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Otimizacao e validacdo de técnica vol-
tamétrica para a deteccao e quantifica-
cao de compostos fendlicos de interesse
agricola: acidos fendlicos, flavonoides,
taninos e estilbenos

Gabriella Magarelli *
Rosana Santos Cavalcante?
Clarissa Silva Pires de Castro®

Resumo — A técnica de Voltametria de Pulso Diferencial e eletrodo de carbono
vitreo foi otimizada e validada para a detec¢do e quantificacao dos acidos
fendlicos: protocatequinico, vanilico, ferrulico, 4-hidroxibenzoico, salicilico;
dos flavonoides: quercetina, campferol, naringenina, miricetina,
hesperetina, delfinidina, cianidina e catequina; de taninos e derivados: acido
tanico e acido elagico; do estilbeno: resveratrol. Os melhores parametros
eletroquimicos e de analise foram: célula eletroquimica formada por
eletrodos de carbono vitreo (trabalho, Ag/AgCI (referéncia e platina (auxiliar,
amplitude de pulso de 50 mV, velocidade de varredura de 50 mVs™,
tampao fosfato com pHs na faixa de 3,0 — 7,8 . Os pardmetros de
validagdo ou figuras de mérito apresentaram como resultados: limite de
quantificagcdo (LQ e detecgdo (LD variando de 2,5 x 107a 1,7 x 10° mol
L' e de 1,5 x 10® a 5,3 x 10 mol L', respectivamente; linearidade entre
as correntes de oxidagdo e as concentragdes dos compostos fendlicos na
faixa de 2,5 x 107 a 6,0 x 10° mol L', r>0,99; precisdo intra-dia com
desvio padrao relativo (DPR < 15% e preciséo inter-dia com DPR< 20%. A
Voltametria € uma técnica eletroanalitica que representa uma 6tima
alternativa para a deteccdo e quantificagdo de compostos fendlicos, pois
além das vantagens analiticas, possui custo mais reduzido, fornece
informagdes quanto ao poder redutor in vitro e gera menos residuo.

Termos para indexagao: Voltametria, validacdo de métodos, poder
redutor, potencial de oxidacao.

' Quimica, doutora em Ciéncias, analista da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.

2 Ciéncias Naturais, mestre em Tecnologia Quimica e Bioldgica, colaboradora da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF.

3 Quimica, doutora em Quimica Analitica, pesquisadora da Embrapa Sede, Brasilia, DF.



Optimization and validation of voltammetric technique for the detection
and quantification of phenolic compounds of agricultural interest:
phenolic acids, flavonoids, tannins and stilbenes

Abstract — The Differential Pulse Voltammetry and glassy carbon electrode
technique was optimized and validated for the detection and quantification
of phenolic acids: protocatechuic, vanillic, ferulic, 4-hydroxybenzoic, salicylic;
of flavonoids: quercetin, kaempferol, naringenin, myricetin, hesperetin;
delphynidin, cyanidin and catechin; of tannins and derivatives: tannic acid and
ellagic acid and of stylbene: resveratrol. The best electrochemical and
analysis parameters were: electrochemical cell formed by glassy carbon
electrodes (work, Ag / AgCl (reference and platinum (auxiliary; pulse
amplitude of 50 mV, scan rate of 50 mVs™', phosphate buffer with pHs in the
range of 3.0 — 7.8. The validation parameters or figures of merit presented as
results: quantitation limits (LQ and detection limits (LD ranging from 2.5 x
107 to 1.7 x 10% mol L' and from 1.5 x 10® to 5.3 x 10° mol L",
respectively; linearity between oxidation currents and phenolic compounds
concentrations ranging from 2.5 x 107 to 6.0 x 105 mol L, r> 0.99; intra-day
precision with relative standard deviation (RSD < 15% and inter-day precision
with RSD < 20%. Voltammetry is an electroanalytical technique that
represents a great alternative for the detection and quantification of
phenolic compounds, because in addition to the analytical advantages, it
has a lower cost, provides information about in vitro reducing power and
generates less waste.

Index terms: Voltammetry, method validation, reducing power, oxidation
potential.

Introducao

Cerca de 100.000 compostos sdo produzidos pelo metabolismo
secundario das plantas, sendo que podem ser divididos em trés grupos
principais: compostos fenodlicos, compostos terpénicos e compostos
contendo nitrogénio / enxofre (Mazid et al., 2011; Zaynab et al., 2018). Uma
caracteristica quimica bastante importante dos compostos fendlicos é sua
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capacidade antioxidante, que se deve principalmente as suas propriedades
redutoras e a sua estrutura quimica (Leopoldini et al., 2011; Kancheva;
Kasaikina, 2013; Shahidi; Zong, 2015). As moléculas dos compostos fendlicos
possuem anel benzénico ou estrutura ciclica com um ou mais substituintes
hidroxilicos que interagem com os radicais livres. Esta propriedade quimica
confere aos compostos fendlicos acao direta na saude, reduzindo riscos de
doencas crdnicas graves, tais como as doengas coronarianas, diabetes e
cancer (Hemingway; Laks, 1992; Angelo; Jorge, 2007; Balasundrama et al.,
2006; Gil; Couto, 2013; Lin, et al., 2016). Apds uma pesquisa simples na base
de dados SCOPUS (www.scopus.com — acessado em 17/03/2020), verificou-
se que o interesse no estudo de compostos fendlicos ao longo da ultima
década teve aumento crescente, partindo de 991 artigos cientificos em 2009
para 3011 artigos em 2019, utilizando-se como palavras-chave “phenolic
compounds and plants”. Essa relevancia ao longo da década é resultado de
pesquisas que continuamente apontam a importancia destes compostos na
salde humana e animal (Jimenez-Garcia et. al., 2013; Tufarelli et al., 2017;
Cory et al., 2018), na defesa de plantas contra fatores bioticos (ataque de
herbivoros e patdégenos) (Edreva et al., 2008; Mikulic-Petkovsek et al.,
2013; Furstenberg-Hagg et al., 2013; Novelli et al., 2019; Yuan et al., 2019;
Hassan et al., 2020) e fatores abidticos (radiagées UV-B, estresse hidrico e
deficiéncia de nutrientes) (Isah et al., 2019; Weidner et al., 2000), na atragao
de organismos benéficos para as plantas (Schijlen et al., 2004) e também
na sintese verde de nanoparticulas metalicas (Akhtar et al., 2013;
Mohammadlou et al.,, 2016; Kashkouli et al., 2018; Marslin et al., 2018;
Pereira et al., 2020). Os compostos fenodlicos, provenientes de plantas e
microorganismos atuam como agentes redutores e estabilizadores na
sintese verde de nanoparticulas metalicas, as quais possuem grande
atividade antimicrobiana (Sharma et al., 2009; Akhtar et al., 2013).
Considera-se que as nanoparticulas metalicas obtidas por sintese verde
sdo produtos de inovacdo sustentaveis, cujas aplicabilidades industriais
(farmacos, vestuarios, corantes téxteis, cosméticos, filmes protetores de
alimentos, sensores, etc) ampliaram a importancia econbémica e
industrial dos compostos fendlicos, antes restrita praticamente a
fitomedicina e a nutracéutica (Schieber et al., 2001; Oksana et al., 2012;
Ye; Augustin, et al., 2019, Balasundrama, et al., 2006; Carocho et al., 2014).
Dados de 1998 reportaram que eram conhecidos mais de 8.000 compostos
fendlicos com estruturas quimicas diferentes e, consequentemente, com
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atividades biolégicas variadas (Bravo, 1998). Dentre os compostos
fendlicos considerados antioxidantes naturais, destacam-se os &acidos
fendlicos, os flavonoides, os taninos, as ligninas, os estilbenos e as
cumarinas (Soares, 2002; Leopoldini et al., 2011; Mazid et al., 2011;
Kancheva.; Kasaikina, 2013). Visto a diversidade de compostos fendlicos
em matrizes vegetais e sua importéncia, ha a necessidade continua de
promover o desenvolvimento de métodos analiticos capazes de realizar
de forma seletiva e sensivel a deteccdo e quantificacdo de compostos
fendlicos. Estudos relativos ao preparo e extragdo das amostras sdo de
grande importancia que, juntamente com o sistema de deteccao
adequado, gerardo resultados confiaveis (Tsao, 2010; Eunyoung et al.,,
2010; Ventura et al., 2017). Os métodos frequentemente utilizados para
a determinagcdo de compostos fenodlicos em amostras vegetais sdo os
métodos espectrofotométricos e os métodos cromatograficos acoplados
ou nado a espectrobmetros de massa (Cicco et al., 2009; Ignat et al.,
2011; Khoddami et al.,, 2013; Da Silva et al., 2017; Lamarca et al.,
2018). Os métodos voltamétricos aparecem como uma o6tima alternativa
e possuem uma série de vantagens, quando comparados aos métodos
espectrofotométricos e cromatograficos, tais como: ndo sao destrutivos e
possuem sensibilidade elevada; podem ser adaptados ao campo por meio
da utilizacdo de equipamentos portateis e de eletrodos portateis; sdo de
custo baixo e de féacil operagdo; geram pequenas quantidades de
residuos quimicos; as amostras podem ser coloridas e podem ser
utilizados tanto para a deteccado e quantificagdo de compostos fendlicos
quanto para a determinagdo da capacidade antioxidante in vitro (Seruga
et al.,, 2011; Pisoschi et al., 2015; Hoyos-Arbeldez et al., 2017). A voltametria
compreende um grupo de técnicas eletroanaliticas, na qual, a informacao
sobre a espécie quimica de interesse é obtida por meio de medidas de
corrente de oxidagdo-reducdo em fungao do potencial aplicado em uma
célula eletroquimica (Bard; Faulkner, 2001; Holler et al., 2009; Pacheco, et
al., 2013). Para que a técnica voltamétrica possa ser aplicada, o analito
deve ser eletroativo e também disponivel em solugdo. Os compostos
fendlicos possuem em sua estrutura quimica grupos doadores de prétons e
elétrons, desta forma, sdo eletroativos e podem ser detectados e
determinados por técnicas eletroquimicas, como a Voltametria (Filipiak et.
al., 2001). Os métodos voltamétricos, que utilizam técnicas de voltametria
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ciclica, de pulso diferencial, de redissolugdo anddica e de onda quadrada,
associados a diversos tipos de eletrodos de trabalho (carbono vitreo,
carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono e/ ou grafeno, pasta
de carbono modificado com nanotubos de carbono tém sido utilizados ao
longo dos ultimos anos para determinar compostos fendlicos e estudar a
capacidade antioxidante destes compostos em extratos vegetais e em
diferentes alimentos (Blasco et. al., 2004; Simic, et al., 2007; Wan et al.,
2007; Maocela et al., 2009; Novak et al., 2010; Cuartero et al., 2011;
Komorsky-Lovric; Novak, 2011; Magarelli et al., 2013; Silva et al., 2012; Popa;
Diculescu, 2013; Jara-Palacios et al., 2014; Doménech-Carb¢ et al., 2015;
Pisoschi et al., 2015; Abdel-Hamid; Newair, 2016; Oliveira-Neto et al., 2016;
Hoyos-Arbelae et al., 2017; Ziyatdinova et al., 2018.

Neste contexto, o objetivo deste boletim é apresentar os dados da
otimizagéo e da validagao (linearidade, faixa linear, limite de deteccgao, limite
de quantificagéo e precisao da técnica voltamétrica, baseada em Voltametria
de Pulso Diferencial e eletrodo de carbono vitreo, para a detecgdo e
quantificagao de 17 compostos fendlicos (acido vanilico, acido salicilico, acido
siringico, acido ferrulico, acido 4-hidroxibenzéico, acido 3,4-dihidroxibenzdico,
hesperetina, campferol, miricetina, naringenina, quercetina, definidina,
cianidina, catequina, acido tanico, acido elagico e o resveratrol. Espera-se
que os resultados apresentados neste boletim sejam utilizados posteriormente
na determinagao voltamétrica de compostos fendlicos em extratos vegetais,
auxiliando pesquisas relacionadas a avaliagdo da capacidade antioxidante
ou poder redutor in vitro de extratos de plantas e alimentos e a defesa de
plantas contra fatores bioticos e abioticos.

Material e Métodos

Reagentes: Foram utilizados padrées da marca Sigma-Aldrich, com
pureza>98% de acidos fendlicos (acido vanilico, acido salicilico, acidosiringico,
acido ferrulico, acido 4-hidroxibenzéico e acido 3,4-dihidroxibenzoico), de
flavonoides (hesperetina, campferol, miricetina, naringenina, cianidina,
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delfinidina, catequina e quercetina), de taninos e derivados (acido tanico
e acido elagico) e de resveratrol (estilbeno). Foram preparadas solug¢des
estoque destes padrdes com concentragdes de 1,0 x 10* a 3,3 x 10 mol L™
utilizando o etanol (Sigma-Aldrich) e dgua purificada (Milli-Q), na proporgéo
de (1:1 v/v). Em seguida, as solugbes foram armazenadas em frascos
escuros e levados ao freezer (-20°C) para evitar a fotodegradagao. Tampdes
fosfato, com faixa de pH de 3,0 a 7,8, utilizados como eletrélito-suporte,
foram preparados utilizando fosfato de sodio dibasico (Na,HPO,), fosfato de
potassio monobasico (KH,PO,) e acido fosforico (H,PO,), todos da marca
Sigma-Aldrich. O eletrodo de trabalho de carbono vitreo foi limpo utilizando
alumina (6xido de aluminio) com granulometria <10 ym (Sigma-Aldrich). Para
a lavagem da vidraria e frascos diversos foi utilizado acido nitrico (Quimex) 20
% (VIv).

Aparato instrumental: Para as medidas voltamétricas foi utilizado
o potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 128N (Metrohm®) acoplado
a uma célula eletroquimica composta pelos eletrodos: carbono vitreo (¢ =
2mm) (eletrodo de trabalho), Ag/AgCI (KCI 3 molL") (eletrodo de referéncia) e
platina (eletrodo auxiliar). Os eletrodos também eram da marca Metrohm. O
software do equipamento foi o NOVA, versao 1.8. Para a limpeza do eletrodo
foi utilizado o ultrassom da marca Cristéfoli Biosseguranga, com poténcia de
170 W e frequéncia de 60 Hz. Para os ajustes de pH dos tampdes foi usado o
pHmetro da marca Lucadema (LUCA-210). Para agitagao da solugéo na célula
eletroquimica foi utilizado o agitador magnético da marca Gostirrer (MS-H-
Pro). A agua utilizada para as solugées e lavagens foi purificada pelo sistema
de purificagdo de agua da marca Millipore. Para as medidas experimentais,
foram utilizadas pipetas da marca Gilson, com suas calibragbes em dia, e a
balanca analitica da marca Shimatzu com verificacao intermediaria realizada.

Procedimento experimental: A célula eletroquimica foi montada
conectando-se os eletrodos de trabalho de carbono vitreo, de referéncia de
Ag/AgCl e o de platina, ao potenciostato por meio dos conectores elétricos
proprios do equipamento. Antes do inicio de cada medida voltamétrica, o
eletrodo de carbono vitreo foi polido em suspensao de alumina por 2 minutos
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sob um disco de feltro, lavado com agua ultrapura e colocado no ultrassom
por 5 minutos em meio a acetona e por mais 5 minutos em meio a etanol.
Por fim, os eletrodos foram lavados novamente com agua ultrapura. Apds
esta etapa de limpeza, foi realizado o tratamento eletroquimico do eletrodo
aplicando-se 10 ciclos de varredura em potenciais de -1,5a 1.5V a 50 mVs™',
em tampéao fosfato, pH 7,0. Na otimizag&o da técnica de voltametria de pulso
diferencial, os parametros eletroquimicos e experimentais relacionados ao
pH, velocidade de varredura (v) e amplitude de pulso (u) foram estudados
de modo a se obter para cada composto fendlico o melhor sinal voltamétrico,
isto €, um perfil com pico(s) de sinal(is) de corrente de oxidagéo elevado(s)
e sem interferentes. As etapas do procedimento adotado nas otimizagdes
envolveram: a) a adigdo de 10 mL do eletrdlito suporte (tampéo fosfato 0,2 mol
L") a célula eletroquimica e obtencdo do voltamograma referente ao branco;
b) a adigdo de um volume (uL) da solugdo padrdo do composto fendlico
na célula eletroquimica contendo o tamp&o; c) a agitagao da solugao por 1
min utilizando um agitador magnético e posterior repouso por 5 segundos
(tempo de equilibrio); d) a obtengéo do voltamograma do composto fendlico.
Os estudos de otimizag&o da técnica voltamétrica foram realizados a partir
de solugdes contendo somente um padrdo do composto fendlico, por vez,
nao sendo, portanto, uma solu¢gdo com padrdes combinados. Os paradmetros
eletroquimicos e de analise adotados nas otimizagbes estdo descritos na
tabela 1:
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Tabela 1. Parametros eletroquimicos e condi¢cdes experimentais utilizados
nos estudos de otimizag¢ao do pH, da velocidade de varredura e da amplitude

de pulso:
Parametros Estudo do pH Estudo da Estudo da
velocidade de amplitude de
varredura pulso
Técnica utilizada Voltametria de pulso diferencial
Amplitude de pulso 50 50 10, 25, 50, 100
(mV)
Velocidade de 50 10, 25, 50, 100 50

varredura (mV s)

Potencial inicial (V) 0,0-0,2 0,0-0,2 0,0-0,2
Potencial final (V) 08-1,2 08-1,2 0,8-1,2
Eletrolito suporte Tampéo fosfato Tampéo fosfato Tampéao fosfato

pH3,4,56e7 pH 3 pH3
Volume do composto 25-200 uL 25-200 uL 25-200 yL
fendlico adicionado
(concentracdo do
estoque de 1,0 x 10* a
3,3 x 10° mol L")

A demonstracdo de que os métodos voltamétricos conduzem a
resultados confiaveis e adequados ao uso pretendido foi realizada por meio
de um processo conhecido como validagao (ABNT, 2017; Inmetro, 2016). A
validagéo da técnica voltamétrica de detecgéo e quantificagao dos compostos
fendlicos foi realizada por meio da obtengao de seis parametros de validacao
ou das figuras analiticas de mérito (linearidade, faixa linear, limites de
deteccdo e quantificagcdo, repetibilidade (precisdo intra-dia) e precisao
intermediaria (precisao inter-dia), seguindo, o documento orientador da
Divisao de Acreditagéo de Laboratérios do INMETRO (Inmetro, 2016). Todos
os parametros de validagédo descritos no documento orientador do Inmetro
seguem publicagdes internacionais, listados em sua seg¢do “documentos
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de referéncia”. Os resultados dos parametros de validagdo apresentados
neste boletim foram calculados a partir de experimentos com os padrdes dos
compostos fendlicos nas melhores condigbes de anadlise. Ndo foi objetivo
deste boletim apresentar dados de detecgao e quantificagdo em amostras
reais, desta forma o efeito matriz sobre o sinal dos compostos fendlicos nao
foi apresentado aqui. A seletividade do método voltamétrico se refere neste
trabalho somente aos diferentes potenciais de oxidacao obtidos nas melhores
condigdes para os compostos fenodlicos, que corresponde a um parametro
de identificagdo do composto. Os detalhes dos procedimentos adotados
na validacdo da técnica voltamétrica para a detecgdo e quantificacdo de
compostos fendlicos, utilizando padrdes puros, estdo descritos na tabela 2.
Tabela 2. Procedimentos para obtencdo dos pardmetros de validagdo da
técnica voltamétrica de detecgéo e quantificagdo de compostos fendlicos.

Parametro Procedimento

Linearidade A linearidade de um método é a sua habilidade (dentro de uma dada
faixa) em obter resultados os quais sdo diretamente proporcionais a
concentragdo da espécie quimica de interesse na amostra. Para a
determinagao da linearidade do método voltamétrico, foram construidas
curvas analiticas. Para isto, foram feitas adi¢cdes fixas e sequenciais de
volumes de padrées de compostos fendlicos com concentragdes definidas
na célula eletroquimica contendo 10 mL de tampéo fosfato. Para cada
adicao do padrao, foram feitas as medidas eletroquimicas de acordo com
as condig¢des de analise previamente otimizadas. Uma curva de corrente
de oxidagao versus concentragdo do composto fendlico com no minimo
6 pontos foi construida. As medidas de corrente para cada concentragéo
foram feitas em triplicata e valores aberrantes foram eliminados utilizando
o teste estatistico de Grubbs. Avaliou-se a linearidade do método
aplicando-se o teste de Cochran (95% de confianga). No resultado deste
teste, quando C_, ... < C.. ..., 0 método era considerado linear. Aplicou-
se a regressao linear e calculou-se o coeficiente de correlagdo (r). Um
valor de coeficiente > 0,90 foi requerido para uma correlagao aceitavel.

Faixa linear Afaixa linear foi determinada por meio da curva analitica de cada composto
fendlico, identificando-se os limites inferior e superior de concentracdo
dentro da resposta linear.
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Limite de
deteccgao (LD)

O LD representa a menor quantidade da espécie quimica de interesse que
pode ser detectada, porém, ndo necessariamente quantificada com um
valor exato. Experimentalmente, o LD foi determinado por meio da medida
da menor corrente de oxidagcdo mensuravel, apés adicao de um volume
de padréo de composto fendlico na célula eletroquimica contendo 10 mL
de tampéo fosfato. Foram realizadas, no minimo, sete repeticbes desta
medida utilizando os parametros eletroquimicos e de analise previamente
otimizados para cada composto fendlico. Para o calculo do LD, utilizou-se
a equacao:

LD=0+t(n-1,1-a).s

sendo:

t = distribuicdo de Student, dependente do tamanho da amostra (minimo
n=7) e do grau de confianca (adotou-se 95%) e, s = desvio-padréao dos
valores das menores correntes de oxidagao medidas, apds adi¢cdo do
composto fendlico na célula eletroquimica. Para a obtencdo do LD em
termos de concentragao, construiu-se uma curva analitica de sete pontos
com concentragdes do composto fendlico proximas ao limite inferior
(menor concentracao) da faixa linear anteriormente estabelecida. Por
meio da equacao da reta, converteu-se o valor do LD para concentragao
do composto fendlico em mol L.

Limite de
quantificagao
(LQ)

Limite de quantificacdo (LQ) de um procedimento analitico é a menor
quantidade da espécie quimica de interesse na amostra que pode ser
quantitativamente determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis.
Experimentalmente, o LQ foi estabelecido como a concentracdo do
primeiro ponto da curva analitica de cada composto fendlico.

Repetibilidade
(precisao intra-
dia)

A condigéo de repetibilidade de medicdo € a condigdo de medigdo num
conjunto de condigbes, as quais incluem o mesmo procedimento de
medigdo, os mesmos operadores, o0 mesmo sistema de medigdo, as
mesmas condigbes de operagdo e o mesmo local, assim como medi¢des
repetidas durante um curto periodo de tempo. A repetibilidade do
método voltamétrico foi obtida realizando-se sete medidas voltamétricas
independentes do composto fendlico, em trés niveis de concentragcao
(baixo, médio e alto) ao longo da faixa linear, todas realizadas no mesmo
dia e pelo mesmo operador. Os parametros eletroquimicos e de analise
foram aqueles anteriormente otimizados. Por fim, calculou-se o desvio
padrao relativo (DPR %) dos picos de corrente de oxidagéo obtidos em
cada concentracdo. Um valor de DPR < 15% foi requerido para uma
precisao satisfatoria.
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Precisao A precisao intermediaria refere-se a precisdo avaliada em condi¢des
intermediaria que compreendem o mesmo procedimento de medigdo, 0 mesmo
(precisao- local e medigdes repetidas utilizando analistas diferentes ou diferentes
inter-dia) equipamentos ou diferentes tempos. A precisdo do método voltamétrico

foi obtida realizando-se 3 medidas voltamétricas independentes do
composto fendlico, em trés niveis de concentragao (baixo, médio e alto)
ao longo da faixa linear, todas realizadas em trés dias diferentes e pelo
mesmo operador. Os parametros eletroquimicos e de analise foram
aqueles anteriormente otimizados. Por fim, calculou-se o desvio padréo
relativo (DPR %) dos picos de corrente de oxidagéo obtidos em cada
concentragado. Um valor de DPR < 20% foi requerido para uma preciséo
satisfatoria.

A vidraria utilizada nos experimentos foi submetida a lavagem com
agua potavel e sabao, seguida por lavagem com agua destilada, imersao
em solugdo HNO, 20% por 12 horas e imers&o em agua ultrapura por mais
12 horas. A secagem foi feita em temperatura ambiente. Os residuos dos
compostos fenodlicos, dos acidos e dos solventes foram descartados em
reservatorios apropriados e inseridos no programa de gerenciamento de
residuos da unidade.

Os dados obtidos dos experimentos de otimizagao e validagao da
técnica voltamétrica foram registrados em ata e em planilhas do Microsoft
Office Excel (versao 2010). Os voltamogramas foram construidos a partir do
software NOVA 1.8, préprio para operagao do analisador voltamétrico. Testes
estatisticos especificos, como o teste de Grubbs, usado para descartar
valores aberrantes e o teste de Crochan, para testar a linearidade, foram
realizados seguindo referéncias bibliograficas indicadas no documento
Inmetro (2016). Os calculos de média, desvio padrao e desvio padrao relativo
dos conjuntos de dados foram efetuados utilizando o software Excel (versao
2010). A regressao linear e a equacao da reta das curvas analiticas também
foram obtidas por meio do software Excel (versao 2010).



16 Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 366

Resultados e Discussao

A caracteristica quimica marcante dos compostos fendlicos, que
explica fortemente seus beneficios a saude, a defesa quimica de plantas
e atuagdo na sintese verde de nanoparticulas metalicas é a sua atividade
antioxidante. Esta caracteristica explica-se pelo forte poder redutor, isto &,
na capacidade que estes compostos possuem de doar elétron e/ou prétons
para uma espécie com potencial redutor menor, como um radical livre. Todos
os compostos fendlicos estudados apresentam em suas estruturas quimicas,
um ou mais grupos hidroxila (OH), eletroativos, ligados em posi¢cbes variadas
ao anel aromatico. O mecanismo de oxidagdo envolve basicamente a
desprotonagédo dos grupos OH, a transferéncia de 1 ou 2 elétrons mais a
liberagédo de 1 ou 2 H* e formagéo de uma quinona. Os compostos fendlicos
ainda, por conjugacéao, podem estabilizar o radical fenoxil formado (Kilmartin
et al., 2001; Sousa et al., 2004; Simic et al., 2007) (Figura 1). Nos acidos
fendlicos, grupos especificos ligados ao anel aromatico podem aumentar
ou diminuir a capacidade do composto fendlico de estabilizar radicais livres.
Neste contexto, o que pode determinar o aumento da capacidade antioxidante
sera o numero de hidroxilas ligadas ao anel e ainda a presenga do grupo
(~CH=CH-COOH) na estrutura, pois ha possibilidade de conjugacéo da
dupla ligagdo com as duplas ligagbes do anel. Desta forma, os derivados
do acido hidroxicinamico, como o acido ferrulico, possuem melhor atividade
antioxidante que os derivados do &cido hidroxibenzoico aqui estudados
(vanilico, siringico, salicilico, protocatequinico, 4-hidroxibenzoico). Dentre os
derivados dos acidos hidroxibenzoicos, sabe-se também que a metoxilagao
de hidroxila(s) ligada(s) ao anel fendlico, como no acido, siringico e vanilico,
resultam no decréscimo da capacidade antioxidante (Rice-Evans et al., 1996).
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Figura 1: Mecanismo de oxidagao de um acido fendlico. R=COOH (acido fendlico
derivado do acido hidroxibenzoico), R=CH=CHCOOH (acido fendlico derivado do

acido hidroxicinamico) (SIMIE et al., 2007).

Uma das vantagens das técnicas voltamétricas é a capacidade de se
determinar o potencial de oxidagdo dos compostos fendlicos e relaciona-lo
com sua capacidade antioxidante ou poder redutor. Na literatura, resultados
demostraram uma boa correlagdo entre os baixos potenciais de oxidagao
(Epa entre 0,2 a 0,45 V dos compostos fendlicos e uma maior capacidade
antioxidante, quando outros testes envolvendo sequestro de radicais livres
foram aplicados (Sousa et al., 2004; Plaza et al., 2014. No nosso trabalho,
como pode ser visto na tabela 3, nas melhores condi¢cdes eletroquimicas e de
analise, todos os acidos fendlicos estudados expressaram picos de corrente
de oxidagdo em potenciais na faixa de 0,2 a 0,4 V, e em pHs na faixa de 3,0
a 4,0, o que demonstra que os acidos fendlicos estudados podem
apresentar boa atividade antioxidante in vitro e em meio acido.

Em relagdo aos compostos fendlicos da classe dos flavonoides,
os compostos estudados expressaram picos de corrente de oxidagao mais
intensos em potenciais na faixa de 0,3 - 0,4 V, e em pHs na faixa de 3,0 a
5,0 (Tabela 3. A atividade antioxidante dos flavonoides depende de varios
fatores, sendo que, a substituicdo de atomos de hidrogénio no anel B por
hidroxilas, desempenha o papel mais importante. A deslocalizacéo eletrénica
entre 0 anel B e o resto da molécula permite uma boa estabilizagéo do radical
formado e contribui assim para o aumento da atividade antioxidante da
molécula (Figura 2. O nivel de oxidagc&o no anel C define classes distintas
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de flavonoides: antocianidinas, flavanois, flavanonas, flavonois, entre outros
(Gil; Couto, 2013). No nosso trabalho, foram estudados flavonois (campferol,
miricetina e quercetina), flavanois (catequina), antocianidinas (cianidina e
delfinidina) e flavanonas (naringenina e hesperetina).

Figura 2: Estrutura basica de um flavonoide (Panche et al., 2016)

O acido tanico € um composto fendlico da classe dos taninos
hidrolisaveis, que compreendem principalmente os galotaninos e o0s
elagitaninos, onde a D-glicose, que é a unidade estrutural basica, possui grupos
hidroxilas esterificados pelos acidos galico e acido hexahidroxidifenoico,
respectivamente. O acido tanico € um galotanino, cuja hidrdlise resulta em
unidades de acido galico. A hidrolise dos elagitaninos resulta na liberagao
do acido hexahidroxidifendico que espontaneamente desidrata formando
sua dilactona estavel, o acido elagico (Battestin et al., 2004). A oxidagao de
taninos hidrolisaveis ocorre via desprotonagcao dos grupamentos hidroxilas
das unidades de acidos fendlicos existentes na estrutura. Neste trabalho, o
acido tanico e o acido elagico apresentaram perfis voltamétricos com picos
de corrente de oxidagdo mais intensos em potenciais da ordem de 0,2-0,3V,
e em pHs de 3,0 e 7,8, respectivamente (Tabela 3). A figura 3 mostra o
mecanismo de oxidagdo do acido tanico, que resulta da desprotonacao das
unidades de acido galico (Ahmad, 2014).
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HO

Acido ténico

Figura 3: Mecanismo de oxidagao do acido tanico (Ahmad, 2014).

Ainda dentre os compostos estudados, o resveratrol, inserido na
classe dos estilbenos, apresenta dois anéis benzénicos, um portando
duas hidroxilas e outro apenas uma, caracterizando um polifenol (Figura
4). A presenca de uma ligagao dupla entre os anéis aromaticos estende a
deslocalizacéo eletrénica, com possibilidade de isomeria cis e trans. Nas
condi¢cdes experimentais e eletroquimicas otimizadas no nosso trabalho,
0 pico de corrente de oxidagado em Epa = 0,3V, em pH = 5,0 (Tabela 3),
corresponde a oxidagao do grupo hidroxila na posi¢éo 4 ' do anel aroméatico
do resveratrol (Zhang, et al., 2007).

[”\,.\
‘OH

4
HO. ot
He, O = O radical hidroxila -‘,“'

H,0 OH

OH Resveratrol

R 1 oxidads Bl 4, por
ressondncia

Figura 4: Mecanismo de oxidagdo do resveratrol e estabilizagdo do radical fenoxila
(SBQ, 2020)
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Para todos os compostos fendlicos estudados, os parametros da
técnica de voltametria de pulso diferencial, referentes a amplitude de pulso
e a velocidade de varredura apresentaram como melhores valores 50 mV e
50 mVs™, respectivamente (Tabela 3). Valores de amplitude de pulso, acima
de 50 mV, resultaram em um aumento do pico de corrente de oxidagao, no
entanto, com consequente alargamento da base. Os valores da velocidade de
varredura acima de 50 mVs' provocaram uma diminui¢do do pico de corrente
de oxidagao dos compostos fendlicos, devido ao comportamento cinético de
reagdo do eletrodo, no qual altas velocidades de varredura reduziram a taxa
de transferéncia de elétrons entre o eletrodo e o composto fendlico.

Uma caracteristica importante dos métodos voltamétricos que deve
ser mencionada, é sua limitagdo quanto a deteccao seletiva dos compostos
fendlicos. Como pode ser observado na tabela 3, varios compostos fendlicos
apresentaram picos de corrente de oxidagao sensiveis no mesmo potencial.
Desta forma, estas informacbes deverdo ser levadas em conta em uma
determinacgao qualitativa de compostos fendlicos numa amostra de planta, nos
quais varios compostos estarao presentes. Entretanto, muito do que se faz é
pesquisar preliminarmente a composigdo da amostra na literatura para tentar
de anteméao conhecer os compostos alvos e os possiveis interferentes.

Outros procedimentos adotados em métodos voltamétricos para
aumentar a seletividade é o uso de analises quimiométricas ou a modificagao
da superficie de eletrodos (Zhang et al., 2010; Ziyatdinova et al., 2014). Ja
numa determinagao quantitativa, deve-se adotar um padrao de quantificagéo
cuja resposta seja sensivel e desprovida de interferentes. Desta forma, na
Voltametria, os resultados das analises quantitativas muitas vezes resultam
em concentragdes em termos de compostos fendlicos totais.
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Tabela 3: Estruturas e perfis voltamétricos dos compostos fendlicos estudados,
diante das melhores condigdes eletroquimicas e de analise obtidas.

Composto fendlico
Estrutura Quimica

Melhores condicoes
eletroquimicas e de
analise encontradas

Perfil voltamétrico

Acido protocatequinico

Eletrdlito suporte: Tampao
fosfato pH =3

8
Q Amplitude de pulso= 50 mV .
QOH | Velocidade de varredura = e
50 mVs' = ,
HO E, =048V .
OH U T
E (V)
Voltamograma de pulso diferencial
de 200 pL do acido protocatequinico
3,3 x 10° mol L' em 10 mL de
tampéo fosfato
Acido siringico Eletrdlito suporte: Tampao
fosfato pH =3 ::
O, -OH Amplitude de pulso= 50 mV _ss
Velocidade de varredura = =
50 mVs"' o
HaCO OCHg | Eow =044V
OH E,.. =065V EV)
Voltamograma de pulso diferencial
de 200 pL de acido siringico 1,0 x
10° mol L' em 10 mL de tampéao
fosfato
Acido ferrulico Eletrdlito suporte: Tampao 1o
fosfato pH = 3 :
0 Amplitude de pulso= 50 mV 3
x OH| Velocidade de varredura = T,

HO
OCHs

50 mVs'

E. =041V

E =075V
pa2

0.2 0.4 0.8 1.0

E (V)
Voltamograma de pulso diferencial
de 200 pL do acido ferralico 1,0 x
10 mol L' em 10 mL de tampao
fosfato
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Acido vanilico

OH

HO
OCHjs

Eletrolito suporte: Tampao
fosfato pH =3
Amplitude de pulso= 50 mV
Velocidade de varredura =
50 mVs'

E,. =048V

E,.=075V

03 04 05 06 07 08 08 10
E (V)

Voltamograma de pulso diferencial
de 200 pL do acido vanilico 1 x

10° mol L' em 10 mL de tampéao
fosfato

Acido 4-hidroxibenzoico

Oy _OH

OH

Eletrolito suporte: Tampao
fosfato pH =4

Amplitude de pulso= 50 mV
Velocidade de varredura =
50 mVs'

E,=0.21V

E =038V
pa2

E..=086V

1 (uA)

02 04 06 08 10 12
E(V)

Voltamograma de pulso
diferencial de 200 pyL do &cido
4-hidroxibenzoico 1,2 x 10° mol L™
em 10 mL de tampé&o fosfato

Acido salicilico
O
OH
OH

Eletrdlito suporte: Tampéao
fosfato pH =3
Amplitude de pulso =
mV

Velocidade de varredura =
50 mVs™'

50

E,,=0.39V

E _,=0,73V
pa2

E =097V
pa3

04 06 08 10 12
E(V)

Voltamograma de pulso diferencial
de 200 pL do acido salicilico 2,8 x
10 mol L' em 10 mL de tampéao

fosfato
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Resveratrol Eletrdlito suporte: Tampao -
o fosfato pH =5 &
O Amplitude de pulso= 50 mV 25
= OH . ’
O Velocidade de varredura = 2
50mVs" =%
OH E,.,=0,30 V s
EpaZ= 0‘52 V 02 04 06 08 10 12
E..=079V E (V)
Voltamograma de pulso diferencial
de 200 pL do resveratrol 1,0 x
10 mol L' em 10 mL de tampéao
fosfato
Hesperetina Eletrdlito suporte: Tampao “0
35
fosfato pH =3
OH O . 30
Amplitude de pulso= 50 mV g
Q Velocidade de varredura = =20
OH
HO O Q 50 mVs-' 15
1.0

OCHs | E_ =043V

02 04 06 08 10
E (V)

Voltamograma de pulso diferencial
de 200 pL da hesperetina 1,0 x
102 mol L' em 10 mL de tampéao

fosfato
Campferol Eletrdlito suporte: Tampéao . =
fosfato pH =5 s
Amplitude de pulso= 50 4
mV Qi 3
Velocidade de varredura = T
50 mVs' 1
Epa1= 037V 052 Toa os o 10 12
E,..=086V EV)

Voltamograma de Pulso Diferencial
de 200 pL de campferol 1,0 x 103
mol L em 10 mL de tampéo fosfato
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Naringenina

Eletrdlito suporte: Tampao
fosfato pH =4

Amplitude de pulso= 50 mV
Velocidade de varredura =
50mVs"

E,.. =036V

E,.=082V

02 04 06 0.8 1,0
E (V)

Voltamograma de pulso diferencial
de 200 pL da naringenina 1,0 x
10 mol L' em 10 mL de tampéao
fosfato

Miricetina

Eletrolito suporte: Tampéao
fosfato pH =4

Amplitude de pulso= 50
mV

Velocidade de varredura =
50mVs-’

E,.. =032V

E,;=076V

02 04 06 08 1.0
E(V)

Voltamograma de pulso diferencial
de 200 pL da miricetina 1,0 x 103
mol L' em 10 mL de tampao fosfato

Quercetina

Eletrdlito suporte: Tampao
fosfato pH =3

Amplitude de pulso= 50 mV
Velocidade de varredura =
50 mVs'!

E,. =039V

E,..=078V

1 (nA)
T e

0 02 04 06 08 10
E(V)

Voltamograma de pulso diferencial
de 200 pL da quercetina 1,0 x
10 mol L' em 10 mL de tampéao
fosfato




Boletim de Pesquisa e Desenvolvimento 366

25

Catequina

Eletrdlito suporte: Tampéao
fosfato pH = 3,0
Amplitude de pulso= 50
mV

Velocidade de varredura =
50 mVs™!

E,. =041V

0:2 0.4 0:6 0.8
E(V)

Voltamograma de pulso diferencial de 50
pL da catequina 1,0 x 10“ mol L' em 10

mL de tampé&o fosfato

Cianidina

Eletrdlito suporte: Tampéao
fosfato pH = 4,0
Amplitude de pulso= 50
mV

+
HO. O,
~N
99
OH

O OH
OH
OH

Amplitude de pulso= 50
mV

Velocidade de varredura =
50 mVs™!

E,. =032V

E,.=068V

on & Velocidade de varredura = ﬁ
OH 50 mVs™’ -
E,.. =038V
0.0 0:2 0:4 0:6
E (V)
Voltamograma de pulso diferencial de 25
pL de cianidina 1,0 x 10 mol L' em 10
mL de tampao fosfato
Delfinidina Eletrdlito suporte: Tampéao
ca- OH fosfato pH = 5,0

0:2 0:4 D:S 0:8
E (V)

Voltamograma de pulso diferencial de 50
pL de delfinidina 1,0 x 10 mol L' em 10
mL de tampao fosfato
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Acido tanico

HO_ OH

Eletrdlito suporte:
Tampéo fosfato pH = 3,0

I pm Amplitude de pulso= 24

oW o il 50 mv g
” °§i@ b—g@"" .| Velocidade de varredura T
" 3Gy | =50 mVs” 1

E .= 0,33V
pal

14

01 00 01 02 03 04 05 06
E (V)

on Voltamograma de pulso diferencial de

35 pL de acido tanico 1,0 x 10* mol L'

em 10 mL de tampé&o fosfato

Acido elagico Eletrdlito suporte:
Tampéo fosfato pH = 7,8
Amplitude de pulso=

50 mV

Velocidade de varredura
=50 mVs'

Epa1 =022V 'o.'o 0.2
E, =054V

238

OH
O OH

(OO

0 0O

HO

OH

1(nA)

0.4 0.6 0.8
E(V)

Voltamograma de pulso diferencial de
55 L de acido elagico 1,0 x 10 mol
L em 10 mL de tampéao fosfato

Fonte das estruturas: <https://www.sigmaaldrich.com/catalog/substance/>
acessado em 02 de maio de 2020. Epa = Potencial de pico anddico. Nos
voltamogramas E (V)= potencial de oxidagdo em volts. | (uA) = corrente de
oxidagdo em microampére.

ApOs a etapa de otimizagao dos parametros voltmétricos de analise e
obtengao dos melhores perfis voltamétricos dos compostos fendlicos, partiu-
se para o processo de obtengao dos parametros de validagao. Os parametros
de validagdo, determinados para cada composto fendlico, demostraram a
eficiéncia da técnica de voltametria de pulso diferencial e eletrodo de carbono
vitreo na detecgao e quantificagdo de compostos fendlicos.

A técnica voltamétrica de deteccao e quantificagdo de compostos
fendlicos apresentou resposta linear entre as correntes de oxidagao (1) e as
concentragdes dos compostos, nas faixas de concentragdo estudadas. Esta
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relagao linear é baseada nas equagdes derivadas da teoria da polarografia/
voltametria (Bard; Faulkner, 2001). O teste estatistico de Crochan demonstrou
que ha homogeneidade das variancias dos residuos ao longo das curvas
analiticas, o que confirma a linearidade dos métodos voltamétricos. As
equacles das retas que relacionam matematicamente (I,) e as concentragoes
dos compostos fendlicos apresentaram coeficientes de correlagdo acima de
0,99. Os limites de quantificacéo (LQ) e os limites de detec¢ao (LD) foram
considerados baixos e variaramde 2,5x107a 1,7 x 10°mol L' e de 1,5x 10
a 5,3 x 10 mol L, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 4: Resultados dos parametros de validagao calculados para a técnica
voltamétrica de deteccao e quantificagdo de compostos fendlicos.

Composto Equacao da curva Faixa Teste de Limite Limite de
fendlico/Potencial [composto linear Crochan/ de quantificagao
de pico fenolico(mol L] (mol L) Coeficiente | deteccao (mol L)
de correlagao (mol L)
C.. (0,2717)
Acido I(A) = 0,1348 50 x 107- | < C_ (0,4775)
protocatequinico [ac. 3,4 dihidrox.] — | 9,5 x 10 (a=0,05; k =9, | 2,4x107 | 5,0x 107
E,, = 0,48V 2x10% n=3)
r=0,9914
C.. (0,5401)
Acido ferulico I(A) = 0,0498 2,56 x 10%- | < C_ (0,5612)
E,, =041V [ac. ferulicol — | 1,7 x 10 (0=0,05; k =7, | 43%x107 | 2,56x10°
1x10° n=3)
r=0,9988
C.. (0,3434)
Acido salicilico I(A) = 0,0875 1,0x10%- | < C_, (0,5612)
E,, =039V [ac. salicilico] - 7,0 x 10 (0=0,05; k =7, | 54%x107 | 1,0% 10°
4 x10°® n=3)
r=0,9927
C.. (0,4909)
Acido vanilico I(A) = 0,1549 50x10"-| < C_ (0,6161)
E,, = 0,48V [ac. vanilico] + 6,5 x 106 (0=0,05; k =6, | 6,5%108 | 5,0x% 107
2x10% n=3)
r=0,9965
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C.. (0,4095)
Acido siringico I(A) = 0,0614 [ac. | 1,0 x 10°- | < C_ (0,5612)
E,, = 0,44V siringico] — 7,0 x 10 (0=0,05; k =7, | 44%x107 | 1,0% 10°
2x10% n=3)
r=0,9985
C.. (0,4918)
Resveratrol I(A) =0,078 1,0x10%- | < C_, (0,5612)
E,. =030V [resveratrol]+ 7,0 x 10 (0=0,05; k =7, | 3,3x107 | 1,0x% 10°
2x107 n=3)
r=0,9929
Acido I(A) = 0,0656 C.. (0,3035)
4-hidroxibenzoico | [ 4 ¢ i d o | 1,0x10°-| <C_ (0,6161)
E, =021V 4-hidroxibenzoico]+ | 6,0 x 10° (0=0,05; k = 6, | 53x10° | 1,0% 10°
1x10® n=3)
r=0,9940
C.. (0,3976)
Quercetina I(A) = 10,0363 | 3,0x10°- | < C_ (0,5232)
E, =039V [quercetina] — 2,0 x 10°% (0=0,05; k =7, | 1,8x10° | 3,0 10°
1x107 n=3)
r=0,9926
C.. (0,5883)
Hesperetina I(A) = 0,0475 < C, (0,6161)
E, =043V [hesperetina] - 3,0 x 10— | (0=0,05; k =6, | 1,7%x10° | 3,0 x 10°
9x 108 1,0 x 10 n=3)
r=0,9931

E,. = Potencial de pico anddico (de oxidagéo), C_, = Coeficiente de Crochan tabelado
(95% de confianga), C_, = Coeficiente de Crochan calculado, n = nimero de repetices

para cada nivel de concentragdo, k = nimero de niveis de concentragéao.

O Limite de detecgéo (LD) é considerado um bom parametro de
comparacao de métodos, pois mensura uma das mais importantes figuras
de mérito do método analitico. Quanto menor este valor, maior é o poder do
método em detectar o composto alvo. Os métodos baseados em cromatografia
sdo bastante seletivos e possuem baixos limites de deteccdo. Os limites de
detecgédo do método voltamétrico obtidos neste trabalho sdo compativeis com
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os limites obtidos por métodos baseados em cromatografia liquida (HPLC) com
deteccdes UV, com arranjo de diodos (DAD) e eletroquimica (ED) (Tabela 5).
Em relagdo a comparagdo com outros métodos eletroquimicos, a utilizagao
de eletrodos de carbono vitreo modificados pode levar a um desempenho
melhor quanto ao LD. Isto pode ser verificado nos trabalhos de Wan et al.
(2007); Abdel-Hamid et al. (2019) e Bharathi et al. (2018), que utilizaram
eletrodos de carbono vitreo modificados com nanotubos de carbono (CNT),
grafeno (GPH) e nanoparticulas de oxido de titanio (TiO,) para determinar
taninos e acidos fendlicos. Apesar deste melhor desempenho, nosso trabalho
apresentou um método voltamétrico com custo mais baixo € um menor
tempo de analise, pois nao foram adotadas etapas extras de modificagao do
eletrodo de trabalho. Desta forma, menos reagentes foram utilizados e as
analises foram mais ageis. No trabalho de Yardim et al. (2013), um método
voltamétrico que utiliza o eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) para
a determinacao do &cido vanililico apresenta um LD maior do que o obtido no
nosso trabalho.

Tabela 5: Dados da literatura que mostram limites de detecgéo (LD) alcancados
por métodos que utilizaram técnicas cromatograficas com diferentes
detectores e técnicas eletroquimicas na analise de compostos fendlicos.

Composto(s) fenélico(s) Técnica utilizada LD (mol L) Referéncia
Acido protocatequinico HPLC-DAD-ED 3,0x10° Plaza et al., 2014
Acido siringico HPLC-DAD-ED 2,4x107 Lamarca et al. (2018)
Acido vanilico 2,3x 107
Acido ferrulico 1,4 x 10
Acido -4 hidroxibenzoico HPLC-DAD 7,2x10% Dhanani et al. (2015a)
Acido salicilico GC-MS 1,7 x 10 Huang et al. (2015)
Quercetina HPLC-DAD 1,1x10° Da Silva et al. (2017)
Resveratrol 9,6 x 107
Campferol HPLC- DAD 2,1x107 Natividade et al., 2013
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Naringenina HPLC-DAD 3,8x 107 Gupta et al. (2012)
Catequina HPLC-UV 4.1x10°8 Gottumukkala et al.
(2014)
Acido elagico HPLC-DAD 1,6 x 10 Dhanani et al. (2015b)
Acido vanilico ASV-BDD 1,6 x 107 Yardim et al. (2013)
Acido protocatequinico SWV - CG + GPH 1,0x 107 Abdel-Hamid et al.
(2019)
Acido ferrtlico SWV - GC + rGO-TiO, 1,0x 10°® Bharathi et al. (2018)
Catequina DPV-GC + CNT + PEDOTM 1,3x10°® Yao et al. (2015)
Acido tanico DPV-GC + CNT 8,0 x 10° Wan et al. (2007)

HPLC-DAD-ED: Cromatografia liquida com detecgdo por arranjo de diodos e
amperométrica, HPLC-DAD: Cromatografia liquida com detec¢do por arranjo de
diodos, GC-MS: Cromatografia gasosa com detecgéo por espectrometria de massas,
HPLC-UV: Cromatografia liquida com detecgéo por espectrofotometria no ultravioleta/
visivel, ASV-BDD: Voltametria de redissolugdo anddica e eletrodo de diamante dopado
com boro, SWV — CG + GPH: Voltametria de onda quadrada com eletrodo de carbono
vitreo modificado com 6xido de grafeno, SWV — GC + rGO-TiO2: Voltametria de onda
quadrada com eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xido de grafeno reduzido
e nanoparticulas de 6xido de titanio, DPV-GC + CNT + PEDOTM: Voltametria de pulso
diferencial com eletrodo de carbono vitreo modificado com nanotubos de carbono e
poli(3,4- etilenodioxitiofeno hidroximetilado).

Em relagao a precisdo do método voltamétrico, observou-se que tanto
a repetibilidade (precisao intra-dia) quanto a precisao intermediaria (precisao
inter-dia) apresentaram valores satisfatérios com desvio padrao relativo < que
15% para a repetibilidade e < que 20% para a precisao intermediaria (Tabela
6). Ambos os resultados de precisdo, estdo de acordo com os critérios de
aceitagdo analiticos, quando se trabalha com concentragdes de analito na
faixa de ppb (partes por bilhdo) a ppm (partes por milhdo) (Inmetro, 2016).
Tabela 6: Resultados dos estudos de precisdo da técnica voltamétrica de
detecgéao e quantificagdo de compostos fendlicos.
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Composto fenédlico Repetibilidade Precisdo intermediaria

DPR (%) DPR (%)
Acido protocatequinico 59-73 4.8-15
Acido ferrulico 44-6,5 49-95
Acido salicilico 1,9-44 6,9-13
Acido vanilico 1,7-5,8 1,8-10
Acido siringico 1,9-4,0 1,0-37
Acido tanico 41-9,9 4,0-16
Acido elagico 34-472 3,0-19
Resveratrol 34-70 54-15
Acido 4-hidroxibenzoico 28-72 1,7-3,0
Quercetina 28-71 6,5-15
Hesperetina 47-73 7,3-15
Campferol 1,0-5,0 4,7-8,5
Naringenina 1,56-41 1,0-4,0
Miricetina 1,3-5,4 40-9,5
Catequina 3,0-12 10-17
Cianidina 50-11 7,0-14
Delfinidina 7,1-13 3,0-15

Conclusao

1. Os resultados da analise dos padrbes de compostos fendlicos
mostram que a técnica voltamétrica de pulso diferencial e eletrodo de carbono
vitreo pode ser utilizada na detec¢do e quantificacdo de acidos fendlicos,
flavonoides, taninos e estilbenos.

2. Devido a semelhanga dos potenciais de oxidacdo de varios
compostos fendlicos, verificada durante a obtencao dos perfis voltamétricos,
a técnica voltamétrica de pulso diferencial e eletrodo de carbono vitreo pode
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ser aplicada na determinacdo simultdnea de alguns compostos fendlicos
de classes diferentes ou na quantificagdo de compostos fendlicos totais em
amostras reais.

3. Os resultados das figuras analiticas de mérito ou parametros de
validagéo da técnica voltamétrica de pulso diferencial e eletrodo de carbono
vitreo obtidos das analises dos padrboes de compostos fendlicos mostram que
a técnica possui boa precisao, baixos limites de quantificacdo e detecgao e
faixa linear que permite a quantificagdo em amostras reais.

4. Antes da aplicagdo da técnica voltamétrica para a deteccéo e
quantificagdo de compostos fendlicos em amostras reais, estudos de efeito
matriz para verificagao de interferentes terao que ser conduzidos.
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