda
usado foi 285 nm para todos.

3.3.1 - Determinacdo de quercetina em amostras de ch& verde por

cromatografia.

A extracdo dos fenodlicos das amostras de cha verde foi baseado no

trabalho desenvolvidos por Spacil (2008) com algumas modifica¢des. Para tanto,
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foram realizados estudos de recuperacdo com os antioxidantes em trés niveis de
forticacdo, realizando-se trés repeticbes, avaliando alguns parametros de
validacéo, tais como exatidao e preciséo.

A solucdo de cha verde foi preparada com amostras de cha verde da
marca Mate Ledo. O preparo do cha foi através da infusdo de 1,0 g de cha verde
por 10 minutos em 100 mL &gua Milli-Q aquecida (LIMA, MELO E LIMA, 2004),
para maior extragdo dos fenodlicos. Em seguida, 25 mL da amostra foi transferida
para um baldo volumétrico de 50 mL o qual foi completado com metanol.
Aproximadamente 2 mL dessa solucdo foram filtradas em filtro Millex Millipore

(0,45 um) e 20 pL dessa amostra foram injetadas no CLAE-DAD.

3.4 — Experimentos espectrofotométricos

Um espectrofotbmetro Hewlett Packard (modelo 8453) equipado com célula
de quartzo com 1,0 cm de caminho 6tico e operando em um intervalo de
comprimento de onda de 190 a 1200 nm foi usado para as medidas

espectrofotomeétricas.

3.4.1 — Determinacdo de flavonoide e &cidos fendlicos em amostras de ché

verde por espectrofotometria

Uma aliquota de 1,0 mL de cha verde foi adicionada em baldo de 5 mL
completado com solucdo hidro-etandlica (solucdo tampdo B-R/etanol), em
seguida aliquotas de 10,0 pL da solugéo estoque (1,0 x 10 mol L) dos padrées
foram adicionadas. A absorbancia foi medida monitorando 0s sinais de

comprimento de onda utilizando a solugéo hidro-etandlica como branco.

3.4.2 - Obtencédo da curva analitica e determinac&o da catequina em amostra
de extrato bruto etandélico de Vatairea macrocarpa por espectrofometria

A curva analitica para CT foi obtida no intervalo de concentracao de 1,0 x
10° a 1,0 x 10™mol L, utilizando-se solugdes previamente preparada pela

dissolucéo do padrdo em etanol. A absorbéancia foi medida monitorando 0 maximo
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de sinal em comprimentos de onda de 280 nm, utilizando solugdo tampéo B-R
como branco.

A quantificacdo de CT em amostras de extrato bruto etandlico de Vatairea
macrocarpa foi realizada pelo método de adicdo do padrao, a partir da diluicdo de
5 uL da amostra fortificada com 1,0 x 10 mol L™ de CT para 5 mL da solucéo
tampdo B-R. A mistura resultante foi submetida a analise espectrofotométrica,
registrando espectros na regido do visivel e o maximo de absorbancia foi medida
em comprimentos de onda de 280 nm.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Comportamento voltamétrico da QT sobre eletrodo de carbono vitreo

A oxidacao voltamétrica de solucdo hidro-etandlica (tampéo B-R/etanol) de
1,0 x 10° mol L™* de QT em pH 2,0 foi investigada sobre eletrodo de carbono

vitreo e mostrada na Figura 5.

Figura 5 - Voltamograma ciclico correspondentes & oxidacdo de 1,0 x 10° mol L™ de QT sobre
ECV em solucéo hidro-etanélica pH 2,0. v = 50 mVs™.

A analise da Figura 5 mostra que QT, em meio acido (pH 2,0), apresenta
um pico de oxidacdo bem definido ao redor de +0,45 V (pico I). Ja& na varredura
reversa, observa-se um pico de redugao do produto em Eyc = 0,410 V e separado
por AE, = 25 mV do pico anddico. A relacdo entre a corrente de pico catddica e
anodica (lpa/lpc) € 1,00, para todos os valores de pH estudados, sugerindo que o

processo de oxidacdo de QT sobre eletrodo de carbono vitreo é caracterizado por
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um processo reversivel (BARD, FAULKNER, 2001), envolvendo a transferéncia
de 2 elétrons.

Segundo Ghica e Brett (2003), este pico esta relacionado a oxidacdo dos
grupos catecéis do anel B e envolve um processo de transferéncia reversivel de
dois elétrons e dois prétons com formagdo do radical semi-quinona como

intermediério, de acordo com esquema apresentado no Esquema 1.

Esquema 1 — Esquema de oxida¢do da quercetina. (Ghica e Brett, 2003).

Voltamogramas ciclicos obtidos em ampla janela de potencial mostra que
QT apresenta ainda mais dois picos de oxidacdo de pequena intensidade em
potenciais de +0,65 V (pico II) e +0,81 V (pico Ill), como mostra a Figura 6.

0,2 04 0,6
E/Vvs.E

Ag/AgClI

Figura 6 - Voltamograma ciclico correspondentes & oxidacdo de 1,0 x 10° mol L™ de QT sobre
ECV em solucéo hidro-etanélica pH 2,0. v = 50 mVs™.
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Estes resultados estdo em concordancia com aqueles obtidos na literatura
para oxidacdo de QT sobre eletrodo de carbono vitreo (Hendrikson,1994; Yang,
2001, Brett e Ghica, 2003 e Nematollahi, 2003, e Timbola, 2006).

4.2 — Eletrodos de carbono vitreo modificados por filmes de Poli-L-Lisina
(PLL)

Nesta primeira etapa do trabalho, investigou-se a formacao de filme de PLL
utilizando as diferentes metodologias descritas acima, visando obter um sensor
voltamétrico para antioxidantes. Considerando, que usualmente o anel catecol da
QT é oxidado segundo um processo reversivel de dois elétrons em potenciais de
0,45V / 0,41V (BRETT e GHICA, 2003), esta foi utilizada como composto modelo
pra testar o efeito de pré-concentracéo e estabilidade destes filmes.

A resposta voltametrica dos filmes de PLL imobilizados sobre eletrodo de
carbono vitreo foi investigada primeiramente utilizando-se depdésitos de solug¢des
do poliaminoacido. Em temperatura ambiente, o polimero apresenta uma forma
enovelada, porém atingindo temperaturas maiores, como por exemplo, 80°C, essa
estrutura assume uma forma planar, que aparentemente apresenta melhor
aderéncia a superficie (ANSON, 1983a, e 1983b). Sendo assim, apos adicao de
10 pL de uma solugédo (1,0% m/v) de PLL, o eletrodo foi submetido ao
aquecimento em estufa a 80°C por 10 minutos e submetido a incorporacdo do
analito.

Apds 10 minutos de pré-concentracao em circuito aberto em solucéo de 1,0
x 10° mol L™ de QT em solucao hidro-etandlica (solugdo tampé&o Briton-Robinson
(B-R) e etanol 50:50 (v/v; pH 2,0) sob agitacdo constante, o eletrodo foi lavado
com agua milli-Q e transferido para uma célula eletroquimica contendo somente a

solucéo hidro-etandlica (pH 2,0), o resultado é mostrado na Figura 7.
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Figura 7 - Voltamogramas ciclicos obtidos para ECV (A) recoberto por filmes de PLL apdés 10
minutos de imersdo em solucdo de 1,0x10° mol L™ de QT, transferidos para solucéo hidro-
etandlica pH 2,0 e (B) sem modificagdo, v = 50 mVs™.

Na oxidacao da QT sobre o eletrodo modificado por filmes de PLL, Figura
7A, pode-se observar uma méa formacdo da onda voltamétrica com baixa
intensidade de corrente de pico indicando, assim, que a espécie ndo esta
incorporada ao filme.

A seguir investigou-se o preparo de filmes de PLL pela ligacdo cruzada
com glutaraldeido (Pereira, 2002). Uma aliquota de 10 pL, produto da reagdo da
mistura de 10 pL de PLL (1,0%) e 10 pL de glutaraldeido (GA) (0,05% m/v), foi
transferida para superficie eletrodica. Este eletrodo foi levado a estufa, a 80°C,
por 2 minutos e em seguida transferido para um solucéo de 1,0 x 10 mol L™ de
QT em solucdo hidro-etandlica (pH 2,0) por 10 minutos sob agitacdo constante.
Transcorrido esse tempo, o mesmo foi lavado e transferido para uma célula
eletroguimica contendo somente o eletrdlito de suporte, na qual o voltamograma

foi registrado conforme apresentado na Figura 8.



61

0,4 0,5
E/Vvs.E

Ag/AgCI

Figura 8 - Voltamogramas ciclicos obtidos para ECV recoberto por filmes de PLL/GA apds 10
minutos de imersdo em solucdo de 1,0x10° mol L™ de QT, transferidos para solucao hidro-
etandlica pH 2,0. v = 50 mvs™.

O voltamograma obtido para o eletrodo modificado PLL/GA apresenta um
par de picos voltamétricos bem definidos, porém, de baixa intensidade em
potenciais de Epa = 0,48 V e Eyc = 0,43 V vs. E agiager. A drastica redugéo nas
correntes de pico para a solucédo de QT, mostra que essa composicdo da mistura
ndo é adequada para a retencdo de quercetina no filme, provavelmente devido a
uma quantidade inferior de sitios da Poli-L-Lisina disponiveis para a pré-
concentracdo da QT, uma vez que parte dos sitios R-NH, encontra-se ligado aos
grupos aldeidos do glutaraldeido.

A possibilidade de utilizar quitosana (QTS) como agente ancorante de PLL
foi investigado a seguir. O método de modificacdo € baseado na propriedade de
aderéncia da quitosana a superficies do eletrodo de carbono vitreo, previamente
reportado na literatura (ABDULLAH et. al. 2006; MAGALHAES e MACHADO
1998, OLIVEIRA E VIEIRA, 2006).

A quitosana (BABEL E KUMIAWAN, 2003 e LAUS et. al. 2006) € um
biopolimero, obtido a partir da rea¢do de desacetilacdo da quitina (presente nas

cascas de crustaceos e fungos). Os diversos trabalhos da literatura tém reportado
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0 uso de quitosana como agente modificador de eletrodos para a subsequente
imobilizacdo de enzima em biossensores. A versatilidade fisica que pode ser
obtida a partir desses polimeros € destacada, levando a obtencédo de fibras,
filmes, géis, microesferas e membranas.

Nesta etapa, testou-se filmes obtidos pela mistura de 10 pL de QTS (1,0 %)
em solucéo e 10 pL de PLL a 1,0 % seguida de evaporacéo do solvente. Para dar
a conformacéo a PLL (PLL/QTS*), o eletrodo modificado foi levado a estufa 80°C
por 2 minutos e em seguida transferido para uma solugéo de 1,0 x 10 mol L™ de
QT em solucao hidro-etandlica (pH 2,0) por 10 minutos e agitacdo constante. Em
seguida, foi transferido novamente para célula contendo somente a solucéo

eletrolitica (B-R/etanol), o voltamograma obtido € mostrado na Figura 9.

|
0,4
E/Vvs.E

Ag/AgCI

Figura 9 - Voltamograma ciclico obtidos para ECV recoberto por filmes de PLL/QTS apés 10
minutos de imersdo em solucdo de 1,0x10° mol L™ de QT, transferidos para solucéo hidro-
etandlica pH 2,0. v = 50 mVs™.

Analisando-se a Figura 9, pode-se observar que apesar de apresentar
potencial de corrente de pico caracteristico para oxidagéo da QT (Epa = 0,45V e
Eoc = 0,40 V), os filmes de PLL imobilizados dessa maneira oferece baixissimo
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sinal de corrente (lpa = l,c = 0,02 pA) demonstrando que ndo & um método
apropriado para a obtencao do filme.

Sendo assim, a fim de se obter filmes mais estaveis, eletrodos modificados
foram avaliados e construidos através da adicdo de 10 puL de QTS na superficie
do eletrodo de carbono vitreo, seguida de evaporacdo dos solventes e com
adicdo de 10 pL de PLL (1,0%) (PLL/QTS). O eletrodo modificado foi seco em
estufa a 80°C por 10 minutos e em seguida foi realizada a incorporagao de 1,0 x
10° mol L* de QT em presenca de solucdo hidro-etandlica (pH 2,0) por 10
minutos. Dando prosseguimento ao método proposto, o eletrodo foi lavado com

agua milli-Q e transferido para solu¢ao contendo somente o eletrélito (Figura 10).

Figura 10 - Voltamograma ciclico obtido para ECV recoberto por filmes de PLL/QTS ap6s 10
minutos de imersdo em solucédo de 1,0x10° mol L™ de QT, transferidos para solucéo hidro-
etanolica pH 2,0. v = 50 mVs™.

Pela analise do voltamograma (Figura 10) a modificacdo da superficie
eletrédica através da metodologia descrita anteriormente, mostra que os filmes de
PLL/QTS apesar de possuirem uma corrente de pico satisfatéria, apresentam
uma deformacédo da onda voltamétrica para a oxidacdo de QT, demonstrando que

a QTS nao é o composto ideal para o ancoramento do poliaminoacido.
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Os resultados obtidos mostraram que a modificacdo da superficie do
eletrodo de carbono vitreo por filmes de PLL foi insatisfatoria para construir filmes
estaveis. Sendo assim, buscou-se uma nova maneira para melhor imobilizar a
Poli-L-Lisina, usando filmes hibridos de siloxano-polipropilenoglicol (PPO) obtidos

pelo método sol-gel ainda ndo explorados na literatura.

4.2.1 - Modificagcbes do eletrodo de carbono vitreo por filmes hibridos de

oxido de polipropilenoglicol (PPO) e PLL

A crescente busca por materiais com altos desempenhos tem levado
pesquisadores a combinar propriedades de componentes organicos com as dos
inorganicos, estratégia que levou ao desenvolvimento de materiais hibridos
organico-inorganicos (JOSE e PRADO, 2005). O precursor 6xido de siloxano-
polipropilenoglicol foi estudado por DAHMOUCHE e colaboradores (1999),
usando membranas dopadas com sais de sb6dio e de potassio para
desenvolvimento de eletrdlito sélido polimérico (CHAKER, 2002).

Esse precursor tem sido avaliado também como agente encapsulador de
biomoléculas para construcdo de biossensores eletroquimicos segundo
RICCIARDI, 2005 e TAGLIAVINI, 2008. O processo consiste na oclusdo de
biomoléculas na grade de uma matriz polimérica formada pelo PPO evitando
assim a lixiviagdo do material (BICKETSTAFF, 1997). Sendo assim investigou-se
a seguir a possibilidade de confinar as moléculas de Poli-L-Lisina na matriz
polimérica dos filmes hibridos de PPO.

Os filmes foram testados usando metodologia previamente proposta
(BICKETSTAFF, 1997). Apés a policondensacédo do precursor PPO 4000 (descrito
na parte experimental), depositou- se na superficie do eletrodo de carbono vitreo
uma aliquota de 0,5 pL do PPO. Apdés a evaporacdo do solvente o eletrodo foi
transferido para uma solucdo contendo 1,0 x 102 mol L* de quercetina em
solucao hidro-etandlica pH 2,0 por 10 minutos. Em seguida o eletrodo foi lavado e
transferido para a célula eletroquimica contendo apenas o eletrdlito de suporte,

com mostra a Figura 11.
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Figura 11 - Voltamograma ciclico obtido para ECV recoberto por filmes de PPO apés 10 minutos
de imersdo em solugéo de 1,0x10°° mol L™ de QT e transferidos para solucao hidro-etandlica pH
2,0.v=50mvs™,

O voltamograma ciclico obtido para o fiime de PPO (Figura 11) néo
apresenta nenhum pico anddico no intervalo de potencial de 0,0 a +0,8 V,
indicando que a QT néo é retida no filme, isso pode estar ocorrendo porque 0s
filmes hibridos apresentam grande porosidade na matriz polimérica formada,
fazendo com que o analito sofra lixiviagdo. No entanto, essa propriedade poderia
ser favoravel para a imobilizacdo de PLL nas cadeias polimérica do filme hibrido
PPO, melhorando assim a aderéncia de PLL a superficie do eletrodo.

Sendo assim, uma aliquota de 0,5 pL de PPO 4000, foi depositada na
superficie do eletrodo para a formacdo de filme hibrido de PPO, depois da
evaporacao do solvente, uma aliquota de 10 pL de PLL (1,0%) foi adicionada e o
eletrodo modificado levado a estufa por 10 minutos a 80°C (para conformacao do
polimero). Posteriormente, o mesmo foi transferido para uma célula eletroquimica
contendo somente o eletrélito. O voltamograma ciclico representativo do
comportamento voltamétrico do filme de PLL/PPO na superficie de eletrodo de
carbono vitreo em célula eletroquimica contendo somente o eletrdlito de suporte é

mostrado na Figura 12.
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Figura 12 - Voltamograma ciclico obtido para oxidag&o do filme de PLL/ PPO imobilizado sobre
ECV em solug&o hidro-etanélica pH 2,0. v=50 mV s™.

A Figura 12 ndo mostra nenhum pico de oxidacdo para o filme de
PLL/PPO* em pH 2,0 Esse perfil voltamétrico mostra que o eletrodo revestido com
o filme nao é eletroativo no intervalo de potencial de 0 & +1,0 V e nao apresenta
grande variacdo de corrente capacitiva quando comparado com eletrodo nédo
modificado.

O eletrodo assim modificado foi entdo transferido para uma solucao
contendo 1,0 x 10° mol L™ de QT em solucéo hidro-etandlica (pH 2,0) por 10
minutos para incorporacdo do analito. Transcorrido esse tempo, o eletrodo foi
lavado com &gua e transferido para uma célula eletroquimica contendo apenas o

eletrdlito, cujo voltamograma ciclico é exibido na Figura 13.
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Figura 13 - Voltamograma ciclico obtido para ECV recoberto por filmes de PLL/PPO apds 10
minutos de imersdo em solucdo de 1,0x10°° mol L™ de QT e transferidos para solucéo hidro-
etandlica pH 2,0. v= 50 mVs™.

O respectivo voltamograma ciclico (Figura 13) mostra que a oxidacdo de
QT imobilizada no eletrodo modificado por PLL/PPO, apresenta um voltamograma
bem definido caracterizado por um par de picos em Epa = 0,54 V e E,c = 0,41V na
varredura reversa, caracteristico e semelhante aos obtidos para oxidacdo de QT
em eletrodo ndo modificado. Em comparacdo com eletrodo ndo modificado h&a um
ligeiro aumento da corrente de pico indicando que pode estar ocorrendo a preé-
concentracdo de QT na superficie no filme.

Os resultados obtidos mostram que o filme de PLL/PPO exibe melhor
interacdo entre o filme e o analito possibilitando, assim, seu monitoramento em
outro meio reacional contendo somente o eletrélito de suporte. Isso pode fazer
diferenca na analise de principios ativos contidos em matrizes complexas, como
extratos de plantas. Assim, os filmes obtidos através do procedimento PLL/PPO
poderiam remover a espécie de interesse contidos nestas matrizes para ser
analisadas em outro ambiente, favorecendo a etapa da pré-concentracdo e

minimizando efeito de matriz.
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4.2.2 - Influéncia da técnica de imobilizacdo de PLL/PPO sobre eletrodo de

carbono vitreo

4.2.2.1 - Imobilizagdo com depdsito de filmes de PLL/PPO*

Filmes de Poli-L-Lisina e filmes hibridos de siloxano-polipropilenoglicol
oxido obtidos pelo método sol-gel (PLL/PPO*) foram inicialmente obtidos através
da mistura de solucdes de 10 puL PLL (1%) e 0,5 pL PPO foram adicionado sobre
a superficie do eletrodo. Apds a volatilizacdo do solvente, o eletrodo foi submetido
a temperatura de 80°C em estufa durante 2 minutos para promover a mudancga de
conformacdo do filme de PLL (ANSON, 1980) da forma a-hélice para planar.
Aliquotas da mistura, adicionadas sobre a superficie do eletrodo de carbono vitreo
apos secagem, mostraram filmes que, quando imersos em solucédo hidro-etandlica
(pH 2,0), apresentaram voltamogramas caracteristicos. O esquema de formacéao

do filme é apresentado na Figura 14.

Figura 14 - Esquema de formacéo do filme PLL/PPO* sobre eletrodo de carbono vitreo.

4.2.2.2 - Incorporagao eletroquimica

A resposta voltamétrica do eletrodo PLL/PPO* foi avaliada para oxidacao
da QT através da incorporacdo da mesma na superficie do eletrodo. A
incorporacéao foi realizada por dois métodos, os quais foram definidos na secéo
experimental. A Figura 15A mostra os voltamogramas ciclicos obtidos para
incorporacdo da QT por ciclagem continua (50 ciclos) em solucao hidro-etandlica
(pH 2,0) contendo 1,0x10° mol L™ de QT no intervalo de potencial de 0,2 & 0,7V.
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Apés esta etapa, o eletrodo foi lavado com &agua e recolocado em célula
eletroquimica contendo apenas solugdo de eletrdlito de suporte (Figura 15B).

T T T
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Figura 15 - (A) Voltamogramas ciclicos com varreduras sucessivos de potencial para eletrodo
modificado PLL/PPO* carregados com 1,0x10° mol L™ de QT, (B) transferido para solugéo hidro-
etandlica pH 2,0. (C) Efeito da variacéo do nimero de ciclos. v =50 mV s™.

A Figura 15A mostra um aumento de corrente entre 0 e 35 ciclos,
mantendo-se constantes em valores superiores, além de ligeiro deslocamento de
potencial. ApOs a incorporacdo da espécie, o eletrodo foi lavado com agua e
transferido para uma nova solucdo contendo somente o eletrélito de suporte
(Figura 15B). A analise da curva voltamétrica obtida sugere que a QT esta
incorporada no filme de PLL/PPO e € oxidada de forma semelhante a obtida em
solugédo. Uma diminui¢do na diferenga entre potenciais de pico Epya — Epe (de 110
mV para o eletrodo ndo modificado e 70 mV para o modificado) é observado para
o eletrodo modificado verificando um melhor processo reversivel. A estabilidade
do sinal voltamétrico correspondente a oxidacdo de QT imobilizada no filme foi
testada (Figura 15C), sendo observado um sinal praticamente constante para os
50 ciclos, indicando excelente repetibilidade, embora baixos valores de corrente
sejam observados.

Na Figura 14 se comparado os voltamogramas ciclicos obtidos para a
oxidacdo de 1,0 x 10° mol L™ de QT sobre eletrodo de carbono vitreo sem
modificacao (A) e com modificagdo (B). Os resultados experimentais mostram que
a QT é oxidada em potencial de Ep, = 0,55 V com um pico de reducdo na
varredura reversa (Figura 16). Sobre eletrodo modificado por filmes de PLL/PPO*
(Figura 16b) apos ciclagem em solucao hidro-etandlica, valores de corrente muito

menores sao apresentados quando comparados com aqueles obtidos com ECV.
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indicando, portanto, que a metodologia ndo se mostra eficiente para construcéo

do sensor.

Figura 16 - Voltamogramas ciclicos para a oxidacdo de 1,0x10 mol L™ de QT sobre (a) ECV e (b)
filme de PLL/PPO* com incorporac&o eletroquimica de QT. v =50 mV s™.

4.2.2.3 - Incorporacao em circuito aberto

A incorporacdo foi realizada através da imersdo do eletrodo modificado
com PLL/PPO* em um béquer contendo 1,0x10° mol L™ de QT em soluc&o hidro-
etandlica (pH 2,0) durante 10 minutos. Completado este periodo, o eletrodo foi
lavado com agua milli-Q e transferido para a célula voltamétrica contendo
somente o eletrdlito de suporte, cuja curva voltamétrica é mostrada na Figura 17.

O voltamograma ciclico obtido para a oxidacdo de 1,0x10° mol L™ de QT
apresenta um pico em Epy = +0,575 V. No entanto, a corrente de pico torna-se
maior quando o analito € pré-concentrado no filme indicando, assim, que a QT
fica retida no filme polimérico. O AE, da QT sobre o filme de PLL/PPO*
incorporado dessa maneira apresenta valores ao redor de 0,160 V, indicando
desvios no comportamento reversivel da QT quando comparado ao eletrodo sem

modificacédo (AE, = 110 mV). A variacdo do sinal (Figura 17B) foi testada atraves
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da ciclagem sucessiva (50 ciclos). Pode-se notar que os valores de corrente
obtidos diminuem a cada ciclo evidenciando que a quercetina é lixiviada do filme,

ou o0 seu produto de oxidagéo envenena o eletrodo.

Ndmero de ciclos
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Figura 17 - Voltamograma ciclico modificado PLL/PPO* com 1,0x10” mol L™ de QT incorporado
em circuito aberto e transferidos para tampao B-R pH l2,0. (B) Grafico de Iy, vs. nimero de ciclos. v
=50mVs™.

Os voltamogramas obtidos para oxidacdo de 1,0 x 10° mol L™ de
guercetina sobre eletrodo de carbono vitreo e para oxidacdo de QT sobre filme de
PLL/PPO* sdo mostrados na Figura 18.

Comparativamente, os resultados da presente investigagdo mostraram
algumas diferencas dependentes do modo como se processou a incorporacgéo da
QT. Por via eletroquimica, observaram-se valores para correntes de pico muito
mais baixos do que a incorporacdo por imersdo, sugerindo que a QT é melhor
pré-concentrada no filme por interacdo espontanea (devido aos maiores valores
de corrente de pico), no entanto esta metodologia ndo apresenta estabilidade
suficiente, uma vez que a lixiviagdo do analito ou o envenenamento do sensor, €
bastante acentuada. Baseados nisso, pode-se concluir que a imobilizagdo do
filme de PLL/PPO*, através desse método, ndo € efetiva para a construgdo do
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sensor (Figura 18). Buscando melhores condi¢cbes experimentais para a formacao
de filmes estaveis e reprodutiveis, o desempenho do eletrodo modificado foi

testado por outra forma de imobilizacéo.

| |
0,4 0,5 0,6
E/Vvs.E

Ag/AgCl

Figura 18 - Voltamogramas ciclicos para a oxidacdo de 1,0x10~ mol L™ de QT sobre (a) ECV e (b)
filme de PLL/PPO* com incorporacéo de QT em circuito aberto. v =50 mV s™.

4.2.3 - Imobilizagcao B (PLL/PPO)

Nesta etapa, investigou-se o recobrimento da superficie eletrédica por
deposicao de 0,5 uL do PPO seguido de evaporacédo do solvente, o que resultou
na formacdo de uma fina camada polimérica, sobre a qual foi depositada uma
aliquota de 10 pL de PLL e seguida de volatilizagdo do solvente em estufa a 80°C
por 2 minutos. O esquema representativo da formacéao do filme é apresentado na

Figura 19.
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Figura 19 - Esquema de formacéo do filme PLL/PPO sobre eletrodo de carbono vitreo.

4.2.3.1 - Incorporacéo eletroquimica

Apds o preparo desse filme, o eletrodo foi transferido para uma célula
eletroquimica contendo 1,0 x 10 mol L™* de QT em solucéo hidro-etanélica (pH
2,0). Os voltamogramas ciclicos sucessivos (50 ciclos) obtidos durante a
incorporacdo de QT, a velocidade de varredura de 50 mV s s&o apresentados na
Figura 20.

A andlise da Figura 20A mostra que o eletrodo modificado apresenta um par de
picos redox em potenciais E,a = +0,56 V e Epc = 40,41 V, cuja corrente diminui
gquando submetido as sucessivas varreduras até um valor constante apés 40
ciclos. O voltamograma ciclico obtido apds transferéncia do eletrodo modificado
para célula eletrolitica contendo apenas a solu¢ado hidro-etandlica mostra que QT
apresenta dois picos com valores de potenciais Epa = +0,48 V e Eyc = 0,41 V
(Figura 20B). O deslocamento dos valores de potenciais para valores menos
positivos indica que o filme formado, por esse procedimento, facilita a oxidacéo da
QT. No entanto, o estudo da repetibilidade do sinal indica um decréscimo
sucessivo nos valores de corrente de pico indicando que a QT nao é retida na
superficie do filme (Figura 20C) e a corrente de pico é muito baixa quando
comparada ao eletrodo sem modificagdo (Figura 21), mostrando uma resposta

insatisfatéria e inadequada para construcao de um sensor.
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Figura 20 - (A) Voltamogramas ciclicos com varreduras sucessivas de potencial (60 ciclos)
realizadas para eletrodo modificado PLL/PPO carregados com 1,0x10™ mol L™ de QT em tampao
B-R pH 2,0. v =50 mV s™. (B) Voltamograma representativo apos a incorporacéo e transferido
para eletrélito e (C) Efeito da variacdo de nimero de ciclos sobre corrente de pico anédica.

0,4 0,5 0,6
E/Vvs.E

Ag/AgCl

Figura 21 - Voltamogramas ciclicos para a oxidacdo de 1,0x10 mol L™ de QT sobre (a) ECV e (b)
filme de PLL/PPO, com incorporagéo eletroquimica de QT. v =50 mV s™.

4.2.3.2 - Incorporacdo em circuito aberto

A pré-concentracdo do analito no filme de PLL/PPO formado foi avaliada
pela simples imersdo do eletrodo modificado em solugéo de 1,0 x10™ mol L™ de
QT por 10 minutos. Este eletrodo foi transferido para uma nova solucao eletrolitica

de pH 2,0 apos lavagem com &gua. O voltamograma ciclico obtido apos a
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transferéncia para nova solugcdo mostra a obtencdo de uma corrente maior para
QT retida no eletrodo modificado (Figura 22) quando comparada ao eletrodo nao
modificado (Figura 22a). A estabilidade do eletrodo foi avaliada através de
ciclagem sucessiva (50 ciclos), mostrando que os valores das correntes sao
praticamente constantes (Figura 22B), sendo, portanto o mais apropriado para a

construcdo do sensor.

Ndmero de ciclos
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Figura 22 - Voltamogramas ciclicos para oxidacdo de 1,0x10™~ mol L™ de QT sobre (a) ECV e (b)
filme de PLL/PPO com incorporacéo de QT em circuito aberto (B) Efeito da variacdo de nimero de
ciclos sobre corrente de pico anddica. v =50 mV s™.

A comparacdo dos métodos de imobilizacdo do filme de PLL/PPO permite
concluir que os melhores valores de corrente de pico e repetibilidade das medidas
podem ser obtidos através da Imobilizacéo B, isto é realizando-se primeiramente
a adicdo de PPO sobre a superficie do eletrodo, e depois de seco recobre-se o
filme com nova adicéo de PLL, seguida de evaporacdo em estufa a 80°C.

O melhor método para incorporacdo de QT foi pela imersdo do filme
PLL/PPO na solucao de QT sob agitacdo constante em circuito aberto, seguido de
lavagem e transferéncia para célula eletroquimica contendo apenas o eletrélito de

suporte. O filme apresentou-se estavel na superficie do eletrodo, ja que o sinal
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voltamétrico obtido para a oxidacdo do analito pode ser restituido apenas com a
transferéncia do eletrodo modificado para a solucdo de QT.

Mesmo apresentando bom sinal voltamétrico para a concentracdo de
1,0x10° mol L™ de QT sobre fime de PLL/PPO, os sitios ativos do polimero
poderiam estar sendo saturados a essa concentragdo. Sendo assim, foi testado o
comportamento deste eletrodo modificado em presenca de uma menor

concentragédo de QT conforme mostra a Figura 23.

Figura 23 - Voltamograma ciclico para a oxidacdo de 1,0x10° mol L™ de QT sobre (a) ECV e (b)
filme de PLL/PPO, incorporacéo em circuito aberto. v = 50 mV s™.

Observa-se na Figura 23 que o comportamento voltamétrico para oxidacao
de Q em tampdo hidro-etandlica (pH 2,0) sobre eletrodo de carbono vitreo
modificado por filme de PLL/PPO é semelhante aguele observado para eletrodo
sem modificagdo com um aumento significativo na intensidade das correntes de
pico significando que ndo houve mudanca nas propriedades eletroquimicas da
QT.

O voltamograma ciclico obtido para oxidacdo de QT sobre o eletrodo
modificado para filme de PLL/PPO caracteriza-se por um par de picos em +0,42 V

/ +0,40 V na varredura reversa, com AE, de 20 mV e com razé&o de lpa/lpc = 1,00.
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O fato da relagéo de Ipa/lpc ser igual a 1 indica que QT também é oxidada segundo
0 processo reversivel com transferéncia de 2 elétrons em pH 2,0, como
observado anteriormente. A analise da Figura 23 mostra que o filme apresenta um
acentuado aumento na resposta voltamétrica quando carregado com QT,
comprovando o seu efeito de pré-concentragdo do antioxidante.

Estes resultados indicam que provavelmente a Poli-L-Lisina encontra-se
oclusa entre os intersticios da cadeia de PPO (BICKETSTAFF, 1997). O
poliaminoacido PLL exibe grupos amino na forma protonada em toda regido de
pH < 10 (pka = 10,4). Sendo assim, os flavonéides com grupos hidroxilas, em sua
estrutura molecular, poderiam apresentar a interagdo com a PLL via formacéo de
ligagbes de hidrogénio entre a amina protonada do filme de PLL e as hidroxilas
(anel A) da QT, conforme mostra o Esquema 2. Entretanto deixando as hidroxilas

do anel B livres para serem oxidadas

[ : ° 7

HOEC—TH—NH+C—TH—NH&ﬁ2 +H" HOEC—C{H—NH—‘—C—TH—NH&HZ +H*
n

(GHe (GHe (G2l (GHs

NH , /NHZ NH,

OH

QUERCETINA
QUINONA

-2e-, 2H+

Epa = +0,55V

Esquema 2 — Provavel interacdo entre quercetina e filme de PLL

Esta propriedade permite que os filmes de PLL/PPO possam ser utilizados
na construcdo de sensores seletivos para antioxidantes, devido a provavel
interagdo mostrada no Esquema 2. Consequentemente, flmes de PLL mostraram-
se efetivos tanto no melhoramento cinético de transferéncia de carga como na

facilidade de pré-concentracéo via complexacao.
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Considerando o incremento de corrente de pico obtida na oxidacdo de QT
sobre eletrodo modificado, investigou-se a seguir o efeito do tempo de acumulo

NO Processo.

4.2.4 - Tempo de pré — concentragao da QT sobre eletrodo modificado com
filme de PLL/PPO

A pré-concentracdo da QT no filme de PLL/PPO foi investigada pela
imersao do eletrodo em solucgéo hidro-etandlica (pH 2,0) de QT 1,0 x 10° mol L™,
seguida do registro do voltamograma ap0s transferéncia do eletrodo para solucao
contendo apenas o eletrélito de suporte. O eletrodo recoberto por filmes de PLL /
PPO foi submetido & imersdo em um béquer contendo solucéo de 1,0 x 10°® mol

L™ de QT por um tempo controlado de 1 a 10 minutos.

T
0,4

1
0,3
E/Vvs. Epnicy

Figura 24 - Efeito do tempo de acumulo sobre voltamogramas ciclicos correspondentes a oxidacao
de 1,0 x 10° mol L™ de QT em pH 2,0 sobre eletr?do modificado por filme de PLL/PPO. v = 50
mVs™.
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Figura 25 - Influéncia do tempo de imerséo do eletrodo modificado com PLL/PPO carregado com
1,0 x 10° mol L™ de QT em soluc&o hidro-etandlica pH 2,0.

ApoOs completar o periodo de incorporacdo, o eletrodo foi submetido a
lavagem e transferido para solucdo tampao B-R (pH 2,0). A repeticdo do registro
de cada voltamograma foi seguida de lavagem do eletrodo com NaOH 0,1 mol L™
e agua, onde se conseguiu a completa regeneracdo do filme. Os respectivos
voltamogramas séo apresentados na Figura 24 e os valores de Iy, VS. tempo de
acumulo sdo mostrados na Figura 25.

A corrente de pico anddica da QT, no filme, aumenta com o tempo de
imersdo, mostrando o efeito de pré-concentracdo sobre o filme. A analise da
Figura 25 ilustra este comportamento pela relacao linear de corrente vs. tempo de
acumulo, dado pela equagéao: lpa (MA) = 0,099 + 0,014 T (R = 0,970 para n = 8).
Pelo grafico, pode-se observar que a corrente de pico fica constante em tempos
superiores quando a QT é pré-concentrada no filme de PLL/PPO até o tempo de 8
minutos. Este comportamento sugere ocorrer & saturacéo intersticial através da
interacdo com PLL, indicando que a quercetina poderia estar sendo incorporada

no filme.
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Figura 5 - Voltamogramas ciclicos com varredura sucessivos de potencial (10 ciclos) realizados
para eletrodo modificado PLL/PPO carregado com 1,0 x 10° mol L™ de QT em soluc&o hidro-

etandlica pH 2,0. v = 50mVs™.

4
NUmero de ciclos

6

Figura 27 - Efeito da varia¢cdo do nimero de ciclos sobre a corrente de pico anddico para eletrodo

modificado por filmes de PLL/PPO carregado com 1,0 x 10° mol L™ de QT em solucao hidro-
etandlica pH 2,0.
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A capacidade de retencéo da quercetina nos filmes de PLL/PPO foi testada
usando registros consecutivos de voltamogramas ciclicos (Figura 26) para o
mesmo filme carregado com QT, através de etapa prévia de pré-acumulo em
soluc&o 1,0 x 10° mol L™ de QT em pH 2,0 durante 8 minutos e transferéncia para
solucao hidro-etandlica (pH 2,0). Os valores de corrente de pico apresentam-se
praticamente constantes, conforme apresentado na Figura 27.

Como pode ser observado pelos voltamogramas ciclicos (Figura 26),
PLL/PPO apresenta picos bem definidos para o par redox de QT, porém, esses
sinais sdo quase inalterados em funcédo da repeticdo do namero de ciclos. Os
respectivos valores de corrente em fun¢do do nimero de ciclos sdo mostrados na
Figura 27. Este comportamento indica que o eletrodo modificado com PLL/PPO
retém fortemente a QT na superficie do eletrodo em pH 2,0, e este pode ser
removido para nova solucéo de eletrélito sem perder o sinal. A completa remocéo

do filme ocorre apenas ap6s polimento do sistema com alumina.

4.2.5 - Efeito do pH sobre a pré-concentracao de quercetina

O efeito da variacdo de pH sobre a incorporacdo de QT em filmes de
PLL/PPO foi investigado com imerséo do eletrodo em solugéo de 1,0 x 10°mol L™
de QT em solugéo tampéo B-R/etanol no intervalo de pH 2,0 a 12,0. O eletrodo foi
colocado na solucéo do analito onde foi mantido durante 8 minutos, sob constante
agitacdo. Apos esta etapa, o eletrodo foi submetido a lavagem com agua e
subsequente transferido para célula voltamétrica contendo solucéo eletrolitica no
referido pH. ApOs cada voltamograma, o filme foi recuperado com NaOH e &gua.
Os respectivos valores de potencial de pico obtidos para os voltamogramas
registrados em diferentes valores de pH sdo mostrados no grafico da Figura 28.
Para efeito de comparacéo, foram colocados no mesmo grafico, os dados obtidos
para oxidacdo de 1,0 x 10® mol L de QT nas mesmas condi¢bes experimentais,

porém usando o eletrodo sem modificagao (Figura 28, curva B)
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Figura 28 — Efeito de Ep, vs. pH em 1,0 x 10° mol L™ de QT sobre eletrodo de carbono vitreo (A)
com modificacéo e (B) sem modificacdo. v =50 mV s

A oxidacdo do flavonoide sobre eletrodo de carbono vitreo sem
modificagdo ocorre em toda a regiao de pH 2,0 a 12,0 (Figura 28, curva B). No
entanto, o comportamento eletroquimico de QT sobre eletrodo modificado por
filme de PLL (Figura 28, curva A) apresenta picos bem definidos apenas no
intervalo de 2,0 < pH < 8,0. Este comportamento indica que, provavelmente, o
flavondide é pré-concentrado no eletrodo apenas na regido de pH < 8,0 onde o
filme de PLL apresenta-se protonado (pka = 10,7). Graficos de Epa vs. pH indicam
gue o aumento dos valores de pH promove um deslocamento do potencial de pico
para valores mais negativos, cuja relacdo apresenta uma mudanca de inclinagao
em pH = 5,0. A inclinacdo apresenta dois segmentos lineares, um no intervalo de
pH de 2,0 a 5,0 e outro no intervalo de pH de 5,0 a 8,0 (Figura 28), cujo intercepto
em pH 5,0 indica o pK, da molécula.

O primeiro incremento linear (pH de 2,0 a 5,0) apresentou uma equacéao de
regressao linear: Epa (V) = 0,564 — 0,031 pH (r = 0,99), enquanto que o segundo
incremento com linearidade no intervalo de pH de 5,0 a 8,0 apresentou a seguinte
equagao: Eyc (V) = 0,817 — 0,088 pH (r = 0,999).
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A partir da relagéo: AE, / ApH = 59my, / n, em que my+ € 0 nUmero proton
envolvido na etapa quimica e, n numero elétrons consumidos na etapa
eletroquimica, a inclinacéo de 31,0 mV pH™ na regiso de 2,0 < pH < 5,0 indica um
valor de my: de 1,9, assumindo que dois elétrons estdo sendo transferidos na
etapa eletroquimica. Com base nestes resultados, pode-se sugerir que o
processo de oxidagdo de QT sobre filme de PLL/PPO ocorre atravées de uma
transferéncia eletrénica envolvendo dois elétrons e dois protons, provavelmente

pela oxidacdo dos grupos catecol (Ghica e Brett, 2003, Timbola, 2006)

Figura 29 - Efeito de Iy, vs. pH em 1,0 x 10° mol L™ de QT sobre eletrodo de carbono vitreo (A)
com modificacéo e (B) sem modificacdo. v =50 mV s™.

O efeito de pH sobre a corrente de pico obtido para a oxidacdo de QT
sobre eletrodo modificado (A) e sem modificacdo (B) é mostrado na Figura 29. A
intensidade de corrente € maxima em pH 2,0 para ambos os eletrodos. No
eletrodo modificado, a intensidade diminui até pH = 6,0. Em valores de pH>7,0, a
corrente de pico é acentuadamente diminuida e a onda desaparece em pH> 8,0.
O polimero de PLL apresenta grupos aminos protonados (ANSON, 1983) até pH
ao redor de 10,0, (pKap. = 10,7)(Pereira, 2003). No entanto, a QT apresenta
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carga negativa apenas em valores de pH alcalinos, uma vez que, apresenta pK;, =
7,0.

Desse modo, a pré-concentracdo de QT sobre a superficie do eletrodo de
carbono vitreo modificado por filme de PLL poderia ser atribuida a uma reacao
entre grupos amino do poliaminoacido e grupos hidroxilas do anel A da QT. Para
fins analiticos, escolheu-se o valor de pH 2,0 como valor de pH apropriado para
pré-concentracdo de QT no filme de PLL/PPO e também para monitoramento do

sinal analitico.

4.2.6 - Influéncia da velocidade de varredura de potencial na oxidagcdo da

guercetina

O estudo do efeito da velocidade de varredura sobre o sinal voltamétrico
para o filme de PLL/PPO na incorporacdo de 1,0 x 10° mol L™ de QT em solucéo
hidro-etandlica (pH 2,0) foi investigado para valores de v 10 a 100 mVs™(Figura
30).

! ' ! ' ! '
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Figura 30 - Voltamogramas ciclicos de QT 1,0 x 10”° mol L™~ em tampao hidro-etanélico pH 2,0
sobre eletrodo modificado em diferentes v.
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Figura 31 - Gréfico de I, vs. v em solucéo de QT 1,0 x 10 mol L™ em tamp3ao hidro-etanélico pH
2,0 sobre eletrodo modificado.

A Figura 30 mostra 0s respectivos voltamogramas obtidos apos a
incorporacao de QT sobre PLL/PPO em solucédo de eletrolito de suporte (pH 2,0)
variando-se a velocidade de varredura. Observa-se que as relagbes de lp, Séo
proporcionais ao aumento da velocidade de varredura de potencial (v) (Figura 31)
segundo a equagdo: lpa (HA) = -0,013+0,011v, R = 0,999, n = 5. Este
comportamento sugere que a QT esta sendo oxidada na forma imobilizada sobre

o eletrodo de PLL/PPO, tal como esperado.

4.2.7 - Curva de calibracdo para quercetina

Considerando que sistemas reversiveis podem ser explorado pela técnica
de voltametria de onda quadrada a qual apresenta melhor potencialidade analitica
guando comparada a voltametria ciclica, devido a maior sensibilidade do método,
investigou-se a seguir a possibilidade de se construir uma curva analitica para

QT, utilizando-se as melhores condicbes experimentais definidas para esta
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técnica analitica e definida como: frequéncia 75Hz, amplitude 50mV e incremento
de potencial de 2 mV.

T T
0,50 0,55

T
0,45

E/Vvs. EAglAgCI

T
0,40

Figura 32- Voltamogramas de onda quadrada obtidos (A) para o eletrodo modificado por filmes de
PLL/GA e (B) ECV carregados com 1,0 x 10°® mol L™ de QT. (f = 75Hz , amplitude 50,0 mV e
incremento de potencial 2,0 mV).

A curva analitica foi construida para a oxidacdo de QT utilizando-se o
procedimento de imersdo do eletrodo modificado por filmes de PLL/PPO em um
béquer contendo 1,0x10® mol L™ de QT em solucdo hidro-etandlica (pH 2,0)
durante o periodo de 8 minutos, sob constante agitacdo. Completado este
periodo, o eletrodo, apds lavagem em agua purificada, foi transferido para a célula
voltamétrica contendo somente a solucdo tampdo B-R pH 2,0. O referido
voltamograma é apresentado na Figura 32 (curva A). O respectivo voltamograma
obtido é comparado para o eletrodo nu imerso na mesma solucéo (curva B).

O voltamograma de onda quadrada obtido na Figura 32 mostra que o QT é
pré-concentrado sobre a superficie do eletrodo (curva B) e a corrente anddica é
aproximadamente 20 vezes maior que no eletrodo nu. Este comportamento indica
gue uso da técnica de onda quadrada associada ao uso de eletrodo modificado

amplia sensivelmente a potencialidade analitica do método.
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A seguir, construiu-se uma curva analitica para determinacdo de QT,

usando o0 sistema proposto de incorporagdo, lavagem e transferéncia para

solucéo de eletrolito em pH 2,0. Voltamogramas de onda quadrada bem definidos

sdo obtidos em todo o intervalo de concentracdo de 1,0x10° a 1,0x10'mol L™,

como mostra a Figura 33.

!
0,40

!
0,45
E/Vvs.E

T
0,50

Ag/AgCI

Figura 33 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para determinacdo de QT em solugéo
tampéao B-R pH 2,0 em diferentes concentra¢des variando-se de 1,0 x 10% mol L a 1,0 x 107 mol
L™ sobre eletrodo modificado por filmes de PLL/PPO.

A Figura 34 apresenta a relacdo linear obtida entre a corrente de pico

anodico e a concentracdo de QT no intervalo de concentracédo estudadas, a qual
segue a equacdo lp, (uA) = 9,92x10™+ 0,452 QT (mol L™), R= 0,9997. Este

grafico foi construido obtendo-se valores em triplicata. O limite de deteccao foi

calculado através da relacdo (3x (SD/ b) cujo valor encontrado foi de 2,76 £ 0,5 x

10°mol L2,
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Figura 34 - Curva analitica para oxidacao de QT imobilizado em eletrodos de carbono vitreo
modificados por filmes de PLL/PPO.

4.2.8 - Aplicacao do eletrodo modificado com PLL/PPO na determinacao de

chaverde

O método desenvolvido foi aplicado na determinagcdo de QT em amostras
de cha verde cujo procedimento € descrito na parte experimental. Para isto,
registraram-se voltamogramas de onda quadrada correspondente a solugao
contendo 5 pL de Cha verde diluido em 10 mL de solucdo hidro-etandlica (pH
2,0). Eletrodo de carbono vitreo sem e com a modificacdo de PLL/PPO foi imerso
nesta solugédo e os respectivos voltamogramas de onda quadrada registrados
apos 8 minutos de pré-acumulo (Figura 35). Os parametros correspondentes a
técnica de voltametria de onda quadrada foram: frequéncia 75 Hz, amplitude 50,0
mV e incremento de potencial 2,0 mV.

Voltamogramas de onda quadrada obtidos para oxidacdo de ch& verde
diluido em solucao hidro-etandlica (pH 2,0) sobre ambos os eletrodos apresentam
dois picos anddicos em potenciais de 0,39 V e 0,48 V, identificados como pico | e

Il nas curvas A e B da Figura 35. As oxida¢des dos mesmos componentes do cha
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ocorrem em ambos os eletrodos, porém a intensidade de corrente no eletrodo
modificado é maior que no eletrodo nu. Estes resultados mostram que os filmes
de PLL/PPO podem agir para pré-concentrar antioxidantes presentes no cha

verde sem perder suas caracteristicas eletroquimicas

0,2

E/VVS.E,

Figura 35 - Voltamograma de onda quadrada obtidos para 5 uL de solugédo de cha verde em
solucao hidro-etandlica pH 2,0 sobre (A) ECV e (B)PLL/PPO.

Posteriormente, aliquotas de solucdo padrdo de QT (7,5x 10® mol L™
foram adicionadas sobre a solucdo de cha verde ja existente na célula com
posterior registro das curvas voltamétricas. Os resultados obtidos para este
estudo sdo apresentados na Figura 36. A corrente de ambos os picos aumentam
com a adicdo do padrdo QT. A corrente do pico Il, quando submetida a adicédo do
padrado de QT aumenta linearmente como mostra indicando que os componentes
enddégenos do cha verde né&o interferem no presente ensaio. No entanto, o
aumento do pico |, em potenciais menos positivos que aquele identificado para
QT sugere um comportamento interessante. Pois também aumenta com QT

embora o0 mesmo nao seja atribuido a este antioxidante em especial.
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Figura 36 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para oxidag&o de QT em cha verde por
filmes de PLL/PPO carregados durante 8 minutos em solucdo tamgéo B-R pH 2,0 apds adicdo de
aliquotas de solucdo padréo de QT (7,5x 10° mol L™).

7,8 x10° mol L™

I I
00 03 06 0
[Q]/x10 " moiL”

Figura 37 - Gréfico da |, vs. Concentracéo para oxidagéo de QT em cha verde por filmes de
PLL/PPO carregados durante 10 minutos em solucéo tampéo B-R pH 2,0.
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Na Figura 37, pode-se observar que com as adicbes de padrédo de QT
sobre a aliquota de ch& verde os valores da corrente do pico Il aumentam
proporcionalmente. Os valores obtidos para as amostras do cha submetido a
adicdo do padrdo apresentam uma relagao linear, segundo a equagao: lpa (MA) =
8,9 x10%+1,33C, com R = 0,995. A extrapolacdo da reta indicou que uma
concentragcéo de 0,078uM de QT esta presente no cha verde.

A determinagdo de QT em amostra de cha verde foi ainda testada
enriquecendo-se 0 mesmo com 7,5 x 10® mol L™ do analito. A amostra do cha
preparada, segundo procedimento descrito na parte experimental, foi analisada
pela diluicdo direta de uma aliquota de 5 pL da amostra em 10 mL de eletrdlito de
suporte, solucdo hidro-etandlica em pH 2,0. As amostras foram submetidas a
adicoes de solucdo de QT, com concentracbes definidas, resultando em
concentracdo ao redor de 7,5 x 10® mol L’ Os resultados obtidos s&o

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores de Recuperagédo encontrados na determinag¢éo de quercetina
utilizando PLL/PPO.

Réplica [QT] adicionado / umol [QT] encontrado / Recuperacao
L pmol L ! %
1 0,075 0,078 104,0
2 0,075 0,073 97,3
3 0,075 0,069 92,0

Os valores obtidos indicaram que a meédia do componente QT no cha
ocorre ao redor de 7,3 x 10® mol L™ levando a valores de recuperacéo ao redor
de 92 a 104%.

4.2 .9 - Estudo de interferentes

Como a matriz de cha verde pode conter muitas substancias fendlicas,
outras espécies eletroativas podem estar presentes numa amostra real e afetar o
sinal do eletrodo, apesar dos estudos prévios mostrarem certa seletividade para a
QT. Sendo assim, tornou-se necessario investigar o efeito da presenca de outros
antioxidantes no pico do cha verde usando a metodologia proposta. Para isto,
estudou-se o comportamento voltamétrico de onda quadrada para os compostos:
Acido ascérbico (AA), acido caféico (AC), acido clorogénico (ACI), acido gélico

(AG), catequina (CT) e rutina (R), que contém hidroxilas substituintes oxidaveis e
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possiveis de serem detectados por voltametria conforme mostram as estruturas
quimicas na Figura 38.

Os respectivos voltamogramas de onda quadrada obtido para 5,0 x 107
mol L™ em solucédo hidro-etandlica pH 2,0 contendo de cada analito foi registrado
separadamente sobre eletrodo de carbono vitreo antes e apos a modificacao por
flmes de PLL/PPO e representado nas Figuras 39 a 44. Os parametros
voltamétricos de cada curva (Epa € lpa) para ambos os eletrodos foram calculados

e sao apresentados na Tabela 2.

T o)
C O, HO \/\/lk
HOCH,” © OH
— OH
HO OH
ACIDO CAFEICO
ACIDO ASCORBICO
o OH
HO—<§ :> ~ HO OH
OH COOH
HO

oH COOH

ACIDO GALICO
ACIDO CLOROGENICO oH

OH HO
OH O o OH
HO O . | ‘
o
O OH

OH OH_o
o Q"@
O
CATEQUINA

OH OH OH

RUTINA

Figura 38 - Estruturas quimica do acido ascorbico (AA), acido caféico (AC), acido clorogénico
(ACI), acido galico (AG), catequina (CT) e rutina (R).
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Figura 39 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para oxidacdo de 5,0 x 10" mol L™ de Aci
ascorbico sobre eletrodo (a) ECV e (b) filme PLL/PPO.
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Figura 40 - Voltamogramas de onda quadrada para oxidac&o de 5,0 x 10" mol L™ de &cido caféico
sobre eletrodo (a) ECV e (b) filme de PLL/PPO.

Figura 41 - Voltamogramas de onda quadrada para oxidacdo de 5,0 x 10" mol L™ de &cido
clorogénico sobre eletrodo (a) ECV e (b) filme de PLL/PPO.
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Figura 42- Voltamogramas de onda quadrada para oxidacao de 5,0 x 107 mol L™ de acido galico
sobre eletrodo (a) ECV e (b) filme de PLL/PPO.

Figura 43 - Voltamogramas de onda quadrada para oxidacdo de 5,0 x 10" mol L™ de catequina
sobre eletrodo (a) ECV e (b) filme de PLL/PPO.
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Figura 44- Voltamogramas de onda quadrada para oxidacdo de 5,0 x 107 mol L™ de rutina sobre
eletrodo (a) ECV e (b) filme de PLL/PPO.
Tabela 2 - Parametros voltamétricos comparativos entre eletrodo de carbono vitreo
e modificado por filme PLL/PPO.

Analito ECV PLL/PPO

Epa !/ V lpa / PA Epa/ V lpa / HA

AA 0,418 0,03 0,418 0,08

AC 0,462 0,09 0,462 0,22
ACI 0,464 0,06 0,464 0,155
AG 0,475 0,22 0,475 0,543
cT 0,434 0,098 0,434 0,242

R 0,501 0,387 0,501 0,776

AA = acido ascorbico, AC = acido caféico, ACI = acido clorogénico, AG = acido galico, CT =
catequina e R = rutina. E,, = potencial de pico andédico e I,, = corrente de pico anédica.

Observando-se os resultados apresentados na Tabela 2, é possivel notar
gue todos os padrbBes descritos sao pré-concentrados na superficie do eletrodo
modificado, 0 que pode ser observado pelo aumento da corrente de pico,
considerando que a QT € oxidada no filme de PLL/PPO em potenciais de +0,48 V
vS. Eagiagci 0S compostos de éacido galico, acido caféico e acido clorogénico
poderiam interferir na medida. Estes resultados confirmam a hipotese de que,
provavelmente, o eletrodo pré-concentra o antioxidante pela interacdo R-NHs" de
PLL e o grupo R-OH presente em composto.

A seguir, investigou-se a influéncia desses compostos na determinacéo de
QT no cha verde mais especificamente pelo monitoramento da oxida¢do de cha
verde em solucao hidro-etandlica (pH 2,0) sobre eletrodo de carbono vitreo com
filme de PLL/PPO na auséncia e na presenca de adigdes sucessivas dos diversos
antioxidantes no intervalo de concentracdo de 5,0 x 107 a 5,0 x 10°® mol L™. Os
analitos escolhidos foram AA, AC, ACIl, AG, CT e R respectivamente, cujos

voltamogramas correspondentes sao apresentados nas Figuras 45 a 50.
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Figura 45 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para oxidacdo de cha verde na presenca de
acido ascérbico no intervalo de concentracéo de 0,5 a 5,0 umol L™ sobre eletrodo modificado por

PLL/P

PO.

M—x/—\

I
0,2
E/VxE

0,4
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Figura 46 - Voltamogramas de onda quadrada para oxidacdo de cha verde na presenca de acido
caféico no intervalo de concentracdo de 0,5 a 5,0 pmol I sobre eletrodo modificado por PLL/PPO.
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Figura 47 - Voltamogramas de onda quadrada para oxidagao de cha verde na presenca de acido
clorogénico no intervalo de concentracdo de 0,5 a 5,0 umol L™ sobre eletrodo modificado por

PLL/PPO.
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Figura 48- Voltamogramas de onda quadrada para oxidacao de cha verde na presenca de acido
gélico no intervalo de concentragéo de 0,5 a 5,0 ymol L™ sobre eletrodo modificado por PLL/PPO.
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Figura 49 - Voltamogramas de onda quadrada para oxidacao de cha verde na presenca de
catequina no intervalo de concentragéo de 0,5 a 5,0umol L™ sobre eletrodo modificado por

PLL/PPO.
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Figura 50 - Voltamogramas de onda quadrada para oxidagao de cha verde na presenca de rutina

no intervalo de concentracédo de 0,5 a 5,0umol L™ sobre eletrodo modificado por PLL/PPO.
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Como verificado para QT, a oxidacao do cha verde apresenta os picos | e |l
em Epa = 0,39 V e Epa = 0,48 V respectivamente, que aumentam em fungao da
adicdo de solucdes padrées de AA, AC, ACI, AG, CT e RT , conforme pode ser
observado em cada figura respectiva.

Os resultados podem ser explicados se considerarmos que 0s
componentes antioxidantes enddgenos do cha verde sdo oxidados em duas
etapas de oxidacdo conforme evidéncia o Esquema 2. Embora em solucdo
aquosa, este processo de duas etapas ocorra em uma unica etapa na qual alguns
compostos enddgenos estabilizam temporariamente o radical semi-quinona
formado. Assim, observam-se duas ondas em potenciais bastante préximos.

Deste modo, os resultados obtidos sdo indicativos de que todos os
derivados fendlicos e o acido ascorbico podem ser determinados com o eletrodo
modificado por filme de PLL/PPO onde a Unica alternativa seria usa-lo como uma
boa ferramenta para determinacdo de atividade antioxidante total na amostra de
cha verde.

Para comprovar que a resposta eletroquimica nao € apenas um efeito da
técnica, realizou-se, a seguir, um estudo espectrofotométrico registrando os
espectros na regido do UV para amostras do cha verde antes e ap0s adicdo de
AA (Figura 51), AC (Figura 52), ACI (Figura 53), AG (Figura 54), CT (Figura 55),
QT (Figura 56) e R (Figura 57), para acompanhar se h& algum sinergismo entre
0Ss compostos passiveis de serem detectados pela modificacdo das bandas dos

mesmos.
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Absorbancia

Figura 51 - Espectros de absorcéo de 10 pL cha verde e adicdo de 5,0 x 10° mol I de &cido
ascorbico, em solucdo hidro-etandlica pH 2,0.

Absorbancia

| ! | ! | ! | ! | ! | ! | !
225 250 275 300 325 350 375 400
Al nm

Figura 52 - Espectros de absorcéo de 10 pL cha verde e adicdo de 5,0 x 10° mol L™ de &cido
caféico em solucéo hidro-etandlica pH 2,0.
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Figura 53 - Espectros de absorcéo de 10 pL chéa verde e adicéo de 5,0 x 10° mol L-1 de acido
clorogénico em solucao hidro-etandlica pH 2,0.
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Figura 54- Espectros de absorcéo de 10 UL cha verde e adi¢do de 5,0 x 10 mol L™ de &cido
géalico em solucao hidro-etandlica pH 2,0.
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Figura 55 - Espectros de absorcéo de 10 pl ché verde e adicdo de 5,0 x 10° mol L™ de catequina
em solucéo hidro-etandélica pH 2,0.
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Figura 56 - Espectros de absorcédo de 10 pL cha verde e adicéo de 5,0 x 10° mol L™ de quercetina
em solucao hidro-etandlica pH 2,0.
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Figura 57 - Espectros de absorcéo de 10 pl ché verde adicéo de 5,0 x 10° mol L™ de rutina em
solucao hidro-etandlica pH 2,0.

Os espectros para cada analito foram obtidos com bandas de absorcao
bem definidas: CV (A = 274 nm), AA (A = 244 nm), AC (A = 297 e 328 nm), ACI (A
= 246 e 328nm), AG (A = 274 nm), CT (A = 231 e 280nm) ,QT (A = 256 e 375nm)
e R (A =199, 258, 295 e 361nm). A analise dos espectros do cha verde, apds as
adicdes dos analitos, mostra que as bandas de absorcdo do cha verde nas
regides de 274nm aumentam conforme a adicdo de AA, AG e CT, nao sendo
observada mais nenhuma banda adicional. Para a QT e R, ocorre o surgimento
de uma terceira banda de absor¢do em Agr = 360 nm e Ax = 374 nm,
respectivamente, evidenciando assim sua ocorréncia no cha.

Nos espectros das adicoes de AC e ACI na presenca de CV, observa-se
um aumento na intensidade das bandas e o surgimento de uma terceira banda ao
redor de 330nm. Além disso, nota-se um aumento de intensidade e deslocamento
da banda do cha em funcdo das adicGes desses analitos, indicando uma possivel
interacd0 com 0s compostos presentes no cha verde.

Portanto, as substancias rutina, acido gdlico, acido clorogénico, éacido
caféico e &cido ascoérbico sdo interferentes, mostrando que o método proposto
utilizando o eletrodo modificado por filme de PLL/PPO néo exibe seletividade na
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determinacdo de QT em solucdo de cha verde e poderia ser um método para
avaliacao de antioxidante total na amostra.

4.2.10 - Comparacao do método proposto por cromatografia liquida de alta

eficiéncia para determinacdo da quercetina em ché verde

Os métodos analiticos empregados para a quantificacao de flavonodides sao
bastante diversificados, embora os métodos cromatograficos, em especial a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tenha merecido destaque. Quanto
a identificagcdo dos compostos, € muito comum utilizar a deteccdo por arranjo de
diodos (DAD) onde € possivel registrar espectros de absorcdo na regido do UV-
vis concomitantemente ao tempo de retencdo da amostra.

Nesta etapa do trabalho, foi realizado o estudo cromatografico para alguns
dos compostos antioxidantes usados como padrdes neste estudo, tais como: AA,
AC, ACI, AG, CT, QT e R. Neste estudo, utilizou-se o0 método de cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) com detector DAD visando separar e quantificar
estes compostos bem como avaliar qualquer mudanca no perfil cromatografico
em misturas contendo estes analitos. Para isto, utilizou-se procedimento adaptado
de Spacil et. al (2008). Um sistema de eluicdo gradiente possibilitou melhor
resposta utilizando como fase modvel acido férmico/agua 0,1% (v/v) (solvente A) e
metanol (solvente B) nas seguintes propor¢des: 5-50% (v/v) (9 min), 50-70% (v/v)
(15 min) 70-5% (v/v) (18 min). O fluxo foi de 1 mL min™. O volume injetado foi de
20 pL. A identificacdo dos componentes foi realizada através dos tempos de
retencao obtidos e espectros de UV-vis usados na identificacdo individual de cada
padréo injetado.

A Figura 58 apresenta um cromatograma tipico obtido para 1,0 x 10 mol
L em metanol, de &cido ascorbico (AA), acido caféico (AC), acido clorogénico
(ACL), acido gélico (AG), catequina (CT), rutina (R) e quercetina (QT), nas
condicdes pré-otimizadas.
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Figura 58 - Cromatograma correspondente a inje(;éo de 20 pL do padrdo de AA, AC, ACI, AG, CT,
QT e R na concentracéo de 1,0 x 10 mol L™ solubilizada em metanol. Fase mével: (A) acido
férmico 0,1% e (B) metanol com rampa de 5-50% de B (9 min.), 50-70% B (15 min.) 70-5% B (18
min.). Fluxo 1 mL min™, temperatura da coluna = 40°C, A = 280nm.

A Figura 58 apresenta 6 picos distintos em tempos de retencéo de 5,0
minutos (AA/AG), 8,4 minutos (CT), 9,3 minutos (ACI), 10,6 minutos (AC), 13,3
minutos (RT) e a 16,05 minutos(QT). A identificac&o foi feita por comparagéo dos
tempos de retencdo e dos perfis dos espectros de absorcdo obtidos para os
padrdes isolados, apresentados na Figura 59 a 65. E possivel observar uma boa
separacao para todos os compostos, com excecdo de AA e AG que co-eluem em
tempo muito proximos, nao permitindo uma separacao satisfatoria, como pode ser
verificado nos respectivos cromatogramas e espectros de cada padrao individual

obtido para amostras de 1,0 x 10 mol L* em metanol.
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Figura 59 - (A) Cromatograma correspondente a injecéo de 20 uL do padrdo de AA na
concentragdo a 1,0 x 10” mol L™ solubilizada em metanol. Fase mével: (A) acido férmico 0,1% e
(B) metanol com rampa de 5-50% de B (9 min.), 50-70% B (15 min.) 70-5% B (18 min.). Fluxo 1
mL min™, temperatura da coluna = 40°C, A = 280 nm. (B) Espectro de absorbancia na regido de
UV-vis obtidos por detecgdo de arranjo de diodos para cada analito. Ainicial = 190 nm e Afinal =

800 nm.
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Figura 60 - (A) Cromatograma correspondente a injecéo de 20uL do padrdo de AC na
concentracdo a 1,0 x 10®° mol L™ solubilizada em metanol. Fase mével: (A) acido férmico 0,1% e
(B) metanol com rampa de 5-50% de B (9 min.), 50-70% B (15 min.) 70-5% B (18 min.). Fluxo 1
mL min™, temperatura da coluna = 40°C, A = 280nm. (B) Espectro de absorbancia na regio de
UV-vis obtidos por detecgéo de arranjo de diodos para cada analito. Apicias = 190nm e Agng = 800

nm.
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Figura 61 - (A) Cromatograma correspondente a inje¢cdo de 20uL do padrao de ACl na
concentragdo a 1,0 x 10®° mol L™ solubilizada em metanol. Fase mével: (A) &cido férmico 0,1% e
(B) metanol com rampa de 5-50% de B (9 min.), 50-70% B (15 min.) 70-5% B (18 min.). Fluxo 1
mL min™, temperatura da coluna = 40°C, A = 280 nm. (B) Espectro de absorbancia na regido de
UV-vis obtidos por deteccéo de arranjo de diodos para cada analito. Aipicias = 190 nm € Agna = 800

nm.
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Figura 62 -(A) Cromatograma correspondente a injecdo de 20uL do padrao de AG na
concentragdo a 1,0 x 10™° mol L™ solubilizada em metanol. Fase mével: (A) cido férmico 0,1% e
(B) metanol com rampa de 5-50% de B (9 min.), 50-70% B (15 min.) 70-5% B (18 min.). Fluxo 1
mL min™, temperatura da coluna = 40°C, A = 280nm. (B) Espectro de absorbancia na regido de
UV-vis obtidos por deteccdo de arranjo de diodos para cada analito. Apicias = 190nm e Agng = 800

nm.
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Figura 63 - (A) Cromatograma correspondente a inje¢do de 20uL do padrao de CT na
concentracdo a 1,0 x 10”° mol L™ solubilizada em metanol. Fase mével: (A) &cido férmico 0,1% e
(B) metanol com rampa de 5-50% de B (9 min.), 50-70% B (15 min.) 70-5% B (18 min.). Fluxo 1
mL min, temperatura da coluna = 40°C, A = 280 nm. (B) Espectro de absorbancia na regido de
UV-vis obtidos por deteccao de arranjo de diodos para cada analito. Ajyicias = 190nm € Agny = 800

nm.
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Figura 64 - (A) Cromatograma correspondente a injecéo de 20uL do padrdo de QT na
concentracdo a 1,0 x 10®° mol L™ solubilizada em metanol. Fase mével: (A) acido férmico 0,1% e
(B) metanol com rampa de 5-50% de B (9 min.), 50-70% B (15 min.) 70-5% B (18 min.). Fluxo 1
mL min™, temperatura da coluna = 40°C, A = 280nm. (B) Espectro de absorbancia na regido de
UV-vis obtidos por deteccéo de arranjo de diodos para cada analito. Ajicias = 190nm € Agna = 800

nm.
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Figura 65 - (A) Cromatograma correspondente a inje¢cdo de 20uL do padrdo de R na concentracéo
a 1,0 x 10° mol L™ solubilizada em metanol. Fase mével: (A) acido férmico 0,1% e (B) metanol
com rampa de 5-50% de B (9 min.), 50-70% B (15 min.) 70-5% B (18 min.). Fluxo 1 mL min-1,

temperatura da coluna = 40°C, A = 280nm. (B) Espectro de absorbancia na regido de UV-vis
obtidos por deteccdo de arranjo de diodos para cada analito. Ajicias = 190nm e Agngy = 800 Nm.

O espectro UV-vis registrado para o Acido ascoérbico, correspondente ao
tempo de retencdo do padrdo como mostra a Figura 59, exibe um maximo de
absorbancia em comprimento de onda de 236 nm. Para o acido caféico (Figura
60), assim como o acido clorogénico (Figura 61), ha a presenca de trés picos de
absor¢cao maxima (A = 236, 293 e 326 nm para AC e A = 232, 295 e 326 nm para
ACI), respectivamente.

A Figura 62, também, apresenta o tempo de retencdo do acido galico no
qual exibe dois picos de absorbancia maxima em comprimentos de ondas de
(A=234 e 273nm) proximos aos valores apresentados para as absorbéancias de
catequina (A= 234 e 277nm) observados na Figura 63. O cromatograma e o
espectro correspondente ao tempo de retencdo do padrao de QT sdo mostrados
na Figura 64, exibindo maximos de absorbancia em comprimentos de ondas de
230, 260, 300 e 370 nm, o que coincide com o descrito por Matsubara e
Rodriguez-Amaya, 2006. Os espectros de UV-vis correspondente a rutina (Figura
65) exibem méaximos de absorbéncia em comprimentos de ondas de 234, 255,

300 e 356 nm, o que coincide com o descrito por Malagutti et al. (2006).
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4.2.11 - Avaliacdo do método proposto para determinacdo de quercetina e

amostras de cha verde com CLAE/DAD

A determinacdo de QT em cha verde foi efetuada usando o método de
CLAE/DAD com o intuito de testar a eficiéncia da metodologia proposta
desenvolvida para este fim usando eletrodo modificado por PLL/PPO.

Para isto, construiu-se uma curva analitica para QT em concentracdes
entre 5,0 x 107 a 1,0 x 10° mol L™ em metanol, usando a respectiva area dos
picos. Os respectivos cromatogramas sao apresentados na Figura 66, e a curva

analitica correspondente exibida na Figura 67.

7

6 8 10 12 14

7

tempo / minutos

Figura 66 - Cromatogramas CLAE/DAD correspondentes a injecdo de 20 pL do padrédo de
guercetina nas concentragdes de 1) QT; = 1,0 X 10°, 2) QT,=5,0x 10°, 3)QT;=1,0x 10", 4)QT,
=5,0x10°, 5)QTs=1,0x 10*, 6)QTs = 5,0 x 10 e 7) QT7 = 1,0 x 10° mol L™, em metanol. Fase

maével: (A) acido formico 0,1% e (B) metanol com rampa de 5-50% de B (9 min.), 50-70% B (15
min.) 70-5% B (18 min.). Fluxo 1 mL min™, temperatura da coluna = 40°C, A = 280 nm.
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Figura 67 - Curva analitica obtida no intervalo de concentracéo de 1,0 x 10 a 1,0 x 10 mol L™ de

QT em metanol. Fase mével: (A) acido férmico 0,1% e (B) metanol com rampa de 5-50% de B (9

min.), 50-70% B (15 min.) 70-5% B (18 min.). Fluxo 1 mL min™, temperatura da coluna = 40°C, A =
280 nm.

A relacéo entre area de pico e concentracdo de QT em metanol € linear no
intervalo de 1,0 x 10®° a 1,0 x 10 mol L™, cuja respectiva curva analitica é Area=
50032 + 4,84 x 10° *QT (r = 0,9996). O limite de deteccéo (3, SD / b) e limite de
guantificacdo (10, SD / b) foi calculado e os respectivos valores encontrados
foram 3,9 + 0,32 x 10° mol LY e 1,3 + 0,1 x 10® mol L™, respectivamente. Estes
resultados indicam que a QT pode ser determinada usando os métodos
cromatograficos CLAE/DAD em ampla faixa de concentracédo e a baixos niveis.

A sequir, registraram-se 0s cromatogramas para extratos da amostra de
cha verde da marca Mate Ledo em metanol, preparado conforme a parte
experimental, visando identificar e quantificar a QT em sua composi¢do. Os
cromatogramas obtidos sdo mostrados na Figura 68 e a curva do método de

adicdo de padrao é mostrada na Figura 69.
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Figura 68 - Cromatogramas CLAE/DAD correspondentes a injecéo de 20 pL da solucdo de cha
verde em metanol e respectivas adicdes do padrdo de QT na concentracdo de: 1) QT; = 1,0 x 10°°,
2) QT,=2,0x10° e 3) QT; = 3,0 x 10°® mol L. Fase mével: (A) 4cido férmico 0,1% e (B) metanol

com rampa de 5-50% de B (9 min.), 50-70% B (15 min.) 70-5% B (18 min.). Fluxo 1 mL min™,
temperatura da coluna = 40°C, A = 280 nm.
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Figura 69 - Gréafico da Area vs. Concentracio de padrdo adicionado em cha verde nas
concentracdes de: 1) QT; =1,0x 10°,2) QT,=2,0x 10° e 3) QT3 = 3,0 x 10 ® mol L. Fase
mavel: (A) acido formico 0,1% e (B) metanol com rampa de 5-50% de B (9 min.), 50-70% B (15
min.) 70-5% B (18 min.). Fluxo 1 mL min™, temperatura da coluna = 40°C, A = 280 nm.
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O perfil cromatogréfico obtidos para amostras da solu¢do de cha verde em
metanol por CLAE/DAD mostra uma amostra de grande complexidade com varios
picos em diferentes tempos de retencdo (Figura 69). No entanto, é possivel
observar um pico bem definido conforme identificado na Figura 70 em tempo de
retencdo de 16,05 minutos, o qual foi confirmado pelo espectro UV-vis registrado
neste tempo de retencdo e comparado ao do flavonoide.
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Figura 70 - Sobreposicéo de espectros de absorcédo na regido o UV-vis obtidos por deteccéo de
arranjo de diodos para a amostra de cha verde e do padrdo QT na concentragdo 1,0 x 10° mol L™,
Fase mével: (A) acido formico 0,1% e (B) metanol com rampa de 5-50% de B (9 min.), 50-70% B
(15 min.) 70-5% B (18 min.), fluxo 1 mL min™.

A Tabela 3 compara os respectivos valores de QT na amostra de cha verde
obtidos segundo o método de eletrodo modificado por filme de PLL/PPO e o
método cromatografico CLAE/DAD.

Tabela 3- Determinacéo de quercetina em cha verde empregando o método proposto usando
eletrodo modificado por PLL/PPO e CLAE/DAD.

Método QT /molL* Q/mglg
CLAE 8,7+0,90 x 10°® 7,36 + 0,76
PLL/PPO 7,8+0,95x 108 6,60 + 0,8

n = 3, nivel de confianca de 95%
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Os resultados obtidos pelos dois métodos foram comparados aplicando-se
0 teste t-Student. Como 0 tey, Obtido € menor do que 0 teaiculado POde-se concluir
gue os resultados obtidos na determinacdo de QT pelo método proposto e por
CLAE nao apresentaram diferencas significativas, a um nivel de confianca de
95%.

Os resultados obtidos indicam que o método proposto para determinagéo
de QT em cha verde utilizando eletrodo modificado PLL/PPO é adequado, visto
que a concentracdo encontrada foi de 7,8 + 0,95 x 10® mol L™ e a obtida pelo
método CLAE/DAD foi 8,7 + 0,9 x 10® mol L™ (concordantes com a literatura
MATSUBARA E AMAYA, 2006), mostrando, assim, que o método proposto pode
ser empregado para andlise de antioxidantes, usando como molécula modelo a

guercetina.
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4.3 - Oxidacéao voltamétrica de catequina

A Figura 71 mostra a oxidacdo voltamétrica de 1,0 x 10° mol L de
catequina (CT) sobre eletrodo de carbono em solugdo tamp&o B-R 0,04 mol L™
em pH 4,0.

Figura 71 - Voltamograma ciclico correspondente & oxidac&o de 1,0x10™° mol L™ de CT em
solucédo tampao B-R (pH 4,0) sobre eletrodo de carbono vitreo. v = 50mVs™
A primeira etapa de oxidacdo (Figura 71) mostra um pico anédico bem
definido em Epa = +0,46 V e um pico catodico na varredura reversa em E,c =
+0,42 V separados por AE, = Epa - Epc = 0,04 V. Os valores de ipa/ipc € igual a 1
(50 mVs™) sugerindo caracteristicas de processo eletrodico reversivel envolvendo
2 elétrons (BARD, 2001). De acordo com a literatura (JANEIRO e BRETT, 2004),
este pico corresponde a oxidagdo do grupo catecol, 3,4-dihidroxila do anel B

como mostra o Esquema 3.
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Esquema 3 - Esquema de oxidacdo da catequina (Janeiro e Brett, 2004)

4.3.1 - Oxidacdo voltamétrica de CT sobre eletrodo de carbono vitreo
modificado por filme de PLL/PPO.

Os eletrodos de carbono vitreo, recobertos por deposi¢cdo de 0,5 pL de
PPO, preparados conforme a procedimento experimental, apresentou a formacgao
de uma fina camada na superficie do eletrodo, visivel a olho nu. Apés a adi¢do de
uma aliquota de 10 uL de PLL sobre esse filme, evaporou-se o solvente em estufa
a 80°C por 10 minutos. Apés esse tempo, o eletrodo modificado foi lavado com
agua milli- Q. O eletrodo modificado foi transferido para uma célula eletroquimica
contendo 1,0 x 10° mol L™ de catequina em tamp&o B-R pH 4,0. A incorporacao
de CT nos filmes de PLL/PPO foi monitorada por imersao durante o periodo de 10
minutos, sob agitacdo constante. Completado esse periodo, o eletrodo foi lavado
com agua destilada e transferido para uma solucéo de eletrdlito de suporte com
valores de pH 4,0 e submetido a varredura de potencial.

Na Figura 72, podemos observar a oxidacéo voltamétrica de 1,0 x 10 mol
L™ da catequina em pH 4,0 sobre eletrodo de carbono vitreo antes (curva A) e

apos a modificagéo do eletrodo com filme de PLL/PPO.
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Figura 72 - Voltamogramas ciclicos obtidos para oxidac&o de 1,0 x 10° mol L™ de CT em B-R 4,0.
Curvas: (a) ECV ev(b) recoberto por filme de PLL/PPO. v = 50 mVs™.

A andlise da Figura 72 (curva B) mostra que CT é incorporada ao filme de
PLL/PPO e a onda voltamétrica apresenta caracteristicas semelhantes aquelas
observadas em eletrodo sem modificagédo (curva A). Valores encontrados para AE
(0,04 mV) e lp/lyc (1,0) obtidos indicam que o processo eletrédico é reversivel
(BARD, 2001) e concordante com aqueles obtidos sobre eletrodo de carbono
vitreo (JANEIRO e BRETT, 2004, KILMARTIN, 2001). H& um significativo
aumento na intensidade de corrente obtido no eletrodo modificado por PLL/PPO,
mostrando que provavelmente o poli-aminoacido pode estar pré-concentrando o
flavondide sobre a superficie do eletrodo ou o processo eletrédico esta sendo

favorecido na presenca do filme.

4.3.2 - Tempo de pré — concentracdo da catequina sobre eletrodo modificado
com filme de PLL/PPO

O efeito do tempo de pré-concentracéo do filme de PLL/PPO foi avaliado

utilizando-se eletrodo recoberto por filme de PLL/PPO, submetido a imersdo em
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célula eletroquimica contendo 1,0 x 10° mol L™ de CT em intervalos de tempo de
0 a 15 minutos de incorporacdo. A Figura 73 mostra 0s voltamogramas
registrados.

A analise da Figura 73 mostra que ambas as correntes de pico anddica e
catdédica de CT aumentam com o tempo de acumulo no intervalo estudado,
sugerindo que filmes de PLL/PPO podem ser uma excelente alternativa para pré-
concentracdo desse antioxidante. A seguir 0s respectivos valores de corrente de
pico anddica foram colocados em grafico em funcdo do tempo de acumulo é
ilustrado na Figura 74. Relacdes lineares de corrente pico vs. tempo de acumulo
foram obtidas no intervalo de 0 a 10 minutos, dado pela equacao: iya (MA) = 0,05 +
0,05t (min), com o coeficiente de correlacdo (R) de 0,989.

1 1
0,3 0,4
E/VVs. Epnicy

Figura 73 - Efeito do tempo de acumulo sobre voltamogramas ciclicos correspondentes a oxidagao
1,0 x 10° mol L™ de CT em pH 4,0 sobre eletrodo modificado por filme de PLL/PPO.

A andlise dos dados mostra que a CT € incorporada no filme polimérico no
intervalo de 0 a 10 minutos e o comportamento oxidativo ocorre de forma
semelhante aquele obtido sobre eletrodo de carbono vitreo. A corrente de pico

obtida para o eletrodo modificado € duplicada em relagdo ao eletrodo sem
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modificador. Tempo de acumulo de 10 minutos foi adotado nas medidas

posteriores como o tempo 6timo para pré-concentracdo do flavondide.

|
4 6 8 10 12

tempo de imersao / minutos

Figura 74 - Influéncia do tempo de imerséo do eletrodo modificado com PLL/PPO carregado com
1,0 x 10° mol L™ de CT em solucéo tamp&o B-R pH 4,0.

A capacidade de retencdo da CT nos filmes de PLL/PPO sobre eletrodo de
carbono vitreo foi avaliada testando-se varios voltamogramas ciclicos, registrados
sucessivamente para o mesmo filme previamente carregado com CT através de
acumulo de 10 minutos e transferidos para solucdo tampdo B-R (pH 4,0). Os
valores de corrente de pico mostraram-se praticamente constante, conforme
apresentado na Figura 75. Os respectivos valores de corrente de pico anddica
foram colocados em graficos vs. numero de ciclos (Figura 76) e é possivel
observar que o sinal voltamétrico apresenta apenas um desvio padrao relativo de
4,5% entre as medidas. Indicando que o filme retém a CT no filme de forma
reversivel e poderia ser uma excelente ferramenta analitica para analise desse

flavonol em amostras complexas.
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Figura 75 - Voltamogramas ciclicos com varreduras sucessivos de potencial, (10 ciclos) realizados
para eletrodo modificado PLL/PPO carregados com 1,0 x 10°® mol L™ de CT em tampéo B-R pH
4,0.v=50mVs™.

numero de ciclos

Figura 76 - Efeito da variagdo do numero de ciclos vs. I, para o eletrodo modificado por filmes de
PLL/PPO carregado com 1,0 x 10° mol L™ de CT em solucdo tampé&o B-R pH 4,0.
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4.3.3 - Efeito do pH sobre os parametros voltamétricos

O efeito do pH sobre o potencial de pico e corrente de pico obtidos dos
voltamogramas ciclicos registrados para oxidacdo de 1,0 x 10° mol L™ de CT em
tampao B-R intervalo de pH 2,0 - 10,0 sobre eletrodos de carbono vitreo antes
(curva A) e depois do recobrimento com filmes de PLL (curva B) sdo mostrados
na Figura 77 e 78, respectivamente.

Figura 77 - Efeito do pH sobre potencial de oxidacdo de CT 1,0 x 10”° mol L™ para eletrodo (A)
modificado com filme de PLL/PPO. (B) ECV. v = 50mVs™.

A Figura 77 mostra que os valores de E,, obtidos dos voltamogramas
ciclicos correspondentes a oxidacéo de 1,0 x 10® mol L™ de CT sobre filmes de
PLL/PPO (curva A) deslocam-se para valores menos positivos de potencial no
intervalo de 2,0 < pH < 10,0. O mesmo comportamento foi observado sobre o
eletrodo ndo modificado (curva B). A relagédo entre Epa vS. pH segue uma relagéo

linear nesse intervalo segundo as equacdes:

Epa (V) = 0,664 + (-0,0570) pH  (curva A) (eq. 1)
Epa (V) = 0,652 + (-0,0575) pH  (curva B) (eq. 2)
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A relacéo linear entre Ey, vs. pH, com inclinagéo de 57 mV por unidade de
pH, tanto para eletrodo de carbono vitreo como para eletrodo recoberto com filme
de PLL/PPO, sugere que o processo eletrédico envolve participacdo de prétons
(BARD, 2001). No entanto, em valores de pH = 10,0, ndo se observa a oxidagao
da catequina, provavelmente devido a desprotonacdo do grupo fendlico da CT e
subsequente repulsdo do filme que também esta carregado negativamente. O
comportamento de oxidacdo semelhante em ambos os eletrodos indica que filmes

de PLL/PPO nao promove alteracdo do mecanismo eletrédico.

Figura 78 - Efeito do pH na corrente de pico para solugéo 1,0 x 10° mol L™ de CT obtida para (A)
eletrodo modificado com filme de PLL/PPO. (B) ECV. v = 50mVs™.

A analise da corrente de pico anddica vs. pH € mostrado na Figura 78 onde
maximos valores de corrente sao obtidos em pH < 7,0 para o eletrodo modificado.
Em meio alcalino a corrente diminui acentuadamente, indicando que ha interacao
entre o filme protonado (pkap.. = 10,7 (ANSON, 1983) e a catequina, que
apresenta-se desprotonada em pH neutro e alcalino. No eletrodo convencional e
modificado a corrente maxima ocorre em pH ao redor de 4,0.

Deste modo, analisando-se estes resultados, pode-se concluir que o

potencial e a corrente de pico apresentam comportamentos semelhantes sobre o
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eletrodo de carbono vitreo convencional e no modificado por filmes de PLL/PPO,
embora haja um significativo aumento da corrente de pico. Estes resultados
sugerem que O marcante aumento da corrente de pico pode ser devido a
interacdo entre grupos fendlicos do antioxidante e o0s grupos amino do
poliaminoacido e ndo puramente eletrostatico uma vez que maxima de corrente

ocorre em pH 4,0

4.3.4 - Influéncia da velocidade de varredura de potencial na oxidacdo da

catequina

O efeito da variagdo da velocidade de varredura de potencial (v) sobre o
processo de oxidacdo de CT sobre filmes de PLL/PPO foi investigado no intervalo
de v =10 a 100 mVs™, usando solugdes de 1,0 x 10°® mol L de CT em tamp&o B-
R pH 4,0 (Figura 79). Os voltamogramas ciclicos obtidos para solu¢des de CT
sobre o eletrodo modificado foram intercalados com lavagens do eletrodo e

remocao para a solucédo tampéao B-R pH 4,0

| ! |
0,3 0,4
E/Vvs.E

Ag/AgCI

Figura 79 - Voltamogramas ciclicos para oxidacéo de 1,0x10° mol L™ de CT em pH 4,0 sobre
eletrodo de carbono vitreo modificado por filme de PLL/PPO.
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Figura 80 - Gréfico de I, vs. v'’> em solugéo de 1,0 x 10° mol L™ solug&o tampé&o B-R pH 4,0
sobre eletrodo modificado.

Verifica-se nos voltamogramas que a corrente de pico anddica aumenta
gradativamente com o aumento velocidade de varredura, porém observa-se um
aumento significativo da corrente capacitiva.

A Figura 80 apresenta o gréfico de corrente anddica vs. v'?, Obteve- se
uma linearidade em todo intervalo de velocidade de varredura investigado,
segundo a equacao lpa (MA) = -0,044 + 0,087 v? com R = 0,992. Este resultado
indica que o processo de oxidacdo da CT ocorre através do filme de PLL/PPO,

sugerindo um processo controlado por difusédo através do filme.
4.3.5 - Curva analitica para determinacdo da catequina

Investigou-se a seguir a potencialidade da técnica de voltametria de pulso
diferencial, como método de varredura para determinacdo de CT utilizando-se
filmes de PLL/PPO com o intuito de ampliar a sensibilidade do método analitico. A

comparacao entre os voltamogramas de pulso diferencial para oxidagao de 1,0 x
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10 mol L™ de CT em solucdo tampdo B-R pH 4,0 sobre eletrodo de carbono
vitreo sem (curva A) e com modificacdo (curva B) do eletrodo por filmes de
PLL/PPO € mostrada na Figura 81.

0,4

E/Vvs. Exgnger

Figura 81 - Voltamogramas de pulso diferencial obtido sobre (A) ECV e (B) PLL/PPO para
oxidacédo de 1,0 x 10° mol L de CT em solugéo tampao B-R pH 4,0 com tempo de acumulo de 10
minutos.

A analise da Figura 81 (curva B) indica claramente que o filme promove o
aumento da corrente de oxidagdo de CT, mas ndo apresenta um ganho
significativo da corrente de pico em relagdo ao método de voltametria ciclica. No
entanto, o método foi adotado para construcdo da curva analitica devido a menor
contribuicdo da corrente capacitiva.

Utilizando-se as melhores condigBes experimentais definidas para técnica
de pulso diferencial (v = 5 mVs™, amplitude de 50mV, incremento de potencial = 2
mV™) construiu-se uma curva de calibracdo para determinacdo de CT em B-R pH
4,0 no intervalo de concentracdo de 1,0 x 10® a 2,5 x 10° mol L™. A curva
analitica foi construida sem a lavagem do eletrodo modificado com PLL/PPO
entre as medidas. O analito foi adicionado diretamente na célula eletroquimica,

apos cada adicao o eletrodo foi submetido a pré-acumulo durante 10 minutos, sob
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agitacdo. As respectivas curvas voltamétricas sdo mostradas na Figura 82 e a
respectiva curva analitica com média de triplicata das medidas € apresentada na
Figura 83.

A Figura 82 mostra que os voltamogramas ciclicos obtidos para oxidacao
de CT apresentam aumento de intensidade no intervalo de concentragao entre
1,0x10® a 1,0x10° mol L™. O gréfico de Iy, vs. concentracéo de CT (Figura 83)
apresentou relacdo linear no intervalo de 1,0 x 10® a 7,5 x 10 'mol L™. Nesta
regido, a linearidade é expressa pela equacao ipa (MA) = 5,97 x 10°+ 1,18 CT (mol
LY. Em concentragbes mais elevadas, observa-se um patamar na corrente de
pico indicativo de saturacéo dos sitios ativos disponiveis no polimero. O limite de
deteccdo foi estimado estatisticamente em 6,2 + 0,4 x 10° mol L™* através da
relacéo sinal ruido (HARRIS, 2005).

6 1

2,5x10™" mol L~

8

mol L"I

1,0x10"

0,4
E/Vvs. Epgage

Figura 82 - Voltamogramas de pulso diferencial obtido para oxida¢édo de CT em tampé&o B-R pH
4,0 sobre eletrodos de carbono vitreo modificados por filmes de PLL/PPO.
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Figura 83 - Curva analitica obtida para oxidagdo de CT imobilizado em eletrodos de carbono vitreo
modificados por filmes de PLL/PPO.

4.3.6 - Aplicacdo do método em amostra de extrato bruto etandlico de

Vatairea macrocarpa

A possibilidade de aplicacdo analitica dos eletrodos modificados com PLL
para determinacdo de CT em plantas medicinais foi testada através da analise de
uma amostra de extrato obtido segundo as especificacbes dadas na parte
experimental. O eletrodo modificado com PLL/PPO foi imerso na solugdo do
extrato durante 10 minutos e as curvas registradas antes e apoés a adicdo padréo
(Bond, 1980, Skoog, 1997, Harris, 2001 e Baccan, 1979) de CT.

Transferiu-se para a célula eletroquimica uma solugcéo contendo 50 mg de
extrato bruto etandlico (EBEtOH) em 10,0 mL de solucédo tampéo B-R pH 4,0. O
eletrodo modificado com PLL/PPO foi imerso nesta solugcdo durante 10 minutos
sob agitacao. Apos esta etapa de acumulo, os voltamogramas de pulso diferencial
foram registrados. A Figura 84 registra esse comportamento onde se observa um

anico pico anddico, bem definido, em potencial de 0,41 V.
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Figura 84 - Voltamograma de pulso diferencial para 0,05g de EBEtOH de Vatairea macrocarpa
sobre eletrodo de carbono vitreo modificado por PLL/PPO em solu¢éo B-R pH 4,0.

O procedimento experimental (método de adi¢cdo de padrdo) foi repetido
apos trés adicdes de solucdo padrdo de CT a solucdo contendo o extrato e 0s
respectivos voltamogramas sao apresentados na Figura 85. A corrente aumenta
linearmente com a concentracdo do padrao de CT (Figura 86). Os resultados
obtidos evidenciam a presenca de CT no extrato, ou outros antioxidantes com
grupos catecois, conforme observado previamente para a quercetina.

A curva obtida (Figura 86) apresenta uma relacdo linear de lp; vs. CT
segundo a equagao: ipa (MA) = 8,5 x 109 x 2,05 CT (mol L™Y), R = 0,995. Um desvio
padréo relativo de 0,03 (n = 3) foi obtido na repeticdo da analise de CT (Baccan,
1979) nestas condigbes. Os resultados obtidos pela extrapolacédo da reta
correspondente mostram que no extrato ha 3,90 + 0,9x10® mol L™ de CT para
trés repeticbes. Esta concentracdo corresponde a 22,6 mg de CT por grama de
EBEtOH de Vatairea macrocarpa. Estes resultados mostram que a CT poderia ser
analisada sem etapa de pré-extracdo em concentracdes compativeis com 0s
niveis de deteccdo de métodos cromatograficos para quantificacdo de CT em
extratos de plantas medicinais, utilizando-se o sensor voltamétrico baseado no

recobrimento do eletrodo de carbono vitreo por filme de PLL/PPO.
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E/V vs. EAgIAgCI

Figura 85 - Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para oxidag&o de CT na concentracdo de
de: 1) 1,0 x 10°,2) 2,0 x 10° e 3) 3,0 x 10° mol L™ em EBEtOH de Vatairea macrocarpa por filmes
de PLL/PPO carregados durante10 minutos em solugéo tampéo B-R pH 4,0.
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Figura 86 - Gréfico de I,, vs. Concentracéo para oxidagéo de CT em EBEtOH Vatairea macrocarpa
por filmes de PLL/PPO carregados durante 10 minutos em solu¢éo tampéo B-R pH 4,0
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4.3.7 - Comparacdo do meétodo proposto por espectrofotometria para
determinacdo da catequina em extrato bruto etandlico de Vatairea

macrocarpa

A validagdo da metodologia proposta foi testada determinando a CT em
EBEtOH da Vatairea macrocarpa, segundo método espectrofotométrico na regiao
de UV-vis. (JURD e GEISSMAN, 1956).

A catequina apresenta trés picos de absorcdo nos comprimentos de onda
de 203, 230 e 280nm conforme mostra os espectros de absor¢cao da Figura 87. A
curva analitica obtida para CT (A = 280 nm) em diferentes concentragcdes em
solucao tampéao B-R (pH 4,0) é apresentada na Figura 88.

~

ABSORBANCIA

| ! | ! | ! | ! |
200 220 240 260 280
Al nm

Figura 87 - Espectros de absorbancia de CT em solucdo tamp&o B-R 0,04 mol L™ pH 4,0 variando-
se a concentracdo de 1,0 x 10° a 1,0 x 10* mol L™.
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Figura 88 - Curva analitica obtida através dos espectros de absorcao de CT em solugéo tampao B-
R 0,04 mol L™ pH 4,0.

Pode-se verificar pela Figura 88 que a relacdo existente entre a
absorbancia e a concentragéo de CT é linear no intervalo de concentragéo de 1,0
x 10 > a 1,0 x 10 mol L™, com um coeficiente de correlagéo de 0,997, segundo a
equacédo de A = ¢bC = 953,41 C, onde A absorbancia (280 nm), € = absortividade
molar, b = caminho 6ptico e C = concentracdo em mol L™.

A aplicagdo do método espectrofotométrico na determinagdo de CT em
EBEtOH de Vatairea macrocarpa foi realizada em triplicata utilizando-se o método

de adicdo de padréo e os resultados sao apresentados na Figura 89.
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Figura 89- Espectros de absorbancia de EBEtOH de Vatairea macrocarpa em solucao tampéao B-R
0,04mol L™ pH 4,0 e adigdes de 1,0 x 10®, 2,0 x 10® e 3,0 x 10®° mol L™ do padréo de CT.
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Figura 90 - Gréfico da Absorbancia vs. Concentracdo para espectros de absorbéncia de EBEtOH
de Vatairea macrocarpa e CT em solucdo taméaéo B-R 0,04mol L™ pH 4,0 e adi¢des de 1,0 x 10,
2,0x10® e 3,0 x 10° mol L™ do padréo de CT.
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O resultados obtidos (Figura 90) reportam a equagdao da reta
correspondente: A (280nm) = ¢bC = 0,336 + 0,336 x 10°C (mol L), R = 0,99. O
valor de concentracéo obtido por extrapolacdo da reta foi de 4,0 + 0,25 x 10® moL
LY. A concentracdo de catequina por grama de extrato bruto etandlico de
Vatairea macrocarpa € de 23,2 mg. Portanto, os resultados obtidos indicam que
h& uma coeréncia entre 0 método proposto e 0 método espectrofotométrico para a
determinacdo de catequina em extrato bruto etandlico de Vatairea macrocarpa.
Para fim de se obter uma preciséo analitica aceitavel, foi realizado a distribuicéo t-
Student, trabalhando com um limite de confianca de 95% (p = 0,05) onde t é 4,3

para 2 graus de liberdade. Os dados sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 - Determinagéo de catequina em extrato bruto etandlico de Vatairea macrocarpa
empregando 0 método proposto e o espectrofotométrico.

Método mol L ™ mg/g
Espectrofotometria 4,0+0,25x 10° 23,2
Proposto 3,9+0,9 x 10°® 22,4

n = 3, nivel de confianca de 95%

Comparando os valores apresentados nesta tabela, pode-se observar que
0 método proposto, para o intervalo de confiangca 95%, ndo sao significativamente
diferentes.

Podemos concluir, através da analise dos resultados obtidos, que a
determinacdo de CT em extrato bruto etandlico de Vatairea macrocarpa para o
método proposto, utilizando o PLL/PPO como modificador, mostrou-se mais
sensivel (39 + 0,9 x 10® mol L%) quando comparado ao método
espectrofotométrico(4,0 + 0,25 x10® mol L™.) sugerindo que o método analitico
proposto pode ser empregado na analise de antioxidantes em extratos bruto de

plantas medicinais.
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5- CONCLUSAO

De acordo o presente trabalho € possivel concluir que os eletrodos de
carbono vitreo podem ser modificados com filmes hibridos de siloxano
polipropilenoglicol (PPO) obtidos pelo método sol-gel que demonstraram
resultados satisfatérios como agente ancorante de PLL. Os melhores resultados
foram obtidos pela adi¢cdo de 0,5 puL de PPO e 10 pL de PLL 1,0% a superficie do
eletrodo seguida de secagem a temperatura de 80°C. Subsequentemente o
eletrodo foi submetido a incorporacdo em solucdo de quercetina por agitacao
constante por 10 minutos em solucédo hidro-etandlica (pH 2,0). Este método de
modificacdo da superficie eletrodica mostrou-se muito Gtil para aplicagbes
analiticas focadas em pré-concentracdo e retencao.

A aplicabilidade dos eletrodos modificados por filmes de PLL/PPO foi
testada com o objetivo de desenvolver um sensor voltamétrico para quercetina e
catequina como modelos de antioxidantes presentes em plantas e os resultados
obtidos quando comparados a cromatografia liquida de alta eficiéncia para
guercetina e espectrofotométrica para a catequina foram concordantes com a
nivel de confianca de 95%.

Deste modo, € possivel concluir que o desenvolvimento do eletrodo
modificado por filme de PLL/PPO pode ser uma alternativa viavel para determinar
as espécies antioxidantes em amostras complexas. Com a utilizagdo da mistura
PLL/PPO, foi possivel verificar que o eletrodo modificado, pré-concentra os
antioxidantes pela reacédo entre os grupos amino livres do PLL e grupo hidroxila
do antioxidante, melhorando a resposta voltamétrica com relacdo aos eletrodos
ndo modificados. O poliaminoacido PLL provavelmente encontra-se apenas
aprisionado na matriz do PPO e revelou-se uma boa opcdo para retencao
irreversivel do antioxidante, o que oferece uma excelente alternativa para a
determinacdo voltamétrica de antioxidantes em matrizes complexas, pois pode
ser pré-concentrado e transferido para sistemas contendo apenas o eletrélito de

suporte o que minimiza efeitos de matriz na amostra.
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