INSTITUTO FEDERAL GOIANO — CAMPUS RIO VERDE
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO PROGRAMA DE
POS-GRADUACAO EM AGROQUIMICA

USO DO SISTEMA DE ANALISE POR INJECAO EM
BATELADA E CDTRODO PARA DETERMINACAO DE
QUERCETINA

Autora: Aline Silva de Sousa Stratmann
Orientadora: Dra. Polyana Fernandes Pereira
Coorientador: Dr. Jodo Carlos Perbone de Souza

Rio Verde — GO
Fevereiro — 2020



INSTITUTO FEDERAL GOIANO — CAMPUS RIO VERDE
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO PROGRAMA DE
POS-GRADUACAO EM AGROQUIMICA

USO DO SISTEMA DE ANALISE POR INJECAO EM
BATELADA E CDTRODO PARA DETERMINACAO DE
QUERCETINA

Autora: Aline Silva de Sousa Stratmann
Orientadora: Dra. Polyana Fernandes Pereira
Coorientador: Dr. Jodo Carlos Perbone de Souza

Disserta¢do apresentada como parte das exigéncias
para obtencdo do titulo de MESTRE EM
AGROQUIMICA, no programa de Pés-Graduagio
em Agroquimica do Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio Verde —
Area de concentragdo Agroquimica

Rio Verde — GO
Fevereiro — 2020



Sistema desenvolvido pelo ICMC/USP
Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicagao (CIP)
Sistema Integrado de Bibliotecas - Instituto Federal Goiano

Stratmann, Aline Silva de Sousa

US0 DO SISTEMA DE ANALISE FOR IHJE':E.C' EM BATELADA
E CDTRODD PARRD DETER.I.‘-!IIHA;‘?—;C‘ DE QUERCETINA / Aline
Eilva de Sousa Stratmann;orientadora Polyana
Farnandes Pereira; co-orientador Jodo Carlos Perbone

de Souza. —-- Rio Verde, 2020.
&0 p.
Dissertacdoc [ em Agrogulmica)l -- Institute Federal

GCoiano, Campus Rio Verde, Z2020.

1. Eletroguimica. 2. Croncamperometria. 3.
Pimenta. 4. Extrato. 5. Eletrodo de Ouro. I.
Pereira, Polyana Fernandes, orient. II. de Souza,
Jodo Carlos Perbone, co-orient. III. Titulo.

Rezponsavel: Johnathan Pereira Alves Diniz - Biblictecario-Documentalista CEB-1 n"2376




INSTITUTO FEDERAL DE EDUCACAO, CIENCIA E TECNOLOGIA
GOIANO — CAMPUS RIO VERDE
DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGROQUIMICA

USO DO SISTEMA DE ANALISE POR lNJECf}O
EM BATELADA E CDtrodo PARA DETERMINACAO
DE QUERCETINA

Autora: Aline Silva de Sousa Stratmann
Orientadora: Polyana Fernandes Pereira

TITULACAO: Mestre em Agroquimica — Area de concentragdo
Agroquimica.

APROVADA em 27 de fevereiro de 2020.

Prof. Dr. Jair-Pereira de Melo Junior

Avaliador externo

UniRV / Rio Verde Avaliadora interna
I[F Goiano / Rio Verde

- —\ = =

f _/"’ ;i
\\"E/‘E«% NG ;T% Omolia kvg-\;;,\g.\,
Prof.?.Dr.? Polyana Fernandes Pereira

Presidente da Banca
IF Goiano / Rio Verde



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, ja que me proporcionou a vida, conhecimento e mente
sd durante esses longos dois anos de mestrado.

Aos meus pais Edgar e Luciene, que sempre me impulsionaram no caminho do
conhecimento tanto pessoal quanto cientifico, sendo minha base e meu apoio nos
momentos mais dificeis. Toda conquista minha sdo méritos de vocés.

Ao meu irmdo Lucas, que sempre levarei comigo, apesar de ndo esta presente
nesta Terra, estard sempre presente em meu coragao.

Ao meu amor, companheiro e esposo Gerson, que me apoiou com todo amor e
carinho durante essa jornada, independentemente do qudo dificil fossem os momentos.
Juntos sei que podemos ir mais longe.

A minha querida orientadora Polyana, por todo conhecimento e ajuda que a
mim foram transmitidos, com carinho e muita paciéncia. Espero ter uma amiga para
levar para vida toda.

As minhas pessoas, Vanessa, Fernanda, Viviane ¢ Samara, que apesar dos
encontros esporadicos, dividiram comigo os melhores anos da minha vida, com vocés
com certeza meus dias sdo melhores.

A minha querida e antiga amiga Larissa, que me ajudou desde o inicio até o
presente momento, em tudo que eu necessitei, em qualquer momento, lugar, ou dia, sua
reciprocidade e amizade levarei para sempre comigo.

As queridas professoras Eloisa e Cassia, que apesar de nio me orientarem nio
pouparam esforcos para sanarem minhas duvidas e me auxiliarem neste trajeto, a vocés
tenho imenso carinho.

Aos colegas integrantes do LaME, Franciane, Mariana, Barbara, Fernanda,
Paula, Paulo César, Lorena e Lhais, vocés ndo sabem o quanto foi inesqueciveis os
momentos que passamos juntos, foram voc€s juntamente com a equipe do LaPN que

fizeram do IF Goiano minha segunda casa.



BIOGRAFIA DO AUTOR

Aline Silva de Sousa Stratmann, natural de Rio Verde — Goias, nascida em 28 de
outubro de 1995, filha de Luciene Oliveira Silva de Sousa e Edgar Flauzino de Sousa, irma de
Lucas Flauzino de Sousa e esposa de Gerson Stratmann. Em 2017, formou-se em Licenciatura
em Quimica, pelo Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologia Goiano — Campus Rio
Verde. Durante a graduagao realizou diversas atividades como monitora de ensino de quimica
analitica, monitora de laboratorio de microscopia vegetal, estagiaria de industria alimenticia,
pesquisadora cientifica, voluntaria e de docéncia. Em 2018, no mesmo instituto iniciou o
mestrado em Agroquimica, trabalhando com a determinagdo eletroquimica de quercetina em

amostras de extrato de pimenta.

vi



INDICE

1. INTRODUGAO. ...ttt ees s s eseenesans 17
1.1. CONSIACTACOES ZETAIS. ...eeeeuueiieeiiieeeaiieeeeietteeesatiteeeeeeeeeeenneeeeennsaeeeanseeeeanseeeaeaseeens 17
1.1.1. QUETCELIMA. ...cvvviiiiieeeeceeiiiieeeeeeee et r e e e e e setbebeeaeeeeseaebaaeaeaeeessntsaeseeaeesassersneseeas 18
1.1.2. Metodologias disponiveis na literatura para determinacgao de quercetina............. 19
1.2. CDHrOAOAE OULO ...ttt ettt ettt et st 21
1.3. Analise por injecao em batelada............cooeiiiiiiiiiiiiie e 22
1.4. Deteccao amMPErOMEIIICA. .....ceeeuiirieeieieeeiiiee e et eeeeeee e e et teeeeteeeeeeaneeessneeeeeenneeas 24
L.5. Voltametria CICIICA. ...c..eeiiiiiiiiii ittt 25
1.6. Eletrodos de referéncia € auxXiliar..........ccocuevuieiiiiiiiiieniiinicicceenc e 27
1.6.1. Eletrodo de referéncia prata/cloreto deprata............ceeecvieeeeiiieriiciiiieiie e, 27
1.6.2. Eletrodo auxiliar (contra-eletrodo)...........eeeevieririiiiieeeiieie e 28
1.7. Célula CletrOqUITNICA ... ..cceiiie ettt eeciieeeeettee et e e et ee et e e e seb e e eenreeesseseeeeensraeens 29
1.8. Procedimentos usados no calculo de alguns parametros analiticos.......................... 30
1.8.1. Limite de DetecCao (LD)....uuiiiiiiiiiiiiiieiee ettt et re e e eavave e 30
1.8.2. Limite de Quantificacdo (LQ).....ccccuviriieiiiiiiiiiiieee et ee e 30
1.8.3. Repetibilidade .....cccvvviiiieiiiii e 31
1.8.4. LANEAridAde ...c..eevviiiiiiiiici et 31
1.8.5. EXAtIAA0 ..ottt e e 32
2. REFERENCIAS ...t 33
3. OBJETIVOS ..ot ettt et 43
4. ARTIGOS CIENTIFICOS........oouioeieeeeeeeeeeeee oo 43
CAPITULO ...t 43
4.1. ADSITACT ...ttt ettt ettt 43
4.2. Palavras-Chave..........cociiiiiiiiiiiii e 44
43, 318 (06 Lo o R 44
4.4. Materiais € METOAOS .....cc.uviiiiiiiiiieniie ettt et e 46
44.1. Reagentes, SOIUCOES € AMOSLIAS ......vveeeeeiiieeeiiiieeeiiieeee e eeeeireeeesreeeenrree e eens 46
44.2. INStrUMENtAGAO ......ceiiiiii i ae e 46
44.3. Preparo do Eletrodo de Trabalho (CDtrodo) ........ccceveeeiiieeieiiieeeiieeeeiee e 47
444, Caracterizacao dos eletrodos ........oooeeeieeiieeeieece e 47
44.5. Estudo de pH e potencial Otimo ..........cccvveeeiiiiieieiiiiie et eree et 48



4.5.
4.6.
4.7.
4.8.
4.9.

5.

Resultados € diSCUSSORS .....c.ueeruiiriiriiiiieiiiiit ettt 49
CONCIUSORS ...ttt ettt sttt ettt et s 54
Declaracdo de interesSSe CONCOITENIC. ........evvvieieieeieiieeeieeeeeeeeeeeee e 55
AGIadeCIMENTOS .. .eeiieeiriiieeiiiieeeeiie e e ettt ee e e ereeeeeebeeeessetaeeeeereeeesseseeeesssreaesesssaaeennnns 55
REFETENCIAS ...ttt e 55
CONCLUSAO GERAL ..ottt 59

viii



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Metodologias para determinagdo de qUErCeting...........ccevuveerveernveenueenieeenieeennnenn 19
Tabela 1. Caracteristicas analiticas do método BIA-CA para quercetina...............ccceeeeeenen... 53

Tabela 2. Comparagdo entre as caracteristicas analiticas do método proposto e métodos
analiticos anteriores para a determinagao de qUETCEtiNg. ........eeeeveiirerriiiieeiiiieeeeiieee e 53

X



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura quimica em tracos e bolas da Quercetina em 3D............cccceeveiiiinrennnn.n. 18

Figura 2. Etapas de operagdo de um sistema BIA com detecgdo eletroquimica e respectivo
pico transiente obtido. (A) antes da injecdo; (B) durante a injecdo; (C) final da injecdo; (D)
dispersdo e (E) equilibrio fINal ............ccceiiiiiiiiiiiiiiie ettt eree e eereee s eree e 24

Figura 3. (A) Sinal de excitagdo em voltametria ciclica. (B) Sinal gerado de voltametria
ciclica em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L-1, pH 7,0, com Fe(CN)64- 1x10-2 molL-1...... 27

Figura 4. (A) célula com a tampa e os eletrodos de trabalho (ET), referéncia (ER) e auxiliar
(EA). (B) célula sem tampa, exibindo a area de trabalho do eletrodo. ...........ccceevveeniiininennns 29

Figura 1. (a) Regides da camada de ouro do disco compacto gravavel: (1) borda interna, (2)
centro, (3) borda externa. (b) Etapas na constru¢do do eletrodo de ouro usando o CD de
gravacao (CDtrodos); (I) CD-R antes do tratamento, (II) remogao da camada polimérica CD-
R, apods a adi¢do de HNO3 e (III) fatia CD-R sem a camada de polimero e lavado com agua
pararemover 0 HINO3. ..ttt e e e e 47

Figura 2. Mapa composicional da amostra de CDtrodo de ouro (A) e individual da amostra
(B). (C) espectro EDS “do inglés Energy Dispersive X — Ray Spectroscopy” dos elementos
constituintes das particulas correspondentes a amostra de CDtrodo. ..........ccccceevvveeriieinnennns 48

Figura 3. Voltamogramas ciclicos realizados em meio de tampdo borato (0,004 mol L™'; pH =
10,0) e etanol (50:50) antes () e apds a adicdo de 50 mg L™ de quercetina (—). Velocidade
de varredura = 100 mV s™'; Incremento de potencial = 5 mV. (A) pH 2, (B) pH 4, (C) pH 6,
(D) PH 8 € (E) PH 10, 1.eieeeiie ettt ettt e e tee et e e enseeennneennneeens 50

Figura 4. Mecanismo de eletrooxidagdo da quercetina em solu¢do hidroetanolica. Fonte:
Timbola et al., (2000).........uuiiiiiiieiiiiiieiee ettt ee et e e e e e e st e e ae e eeettreaeeeeeessterareaeaaes 51

Figura 5. Amperogramas obtidos de injegdes sucessivas (n = 10) de solugdes contendo 20 mg
L (a) € 90 mg L (D), [SPECHVAMENLE. ........eovereeeeeeeeeeee e ene e 51

Figura 6. (A) BIA-CA Amperogramas obtidos a partir de inje¢des de uma amostra de extrato
de pimenta devidamente diluida (a) e seis solugdes padrio contendo concentragdes
decrescente de quercetina (a — f: 27 — 72 mg L™). (B) Curva analitica crescente para a
Quercetina. (C) Curva analitica decrescente para a QUercetina. ..........ccceeeeceeereeeceeeeereneeennne 52



LISTA DE SIMBOLOS, SIGLAS, ABREVIACOES E UNIDADES

BIA Andlise por Injecdo em Batelada
DA Doenga de Alzheimer

CCD Charge Coupled Device

LD Limite de Detecgao

CLAE Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
R? Coeficiente de Determinacao
DPR Desvio Padrao Relativo

A% Volt

MCPE Micro — Cloud Point Extraction
ng mL™’ Nanogramas por Mililitros

% Porcentagem

uM Micromol

CD Disco Gravavel

CD-R Disco Compacto Gravavel
CD-RW Disco Compacto Regravavel
nm Nandmetro

cm? Centimetro Quadrado

mL Mililitro

h! Por Hora

PAD PulsedAmperometricDetection
MPA Multiple Pulse Amperometry
E Potencial

Sat Saturado

mol L™ Mol por Litro

pH Potencial Hidrogenionico

] Soélido

CA Cronoamperometria

ET Eletrodo de Trabalho

ER Eletrodo de Referéncia

EA Eletrodo Auxiliar

DPb Desvio Padrao do Branco

s Sensibilidade

x Média

DPx Desvio Padrao da Concentracao
y Resposta Medida

a Coeficiente Linear

b Coeficiente Angular

X Concentragao

mVs™ Milivolt por Segundo

pgmL’ Micrograma por Mililitro

mg L™ Miligrama por Litro

uL Microlitro

cm Centimetro

ms Milissegundo

LA Microampére

CRTI Centro Regional para o Desenvolvimento Tecnoldgico e Inovacao



EDS Espectroscopia por Energia Dispersiva
i Corrente

+ Mais ou Menos

nc Nao Consta

Xii



RESUMO

STRATMANN, ALINE SILVA DE SOUSA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde —
GO, fevereiro de 2020. Uso do sistema de Analise por Injecio em Batelada e CDtrodo
para determinacio de Quercetina. Orientadora: Dra. Polyana Fernandes Pereira.
Coorientador: Jodo Carlos Perbone de Souza.

A quercetina pertencente ao grupo dos flavonoides possui em sua estrutura o grupo
catecol, que contém propriedades antioxidantes importante para o organismo de seres vivos.
Desta forma, este antioxidante ganhou destaque em pesquisas farmacéuticas e medicinais
justamente pela sua facilidade em doar elétrons para outras moléculas, principalmente as que
atuam no corpo humano, evitando diversas doengas como cancer, inflamagdes, citoxicidade
dentre outras. A quercetina em sua forma natural e pura possui coloracdo amarelada muito
intensa, e contribui com a pigmentagdo na maioria dos alimentos em que ¢ encontrada. Na
pimenta-biquinho ela pode ser extraida usando o etanol como solvente por causa de sua
propriedade polar. Atualmente, estudos comprovam a eficacia de extratos de plantas na acdo
antifungica e antimicrobioldgica, ¢ importante também quantificar as propriedades
antioxidantes do mesmo, principalmente para o uso medicinal em seres vivos. O trabalho
descrito aqui envolve o estudo e desenvolvimento de uma técnica eletroquimica usando a
Andlise por Injecd@o em Batelada (BIA) com detecgdo cronoamperométrica e CDtrodo de ouro
como eletrodo de trabalho.Esta técnica foi estudada para propor uma nova metodologia de
determinacdo e quantificacdo de quercetina em extratos etandlicos de pimenta var. biquinho
(Capsicum Chinense). As andlises eletroquimicas foram realizadas com tampdo Britton
Robinson pH 10, como eletrélito de suporte e potencial igual a +1,0 V. Todas as analises
foram realizadas sem agitacdo e com o potenciostato pAuto Lab Tipo III. Para as injegdes
simultaneas, utilizou-se a micropipeta eletronica. Os experimentos realizados obtiveram boa
estabilidade (DPR = 3,25% e 7,53%), linearidade (R = 0,9893), alta frequéncia analitica
(~150 injegdes h™) e com limite de detecgdo na ordem de 5,25 ng mL™.Esses valores se

comparado aos outros trabalhos demonstrou que a metodologia proposta aqui pode ser usada



como alternativa simples ede baixo custo, para a determinacdo de quercetina em extratos de

pimenta.

PALAVRAS-CHAVE: Eletroquimica, cronoamperometria, pimenta, extrato, eletrodo de
ouro



ABSTRACT

STRATMANN, ALINE SILVA DE SOUSA. Goiano Federal Institute — Campus Rio Verde —
GO, february 2020. Use of the Batch Injection Analysis and CDtrode system to determine
Quercetin. Advisor: Dr. Polyana Fernandes Pereira. Co-advisor: Dr. Jodo Carlos Perbone de
Souza.

Quercetin belonging to the group of flavonoids and has in its structure the catechol
group, thus, it contains antioxidant properties important for living beings’ organism. Thus,
this antioxidant has gained prominence in pharmaceutical and medicinal research precisely
because of its ease in donating electrons to other molecules, especially those that act in the
human body, preventing various diseases such as cancer, inflammation, cytoxicity, among
others. Quercetin in its natural and pure form has a very intense yellowish color, then
contributes to pigmentation in most foods in which it is found. In the beak pepper it can be
extracted using ethanol as a solvent due to its polar property. As currently studies prove the
efficacy of plant extracts in their antifungal and antimicrobiological action, it is also important
to quantify its antioxidant properties, especially for medicinal use in living beings. The work
described here involves the study and development of an electrochemical technique using
Batch Injection Analysis (BIA) with chronoamperometric detection and gold CD electrode as
the working electrode. This technique was studied to propose a new methodology for
determining and quantifying quercetin in ethanolic extracts of pepper var. beak
(CapsicumChinense). Electrochemical analyzes were performed with Britton Robinson pH 10
buffer, as support electrolyte and potential equal to +1.0 V. All analyzes were performed
without agitation and with the potentiostat pAuto Lab Type III. For simultaneous injections,
the electronic micropipette was used. The experiments performed obtained good stability
(DPR = 3.25% and 7.53%), linearity (R = 0.9893), high analytical frequency (~ 150 injections
h™) and with detection limit in the order of 5.25 ng mL™. These values, when compared to
other studies, demonstrated that the methodology proposed here can be used as a simple and

low-cost alternative for the quercetin determination in pepper extracts.



KEYWORD: Electrochemistry, chroamperometry, pepper, extract, gold electrode.



1.INTRODUCAO

1.1. Consideracoes gerais

O controle de qualidade dos produtos como cosméticos, medicamentos, alimentos ¢
agroquimicos em diversos setores tais como medicinal, ambiental, cosmética, alimenticia e
laboratoriais sdo baseados em espectroscopia (Holm-Nielsen et al.2007), (Morel et al.,2004),
(Pind et al. 2003), (Kana et al.,2013) e (Ward et al., 2011), cromatografia gasosa (Ward et al.,
2011) e titulagdo potenciométrica (Varmuza & Filzmoser, 2009). No entanto, um nimero
restrito de laboratorios possuem equipamentos de cromatografia ou espectroscopia, o que se

deve, principalmente, ao seu alto custo de aquisi¢do, operagdo e manutengao.

Nesse contexto, o desenvolvimento de metodologias de analises simples, rapidas, de
baixo custo e com garantia da qualidade dos resultados sdo de grande importancia. Uma
alternativa é o usode métodos eletroquimicos, uma vez que em sua maioria sdo mais rapidos e
de manuseio e aplicagdo simples. Dentre as técnicas contidas nos métodos eletroquimicos
podem ser citadas a voltametria e a amperometria. A voltametria pode ser realizada de
diferentes formas como a varredura linear, de onda quadrada, pulso diferencial (polarografia)

e triangular (ciclica) (Robledo et al., 2019).

A amperometria possui trés formas de ser aplicada em andlises, a convencional (com
apenas um potencial), pulsada (com mais de um pulso, porém apenas um amperograma) e de
multiplos pulsos (com até dez plusos e amperogramas). Entretanto, ¢ importante afimar que
medi¢des que envolvem a amperometria realizadas em potenciais fixados simplificam o
método analitico se comparado a voltametria, especialmente se empregada com a Analise por
Injecdo em Batelada (BIA) (Dornellas et al., 2015). Metodologias de controle de qualidade
usando Analise por Injecdo em Batelada (BIA) com deteccdo amperométrica apresentam
caracteristicas apropriadas para o desenvolvimento de métodos de analise com as seguintes
caracteristicas: portabilidade (implementavel em laboratdrios com pouca infraestrutura), baixo
custo, elevada seletividade e sensibilidade nas determinagoes, elevada frequéncia analitica,
consumo minimo de reagentes e amostras e, portanto, geracao de residuos em menor volume.
Assim, o emprego de sistemas BIA pode se tornar promissora ferramenta para uso em

diversos setores. (Pereira, 2016)
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Neste projeto a espécie estudada ¢ a quercetina, que se encaixa na classe dos
flavonoides, dispondo entdo de propriedade antioxidante e por isso possui papel significativo

na medicina. (Reay et al., 2019).

1.1.1. Quercetina

A quercetina (Cy5H;907), cuja estrutura quimica pode ser observada na Figura 1,
pertence ao grupo dos flavonoides ¢ pode ser facilmente extraida de diversas plantas e frutos
comestiveis como da espécie Capsicum, mais especificamente da Capsicum chinense (C.
chinense), que ¢ mais popularmente conhecida como pimenta-biquinho, nativa do territorio
brasileiro (Aguiar et al., 2019). Este antioxidante ¢ encontrado purificado e a 25°C na forma

de p6 amarelado. Possui ponto de fusdo de 316,5°C e peso molecular de 338,26 g mol™

Figura 1. Estrutura quimica em tracos e bolas da Quercetina em 3D. Fonte: National Center for
Biotechnology Information (2019)

Por ser um flavonoide, a quercetina possui propriedade antioxidante e forte agdo
quelante, que sdo resultados de grupos catecol em um anel e grupo hidroxila livre (OH") em
outro. Desta forma, apresenta diversas caracteristicas medicinais como inibidor de enzimas
digestivas de carboidratos (Lin et al., 2019), atividade antioxidante, antimicrobiana e
citotoxica, (Milanezi et al., 2019), anti-inflamatoria (Hatahet et al., 2017), antiproliferativa,
antiangiogénica (Aratjo et al., 2017 e Granato et al., 2017), efeitos neuroprotetores (Guss et
al., 2017), efeito hepatoprotetor (Miltonprabu et al.; 2017) e anti envelhecimento
(Chondrogiannietal., 2010).

Um recurso também inovador possibilitado pela quercetina segundo Zaplatic e
colaboradores (2019) ¢ na melhoria de sinais celulares e moleculares na regulacdo das funcoes

fisiologicas normais, j4 que a quercetina tem a capacidade de combater efeitos nocivos
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causados por espécies reativas a oxigénio, que desempenham fungdo importante no

desenvolvimento da doenga de Alzheimer (DA).

1.1.2. Metodologias disponiveis na literatura para determinacio de

quercetina

Na literatura ¢ possivel listar inumeros artigos envolvendo a determinacdo e
quantificagdo da quercetina, deste modo, foram listados abaixo os trabalhos mais atuais ou

que tiveram maior relevancia para o presente trabalho.

A Tabela llista as metodologias que enfocam a determinagdo de quercetina.

Tabela 1. Metodologias para determinag@o de quercetina.

METODO ANALITICO REFERENCIA

Espectroscopia Raman Numata& Tanaka, 2011

Cromatografia Liquida de Alta

Performance Rajaetal.; 2014

Voltametria de Adsorg¢do Abdullah et al.; 2018

Métodos de Polimeros Impressos

Molecularmente Rahimi et al.; 2019

Voltametria Ciclica e de Pulso

Diferencial Sarithaet al.; 2019

Mlc':roext'raqa'(i 11.qu1d0—11qu1d0 Altunay et al.; 2019
dispersivo-ionico

Voltametria Ciclica Takahashi et al.; 2019
Extragdo de ponto de micronuvem Khani et al.; 2019

Voltametria Ciclica e de Onda

Quadrada Ying Ji, et al.; 2020

A espectroscopia Raman foi proposta para a quantificacdo de quercetina por Numata
e Tanaka em 2011. Os espectros foram medidos com laser de ion Ar a 488 nm. A lente usada
foi de 20 vezes. O detector usado foi 0 CCD. O padrio interno da banda Raman escolhido foi
de etanol e metanol. Deste modo a curva de calibragdo selecionada foi de y = 9,005 x com R’

de 0,9999 em etanol e metanol. O limite de detec¢do (LD) foi de 5x10° mol L.
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O uso da cromatografia liquida de alta performance (CLAE) em fase reversa com
multideteccdo por espectroscopia de absorcdo molecular UV-Vis, foi propostopor Raja e
colaboradores (2014).Nesse estudo O dimilsulfoxido foi usado como solvente de extra¢ao e O
gradiente selecionado para a separagdo foi o de metanol(as separagdes foram realizadas por
gradiente de elui¢do usando fase aquosa consistindo em 0,1% de acido formico (solvente A) e
metanol (solvente B), com tempo de retengdo de 0 a 35 minutos). A faixa linear obtida foi de

0,5220 uygmL", com LD de 0,1 mg L™

Abdullah e colaboradores (2018) propuseram uma metodologia utilizando a
voltametria de adsor¢do por tira em um eletrodo de trabalho de diamante dopado com boro, ja
tratado catodicamente. Através de andlise por onda quadrada, uma faixa linear foi adotada:

0,52 200 pg mL"(R = 0,997)com LD de 0,132 pg mL™.

A determinagdo de quercetina utilizando polimero impresso molecularmente, foi
desenvolvida para o uso em cromatografo liquido de alta eficiéncia. O polimero foi
caracterizado por microscopia eletronica de varredura por transformada de Fourier e analise
gravimétrica. O método proposto obteve linearidade em faixa de 0,05 a 100 pg mL™ com R* =
0,9998. LD foi de 9,94 ng mL™". Para o valor de desvio padrdo relativo (DPR) (n = 6) foi de
2,32 5,0%.

Saritha e colaboradores em 2019 propuseram a sintese de nanoparticulas de 6xido de
zinco e nanoparticulas de carbono, para construirem um eletrodo de trabalho com base de
pasta de carbono modificado. Para este trabalho o LD e o limite de quantificacdo (LQ)
encontrados foram de 0,04 e 0,13 pmol L! respectivamente. O DPR de 1,76% (n = 10). A

faixa dindmica linear foi obtida entre 0,166 ¢ 3,63 umol L

O objetivo do estudo de Altunay e colaboradores (2019) foi desenvolver um método
de microextra¢do liquido-liquido dispersivo-ionico assistido por vortice. Apos as devidas
otimizacdes a faixa de calibragio escolhida foi de 35 a 750 pg L™ com LD de 10,2 ug L™". Os

valores de recuperacdo e DPR foram respectivamente na faixa de 94 a 104% e 2,5 a 4,2%.

O estudo eletroquimico desenvolvido por Takahashi e colaboradores (2019), tem
como eletrodo de trabalho nanotubo de carbono. A voltametria ciclica realizada revelou
correntes de picos diversas e especificas: oxidagdo em +0,37; +0,45 ¢ +0,78 V. A faixa linear

de trabalho escolhida foi de 0,18 a 5,0 mg dL'com limite de deteccdo no valor de 0,0018 a
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0,0030 mg dL™.

No novo método de quantificacdo proposto por Khani e colaboradores (2019), tem
como base um método verde, denominado em inglés como “micro-cloud point extraction
(MCPE)”, que traduzido ¢ Extracdo de ponto de micronuvem. Nesse método alguns
microlitros da fase micelar sdo suficientes para determinacdo da quercetina. Sob condi¢do
otimizada, a faixa linear de trabalho escolhida foi de 10 a 100 ng mL"(R = 0,999) e limite de
detecgiio em 2,2 ng mL™. O desvio padréo relativo de 2,8% para uma solugio padrio de 30 ng

mL" (n=3).

No estudo eletroquimico de voltametria ciclica e onda quadrada realizada por Ying Ji
e colaboradores (2020), um eletrodo de pasta de microesferas de carbono vitreo dopado com
nitrogénio foi usado como eletrodo de trabalho. Segundo o estudo, o eletrodo modificado
exibiu melhor reacdo eletrocatalitica em relagdo a quercetina. Sob as condi¢des otimizadas,
duas faixas lineares foram escolhidas de 0,002 a 1,1 uM e 0,01 a 10 uM, com limite de
detec¢do de 1 nmol L™. (R =0,999)

Apesar das diversas metodologias para a determinagdo de quercetina, muitas delas
como a cromatografia, espectroscopia, microextracdo e extracdo demandam de um tempo
maior de analise se comparado a analise por inje¢do em batelada e um conhecimento técnico
para uso e manuseio do equipamento, além da compreensdo e interpretacdo dos dados. E a
analise BIA acoplada a deteccdo amperométrica simplifica o método se comparado a
metodologias que incluam a voltametria. Desta forma, torna-se um método favoravel para ser

usado na determinacdo de quercetina em extratos de pimenta.

1.2. CDtrodode ouro

Discos compactos (CD) possuem diferentes camadas em sua fabricacdo dependendo
do tipo de CD. Existem em geral trés tipos, o disco compacto (CD), discos compactos
gravaveis (CD-R) e discos compactos regravaveis (CD-RW). Os trés tipos possuem filmes
protetores em suas camadas, camada refletora (ouro, prata ou aluminio) e substrato, o CD-R
possui ainda camada fotodegradavel e o CD-RW, além das mencionadas, possui filme de

metal, filme dielétrico e o ponto de gravagdo. (Richter, 2001)

O eletrodo de ouro proveniente da camada refletora, mais conhecido como CDtrodo,
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tém sido amplamente usado para determinacdo de metais tais como prata (Stuart et al., 2014),
chumbo (Richter et al., 2003), cobre (Richter, et al., 2001), merctrio (Richter et al., 2000)
edoencas como a doencade Chagas (Foguel et al., 2011).

Segundo artigos cientificos o CDtrodo de ouro comecou a ser estudado e fabricado
em 2000 (Angnes et al., 2000), entretanto ja se usavam eletrodos de ouro comercial, ja que
este metal apresenta 6tima condutibilidade, porém com o custo maior de aquisi¢do.Desta
forma o eletrodo produzido a partir de CD’s foi pensado como forma alternativa e de baixo

custo para eletrodos de ouro comerciais. (Richter, 2001)

A espessura da camada de ouro nos CD’s sdo em torno de 50 a 100 nm, o que
possibilita a construgdo de nanoeletrodos com éreas na ordem de 10° cm®.A superficie
simétrica e nivelada permite também o recorte de eletrodos em tamanho convencionado com
até 100 cm?(4rea total da camada metalica dos discos gravaveis) para andlises eletroquimicas

com injecdes em batelada ou em fluxo. (Angnes et al., 2000)

1.3. Analise por injecio em batelada

A analise por Injecdo em Batelada (BIA, do inglés “Batch Injection Analysis”) ¢ uma
metodologia de andlise que pode ser usada no controle de qualidade de diversos produtos
conforme medicamentos como omeprazol (Stefano et al., 2017), captopril e hidroclorotiazida
(Gimenes et al., 2015), combustiveis como o bioetanol (Tormin et al., 2015) e gasoleo (Pereira
et al., 2012), alimentoscomo suco de laranja (Hernadndez-Santos et al., 2020) e suplementos
alimentares (Pereira et al., 2016), além de amostras de interesse ambientalcomo analise de agua
(Pacheco et al., 2011) e metais pesados (Brett et al., 2000), entre outras. O sistema de analise
BIA com detecgao eletroquimica € de constituicdo simples e portatil (instalavel em laboratério
com pouca infraestrutura), e necessita trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar) e de um

potenciostato conectado ao computador . (Ribeiro et al.; 2019)

Esse método foi divulgado pela primeira vez em 1991 por Wang e Taha (Wang &
Taha, 1991) e ¢é baseado na injecdo de pequenos volumes do analito na superficie de um
eletrodo de trabalho fixado a uma pequena distidncia da ponteira de uma pipeta em configuragao
do tipo wall-jet (sinais de resposta transientes). As adigdes sdo feitas em uma célula
eletroquimica (célula BIA) contendo grande volume de eletrolito suporte inerte (Tormin, 2012).
O sistema ¢ simples e de facil operacdo, podendo se tornar uma alternativa bastante viavel para
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detecgdo de espécies organicas.

A técnica BIA pode ser vantajosa no controle de qualidade ja que realiza ensaios
repetitivos a taxa de 60 a 250 amostras h™'e com precisdo de 1 a 3% (desvio padrio relativo), e
combinados a falta de efeitos de memoria (repetibilidade) gera feitos surpreendentes como a
possibilidade de analise de amostras muito diluidas em eletrolito, cerca de 10.000 vezes em

células de 100 a 500 mL. (Wang, 1991)

Este tipo de analise se baseia na detecg@o amperométrica que apresenta caracteristicas
apropriadas para o desenvolvimento de métodos analiticos com as seguintes caracteristicas:
baixo custo, elevada sensibilidade nas determinacdes, elevada frequéncia analitica, consumo
minimo de reagentes e amostras, gerando assim, menor volume de residuos. (Ribeiro et al.,

2019)

A célula BIA, assim como qualquer outra célula eletroquimica, ¢ constituida de trés
eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar) imersos em solugdo contendo analito (amostra ou
espécie analisada) e eletrdlito de suporte (reduz efeitos de migragao e resisténcia da solucao). O
eletrodo de trabalho tem um potencial que varia linearmente, tendo sempre seu valor
comparado ao eletrodo de referéncia, ja que este tltimo mantém um potencial constante durante
toda a analise. O terceiro eletrodo ¢ o auxiliar que, geralmente, ¢ constituido de platinae

permite a passagem decorrente. (Tormin, 2016)

Na figura 2, abaixo, ¢ exemplicado como acontece o sinal de resposta (amperograma),
quando o analito ¢ injetado na superficie do eletrodo de trabalho durante a analise

eletroquimica.
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Figura 2. Etapas de operacio de um sistema BIA com detecgdo eletroquimica e respectivo
pico transiente obtido. (A) antes da injecdo; (B) durante a inje¢do; (C) final da injegéo; (D) dispersdo e
(E) equilibrio final. Fonte: Pereira (2016).

Como ¢ exemplicado na figura 2, no inicio da analise (A), antes da injecdo da
amostra ou analito na superficie do eletrodo hd uma corrente no faradaica, ou seja, corrente
residual indicando, por exemplo, o acumulo de carga na dupla camada elétrica. Quando
ocorre a injecdo (B) se inicia o sinal da corrente faradaica, que ¢ a corrente produzida por
processos de oxirreducdo na célula eletroquimica, até o pico maximo de corrente (C) quando
toda espécie eletroativa injetada reage através do processo redox do analito. Como a corrente
¢ proporcional com a concentracdo de amostra, esta decai (D), ja que toda concentracdo da
espécie injetada vai sendo consumida, diminuindo entdo sua concentragdo, até que a corrente

volta ao valor de corrente ndo faradaica (E), proveniente do sistema. (Pereira, 2016)

Para que ocorram as injecdes durante a analise pode ser usado uma micropipeta
eletronica que apresenta maior precisao de volume injetado, e velocidade de inje¢ao pode ser
programada eletronicamente. Entretanto, se o laboratério ndo dispuser de pipeta eletronica
cujo custo ¢ elevado, pode ser adotada também uma micropipeta convencional. (Tormin,

2016)

1.4. Deteccao amperométrica
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A amperometria ¢ uma técnica bastante conhecida na area dos biossensores,
particularmente na deteccdo de glicose (Rinaldi & Carballo, 2016). O fundamento deste tipo
de método eletroquimico esta baseado na medida da corrente elétrica gerada entre os dois
eletrodos que participam da reacdo de eletrolise. Como o objetivo em geral da técnica ¢é
determinar a concentragdo do analito, esta pode ser relacionada proporcionalmente a corrente

gerada. (Harris, 2012)

Existem trés tipos de andlises amperométricas: convencional, pulsada e de multiplos
pulsos. Na amperometria convencional, o sensor amperométrico (eletrodo), pode ser visto
como sensor voltamétrico, ja que este se mantém com potencial constante em funcdo do
tempo, permitindo reacdes de oxirreducdo na interface do eletrodo com o meio eletrolitico.
Apesar da alta sensibilidade da amperometria convencional, esta apresenta a capacidade de
adsorver alguns subprodutos ou impurezas na superficie do eletrodo de trabalho. Portanto,
uma forma de contornar este problema ¢é a utilizagdo das amperometrias que implementam a
convencional, para este caso sdo usadas a pulsada (PAD) “Pulsed Amperometric Detection” e

a amperometria de multiplos pulsos (MPA) “Multiple Pulse Amperometry”. (Pereira,2016)

Na amperometria PAD o niimero de potenciais que podem ser aplicados varia na
faixa de 2 a 6, contudo a corrente se limita a um unico pulso de potencial, o que ndo acontece
na MPA, ja que permite a aplicacdo de até 10 pulsos de potenciais, possibilitando a obtencao
de corrente em fungdo do tempo para cada pulso de potencial. (Pereira, 2016) E importante
também, segundo Santos e colaboradores (2011) em muitos casos, o uso de trés ou mais
potenciais para realizar além da limpeza eletroquimica, a ativagdo do eletrodo de trabalho,

gerando assim 6tima estabilidade do sinal eletroquimico ao longo daanalise.

Desta forma, a amperometria de multiplos pulsos, como apresenta possibilidades na
aplicagdo de varios pulsos de potenciais na superficie do eletrodo, gerando aquisigdo
simultanea de amperogramas, ¢ a mais seletiva dentro os métodos eletroquimicos. (Alecrim

et al.,2016)
1.5. Voltametria ciclica

No campo da eletroanalitica, existem métodos eletroanaliticos baseados na medida
de corrente em funcdo de valor do potencial aplicado, a esses métodos da-se o nome de

voltamétricos. Para que ocorra este tipo de medida € necessario que o eletrodo de trabalho
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sendo ele de metal inerte como ouro, prata e platina ou outros materais como grafite pirolitico,
diamante ou carbono vitreo, seja polarizado, ja que é nele que o analito ¢ oxidado ou
reduzido. Com o objetivo de polarizar o eletrodo, ¢ ideal que a area superficial do eletrodo
seja consideravelmente pequena (1cm?), facilitando assim o processo de polarizagio. (Skoog

et al.,2012)

Como ja citado, este tipo de analise dependera da medida de corrente da célula
eletroquimica, quando o sistema estd completamente polarizado, deste modo, a taxa de
oxidacdo oureducdo ¢ limitada pela taxa de transferéncia de massa do analito para superficie
do eletrodo, podendo ser por convecgdo, difusdo ou migragdo. Quando o sistema de analise

esta sob agitacdo, por exemplo, a frequéncia de analise ¢ aumentada. (Skoog et al., 2012)

Existem tipos diferentes de voltametria, entre elas esta a polarografia, voltametria
hidrodinamica, de onda quadrada, de pulso diferencial, e voltametria ciclica. Para cada tipo de
voltametria, existe um tipo de sinal de excitacdo, que ¢ a voltagem do eletrodo de trabalho que

varia enquanto a resposta de corrente ¢ medida. (Skoog et al., 2012)

Para este trabalhofoi utilizado a voltametria ciclicaa fim de identificaro pH mais
apropriado parase trabalhar com a quercetina. Abaixo, na figura 3(A) ¢ exemplificado a forma
de onda da voltametria ciclica, o potencial varia do valor positivo +0,8 V, que ¢ o valor inicial
aplicado, até -0,15 V que ¢ o potencial final, neste ponto ocorre a reversdao do sinal voltando
para o valor incial de +0,8 V, gerando uma onda triangular. Na figura 3(B) esta o tipo de sinal
gerado como resposta, em que ocorre a variacdo de corrente de 60 pHA a aproximadamente -
45 pA, na faixa de trabalho entre 0 a 0,5 V. Neste voltamograma ocorre a oxidagdo e a

redu¢@o do hexacianoferrato, mostrando um processoeletroquimico reversivel:
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Figura 3. (A) Sinal de excitagdo em voltametria ciclica. (B) Sinal gerado de voltametria
ciclica em solugdo tampao fosfato 0,1 mol L, pH 7,0, com Fe(CN)¢" 1x10? molL-1. Fonte: Skoog,
2012.

Nos métodos voltamétricos o potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de
referéncia ¢ mantido e controlado, desta forma a corrente de eletrdlise, ou seja, a faradaica flui
entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar ou contra-eletrodo. Quando a corrente em
microampéeres ¢ medida, forma-se o voltamograma, grafico da corrente em fungdo do

potencial como mostra na fugura 3(B). (Skoog et al., 2012)

A voltametria ciclica apresenta ampla aplicabilidade em estudos de oxirredugdes,
permitindo espécies serem detectadas (se estas doarem ou receberem elétrons), na superficie

do eletrodo com a formacao de produtos.

1.6. Eletrodos de referéncia e auxiliar

1.6.1. Eletrodo de referéncia prata/cloreto deprata

O eletrodo de prata/cloreto de prata ¢ um fio de prata ou platina recoberto com prata,
em que ¢ depositado por eletrdlise uma fina camada de cloreto de prata e mergulhado em
solu¢do de concentragdo conhecida de cloreto de potassio podendo ser de 1 ¢ 0,1 mol L. O
fio com a eletrodeposi¢do deve ficar na solugdo de cloreto de potassio para que mantenha seu

potencial controlado pela atividade dos ions cloreto na solugao de KCI. (Vogel, 2011)

Sensores eletroquimicos ou eletrodos devem interagir com analito com alta precisdo,
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e esta precisdo depende da estabilidade do eletrodo de referéncia. O eletrodo de referéncia de
prata/cloreto de prata (Ag/AgCl), ¢ um dos tipos mais usados, ja que o eletrodo saturado de
calomelano (HgCl,), teve seu uso reduzido por diversos fatores, entre eles a toxicidade do

mercurio. (Safari, et al.,2011)

Atualmente, ha diversos estudos na area eletrodos de referéncia miniaturizados com
alta estabilidade e vida 1til longa, que possibilita redugdo no custo de materiais para contrugao
de eletrodos. Assim sendo,a microfabricacao deste tipo de eletrodo de referéncia reduz a area
da interface eletroquimica que possui relacao direta com a estabilidade do eletrodo e o volume
de prata e cloreto de prata, que esta ralacionado a durabilidade do eletrodo. (Safari, et

al.,2011)
O eletrodo de prata/cloreto de prata pode ser representado da seguinte maneira:
Ag|AgCl(saturado), KCl(saturado)|| A semi reacdo é
AgCl(s) + e — Ag(s) + CI'

Para este eletrodo de referéncia, segundo Skoog e colaboradores (2012) o potencial

devera ser 0,199 V a 25°C se comparado ao eletrodo padrao de hidrogénio.

1.6.2. Eletrodo auxiliar (contra-eletrodo)

Uma vez que na célula eletroquimica, a corrente flui entre o eletrodo de trabalho e o
eletrodo auxiliar, é de extrema importancia em uma analise amperométrica, que se tenha trés
eletrodos, de trabalho, auxiliar e de referéncia, para que a corrente de eletrdlise flua para o

eletrodo auxiliar e jamais para o de referéncia. (Skoog, 2012)

O contra-eletrodo nunca tem efeito na reagdo que ocorre no eletrodo de trabalho, por
isso este eletrodo em algumas analises, fica separado da solugdo que esta sendo analisada por
uma ponte salina, na qual geralmente contém o mesmo eletrélito que a amostra em analise.
No entanto, nos instrumentos voltamétricos o eletrodo auxiliar esta em contato direto com a
solugdo, e requer que o material de constru¢do deste eletrodo seja ndo reativo com os

componentes do analito em solugdo. (Skoog, 2012)
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Para evitar interferéncias na analise, geralmente o eletrodo auxiliar ¢ de platina, ja
que este ¢ um metal extremamente estavel e que ndo reage frequentemente. Entretanto, em
muitos casos como em Kovendhan e colaboradores (2019), o eletrodo de platina pode ser
substituido pelo de aco inoxidavel por ser resistente a corrosao, ter alta durabilidade e 6tima
condutividade térmica e elétrica, que proporciona estabilidade similar ao

sistemaeletroquimico.

1.7. Célula eletroquimica

Na figura 4, ¢ exemplificado o modelo atualmente utilizado da célula eletroquimica
hidrodinamica (meio aquoso), do tipo Wall Jet, ou seja, com a injegdo (jato) na superficie do
eletrodo de trabalho. O tipo de sistema usado na célula BIA deste trabalho ¢ BIA-CA, isto &,

Analise por Injecdo em Batelada com deteccdo Cronoamperométrica. (Backes, et al.; 2017)

Abertura para
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Figura 4. (A) célula com a tampa e os eletrodos de trabalho (ET), referéncia (ER) e auxiliar
(EA). (B) célula sem tampa, exibindo a area de trabalho do eletrodo. Fonte: Autor.

Na figura 4 acima, o Cdtrodo de ouro (ET), localiza-se na parte inferior, possuindo um
orificio circular de didmetro constante que determina a area de trabalho do eletrodo, se este ndo
for delimitado no proprio eletrodo, como acontece em outros nos casos de CDtrodos. Entre o
eletrodo de traballho e a base da célula eletroquimica estd um anel de borracha “o-ring” que
veda o escoamento de solucdo na abertura do eletrodo de trabalho. Este anel ¢ fixado com uma

chapa e dois parafusos. (Backes, et al.; 2017)

A tampa possui duas aberturas circulares, uma em paralelo ao orificio do eletrodo de
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trabalho, para que seja possivel colocar a ponteira de uma micropipeta eletronica ou a seringa
de uma bomba peristaltica, tornando possivel a inje¢ao do tipo Wall Jet. A abertura no interior
da célula como mostra na figura 4 (B) é para o posicionamento da barra magnética, ja que a
mesma ndo pode no momento da andlise colidir com os eletrodos de referéncia e auxiliar,
tornando possivel a analise com e sem agitagdo, desta forma, quando ocorre a injecdo a
dispercdo do analito na superficie do eletrodo pode ser acelerado, gerando como resposta um

sinal de corrente transiente. (Backes, et al.; 2017)
1.8. Procedimentos usados no calculo de alguns parametros analiticos

1.8.1. Limite de Deteccao (LD)

Na quimica analitica, uma das mais significativas caracteristicas que qualquer técnica
deve apresentar ¢ a menor concentracdo ou massa com grau especificado de incerteza que o
analito pode ser detectado. Essa quantidade detectavel ¢ o limite de detec¢do (LD), que ¢
definido pela TUPAC. E importante ressaltar que uma quantia detectdvel de analito ndo é
necessariamente quantificavel, de forma a ser necessario também calcular o limite de

quantificagdo (LQ). (Uhrov¢ik, 2014)

O ruido gerado em analises eletroquimica do tipo BIA-MPA, esta presentes no
amperograma. Esse ruido deve ser examinado, ja que possivel avaliar as diferencas sujeitas a
detecgdo. Deste modo, o calculo para o limite de deteccdo pode ser expresso da seguinte forma:

(Pereira, 2016)

3-DPb
D="——"—
S

DPb, desvio padrdo do branco, sendo n = 10 (dez valores de ruidos);

s, ¢ a sensibilidade da curva de claibracdo (coeficiente angular).

1.8.2. Limite de Quantificacio (LQ)

O limite de quantificagdo (LQ) esta relacionado com a menor concentragdo ou massa
quantificavel de analito em um método analitico. Essa quantidade quantificavel deve possuir

confiabilidade razoavel em cada técnica usada. (Uhrovcik, 2014).

Essa confiabilidade ¢ baseada na precisdo minima aceitavel (repetitividade) e
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exatiddo (concordancia entre o resultado analitico e o valor real). Assim sendo, LQ pode ser
calculado da seguinte maneira: (Pereira, 2016).

10 DPb
a S

1.8.3. Repetibilidade

A repetibilidade como mencionado estd relacionada com a precisdo do método, ou
seja, a concordancia entre resultados consecultivos. Os estudos de repetibilidade sobre uma
amostragem ou analito devem seguir um padrio de realizagdo, dos quais devem se manter
constante o laboratério de analise, o analista, 0 mesmo equipamento, os mesmos tipos de

reagentes e se possivel marca e curto intervalos de periodo ensaio. (Pereira, 2012)

O resultado da repetibilidade pode ser obtido através da faixa de concentragdo em um
espacamento linear do método analisado, e pode ser descrito como desvio padrdo ou desvio
padrio relativo de um agrupamento de valores. Desta forma, a repetibilidade pode ser calculada

por: (Pereira, 2012).
DPx
DPR% = = 100

DPx, desvio padrdo da concentracao;

X, média da concentra¢do encontrada.

1.8.4. Linearidade

A linearidade de um estudo se refere a uma faixa dindmica linear, ou seja, ¢ a faixa de
concentragdo linear que ¢ possivel determinar a concentragdo do analito em questdo, utilizando
uma curva de calibragd@o. O inicio da faixa linear de concentracdo é geralmente considerado o
valor do limite de detecgdo. Para o limite maximo da curva € ponderado a concentragdo em que
o sinal gerado pela técnica, no caso da amperometria, a corrente ou a inclinagdo da reta desvia-

se da relacdo linear, em torno de < 5%. (Skoog, 2012).

Existe uma relagdo matematica entre os picos de corrente medidos (amperometria) no
estudo de linearidade, com a determinagdo da concentracdo do analito. Esta relacdo se baseia na
quantificacdo de corrente gerada por no minimo cinco picos com concentragdes conhecidas, de

modo que usando a equacdo abaixo possa ser possivel quantificar o analito em uma amostra de
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concentracao desconhecida: (Pereira, 2016).
y=a+ bx
Em quey, ¢ a resposta medida;
a ¢ o coeficinte linear;
b ¢ o coeficiente angular;
x, € a concentragao.

Os coeficientea (intersecdo com o eixo y quando x ¢ igual a zero) e b (inclinagdo da
curva), sdo determinados a partir de minimos quadrados ordinarios, a curva se alinha para o
centro se ponderados pelos niveis de concentragdes mais baixos. Pode ser calculado também
apartir desse calculo o coefiente de correlagdo linear “r” que determina a incerteza dos
coeficiente de regressdao, quanto mais o valor de r se aproxima de 1,0 menor sera a dispersdo

dos sinais analiticos gerados no estudo. (Pereira, 2016).

1.8.5. Exatidao

A exatiddo pode ser definida como:

“Estimativa da concordancia entre um resultado analitico e o valor verdadeiro ou
aceito para uma quantidade medida; a concordancia ¢ estimada em termos do erro”. (Skoog et

al., 2012).
Em geral s@o usados trés métodos para a verificagdo da extiddo do método:
. Uso de materiais ou equipamentos de referécia que sejam certificados;
o Comparar a técnica usada com outro método ja avaliado;
. Ou realizar experimentos de recuperacao.

O uso de materiais de referéncia certificado (MRC)¢ sugerido pelo INMETRO, que
consite em comparar o resultado de amostras analisadas em replicata com o valor real que esta
certificado, como em caso de analise comparativa de componentes de um medicamento. Para
esses tipos de mateiais de referencia, existe uma grandeza e uma incerteza associada em cada

parametro utilizado. (INMETRO, 2016)
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A exatidao também pode ser determinada por comparagdo da técnica usada com um
método (precisdo e extiddo) ja validado. Neste tipo de estudo, replicatas de uma mesma
amostra sdo analisadas em duas técnicas ou mais. Os resultados dos estudos sobre métodos
diferentes sdo obtidos e comparados com o valor real. Define-se os desvios e o nivel de

confianga da técnica em comparag@o com os resultados da outra. (INMETRO, 2016).

Nos experimentos de recuperagdo, ocorre a adigdo de solugdes com concentragdes do
analito de interesse variando linearmente na amostra desejada, ou seja, a amostra deve ser
fortificada com pelo menos trés concentragdes (baixa, média e alta) dentro da faixa de uso do
método, do mesmo analito. Desta forma, ¢ possivel determinar o valor (massa ou
concentragdo) do analito recuperado neste tipo de estudo, e relaciona-lo com a quantidade

esperada na amostra. (INMETRO, 2016)

Um fator restringente nesta técnica, ¢ que nem sempre o analito adicionado esta na
mesma condicdo que na amostra. O calculo de recuperacdo segundo a Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria — ANVISA (2016), pode ser expresso da seguinte forma:

€ -G

Recuperacio (%) = ( )xlOO

3

Em que, C; € a concentragdo do analito na amostra fortificada;
C, ¢é a concentragdo do analito da amostra nao fortificada;

E C5 é a concentracdo do analito adicionado na amostra fortificada.
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3. OBJETIVOS

Desenvolver e validar uma metodologia que possibilitem o uso da andlise por injegéo
em batelada com deteccdo amperométrica (BIA-CA) e CDtrodo (ouro) como eletrodo de

trabalho para determinagdo de Quercetina em amostras de pimenta.

4. ARTIGOS CIENTIFICOS

CAPITULO 1

(Normas de acordo com revista Food Chemistry)

A simple and fast determination of quercetin by batch injection analysis

with amperometric detection on gold CDtrode

4.1. Abstract
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A new analytical procedure for fast quercitin in determination in pepper extract
Capsicum Chinense (var. Biquinho) sample has been developed. The method is based on batch
injection analysis withchronoamperometric detection (BIA-CA) and gold CD as working
electrode which offers several desirable features, such as simplicity, reduced costs, robustness,
good precision (RSD < 7.5%, n = 10), high analytical frequency (up to 150 injections h™')and
generation of small waste volume by analysis. A sample aliquot (100 pL) was directly injected
onto a gold CDtrode immersed in 0.04 molL ™ of hydroethanolic (50% v/v) borate buffer solution
(pH = 10).The proposed working electrode is a way of reusing disposable materials.The BIA-CA
procedure provides linear range from 20 to 90mg L™'with detection and quantification limits of

5.25and 17.5 pg mL™, respectively.

4.2. Palavras-chave
Flavonoide; Amperometria; CDtrodo; Pimenta; Extrato Etandlico.
4.3. Introducao

A quercetina, 3,5,7,3'- 4'-pentahidroxi flavone, pertence ao grupo dos flavonoides,
familia leguminosae, possuindo propriedade antioxidante e forte acdes quelantes, que sdo
resultados de grupos catecol em um anel e grupo hidroxila livre (OH") em outro. Desta forma,
a quercetina apresenta diversas caracteristicas medicinais como inibidor de enzimas digestivas
de carboidratos (Lin et al., 2019), atividade antioxidante, antimicrobiana e citotoxica,
(Milanezi et al., 2019), anti-inflamatoria (Hatahet et al., 2017), antiproliferativa,
antiangiogénica (Aratjo et al., 2017 e Granato et al., 2017), efeitos renoprotetores (Guss et al.,
2017), efeito hepatoprotetor (Miltonprabu et al.; 2017), antienvelhecimento (Chondrogianni et
al., 2010) e anticancer (Tang et al., 2020).

Esse flavonoide ¢ ingerido frequentemente na dieta humana na forma de quercetina-
3-O-B-D-glucopiranosida (isoquercitrina) e quercetina-3-O-rutinosida (rutina). (Hefmankova
et al., 2019) e pode ser facilmente extraido de diversas plantas e frutos comestiveis como da
espécie Capsicum, mais especificamente da Capsicum chinense (C. chinense), que é mais
popularmente conhecida como pimenta-biquinho, nativa do territério brasileiro. (Aguiar et al.,

2019)

Segundo Zaplatic e colaboradores (2019) a quercetina possibilita a melhoria de sinais
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celulares e moleculares na regulagdo das fungdes fisiologicas normais, ja que tem a
capacidade de combater efeitos nocivos causados por espécies reativas a oxigé€nio, que

desempenham uma fun¢@o importante no desenvolvimento da doenga de Alzheimer (DA).

Devido a importancia da quercetina em inumeros assuntos medicinais, diversos
métodos ja foram implantados para quantificar este composto como a Cromatografia Liquida
de Alta Performance (Raja et al.; 2014), a Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massas
(Watson & Oliveira, 1999), a Espectroscopia Raman (Numata& Tanaka, 2011), os Métodos de
Polimeros Impressos Molecularmente (Xu et al.; 2019) e a Voltametria Ciclica e de Pulso
Diferencial (Saritha et al.; 2019). No entanto, entreos métodos listados, varios apresentam uma
ou mais de uma dasseguintes limitagdes: alto custo, baixa frequéncia analitica, uso desolventes
organicos e necessidade de etapas trabalhosas de pré-tratamento de amostra. Desta forma,
estudos para o desenvolvimento denovos métodos que permitam a determinac¢do da quercetina

sem as limitagdes listadas anteriormente € de grande importancia.

A analise por Injecdo em Batelada (BIA, do inglés “Batch Injection Analysis”) ¢ uma
metodologia de analise que pode ser usada no controle de qualidade de diversos produtos
conforme medicamentos como omeprazol (Stefano et al., 2017), captopril e hidroclorotiazida
(Gimenes et al., 2015), combustiveis como o bioetanol (Tormin et al., 2015) e gasoleo (Pereira
et al., 2012), alimentos como suco de laranja (Hernandez-Santos et al., 2020) e suplementos
alimentares (Pereira et al., 2016), além de amostras de interesse ambiental como analise de

agua (Pacheco et al., 2011) e metais pesados (Brett et al., 2000), entre outras.

Eletrodos de ouro produzidos a partir de midias gravaveis (CDtrodos) comegaram a
ser estudados em 2000 (Angnes et al., 2000)como forma alternativa ¢ de baixo custo para
eletrodos de ouro comerciais e, desde entdo,tém sido amplamente usados para determinagdo de
metais como prata (Stuart et al., 2014), chumbo (Richter et al., 2003), cobre (Richter, et al.,
2001), mercurio (Richter et al., 2000) e doengas como a doenca de Chagas (Foguel et al.,
2011).A espessura da camada de ouro nos CD’s sdo em torno de 50 a 100 nm, o que possibilita
a construgdo de nano eletrodos com 4reas na ordem de 10° cm® A superficie simétrica e
nivelada permite também o recorte de eletrodos em tamanho convencionado com até¢ 100
cmz(érea total da camada metalica dos discos gravaveis) para analises eletroquimicas com
injecdes em batelada ou em fluxo. (Angnes et al., 2000).Neste trabalho ¢ apresentado um novo
método eletroquimico para determinagdo rapida da quercetina usando BIA-CAe CDtrodo de

ouro como eletrodo de trabalho.
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4.4. Materiais e métodos

4.4.1. Reagentes, solucdes e amostras

A quercetina diidratada foi adquirida da Fagron (Sao Paulo, Brasil), o 4cido acético
e o etanol da Neon (Sdo Paulo, Brasil), o acido fosforico da Alphatec (Parand, Brasil), o
hidroxido de sdédio e o acido boérico da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). As solugdes
utilizadas foram preparadas com agua Milli-Q. Como todos os reagentes usados nos estudos
foram de grau analitico a purificagdo prévia ndo foi necessaria. Tampao Britton Robinson
(BR) 0,04 mol L foi usado para o estudo de pH dentro da faixa 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; e 10,0.
Solugdo tampao borato hidroetandlico 50% v/v (0,04 mol LY pH = 10) em meio aquoso foi
usado como eletrolito de suporte. As amostras de extratos de pimenta-biquinho foram
extraidas por outra aluna de mestrado no Laboratério de Produtos Naturais do Instituto

Federal Goiano, Campus Rio Verde, na forma de extrato bruto e diluido em etanol.
4.4.2. Instrumentacio

Os estudos eletroquimicos realizados neste trabalho usaram o potenciostato pAutolab
Tipo III conectado ao computador por meio de software Nova 2.0. Também foram utilizados
um eletrodo de referéncia miniaturizado construido a partir de ponteiras de micropipetas 10-
100 pLAg/AgClsat. com k1, € Uma agulha de ago inoxidavelcomo contra eletrodo.

A célula BIA usada neste estudo possui volume de 80 mL efoi fabricada no
Laboratério de Microfluidica e Eletroforese da Universidade Federal de Goias a partir de uma
impressora 3D Prusa i3 MK3S utilizando filamento ABS (Acrilonitrila Butadieno Estireno).
Nesta célula o CDtrodo de ouro (1,0 x 3,0 cm) foi fixado na parte inferir, em uma area
previamente definida na impressao da célula. A extensdo da superficie do eletrodo de trabalho
em contato com a solu¢do durante a andlise ¢ definida por um “o-oring” de borracha com
aproximadamente 0,4 cm de didmetro.

A limpeza prévia do CDtrodo foi realizada com etanol e a 4gua Milli-Q. Este tipo de
eletrodo ndo pode ser mecanicamente polido pela sua fina camada de ouro (50 a 100 nm)
(Foguel et al, 2009).Previamente cada analise,tratamentos eletroquimicos foram realizados
com o uso da voltametria ciclicaaplicando-se a faixa de potencial de 0 a +1,2 V (nimero de
ciclos = 20) em meio de tampdo BR 0,04 mol L™ pH = 10.Para as inje¢des das solugdes

padrio e amostras nos estudos de amperometria, foi utilizada uma micropipeta eletronica
46



motorizada (Eppendorf multipette®stream) com a ponteira posicionada adequadamente sobre

a abertura acima do eletrodo de trabalho (~2 mm).
4.4.3. Preparo do Eletrodo de Trabalho (CDtrodo)

A figura 1 representa o tratamento quimico realizado no disco compacto gravavel

(CD)para a remocgao da camada protetora do CD, a fim de deixar a camada de ouro exposta.

(&)

Enxaguar
com dgua

2
—_—
Cortar com

a tesoura I

1 I 11

Figura 1. (a) Regides da camada de ouro do disco compacto gravavel: (1) borda interna, (2)
centro, (3) borda externa. (b) Etapas na construgdo do eletrodo de ouro usando o CD de gravagio
(CDtrodos); (I) CD-R antes do tratamento, (II) remog&o da camada polimérica CD-R apo6s a adig¢do de
HNO; e (III) fatia CD-R sem a camada de polimero e lavado com dgua para remover o HNOj; .Fonte:
Foguel (2016)

Primeiramente, utilizou-se acido nitrico concentrado 68-70% P.A. ¢ em seguida, o
eletrodo foi lavado abundantemente com agua destilada, restando assim somente a superficie
com ouro. A delimitacdo da area de trabalho do CDtrodo, como ja citado acima, foi realizada

pela abertura na parte inferir da célula sendo esta vedada com um “o-oring”.
4.4.4. Caracterizacao dos eletrodos

Apds o preparo dos eletrodos de trabalho, os mesmos foram enviados ao Centro
Regional para o Desenvolvimento Tecnolégico ¢ Inovagdo (CRTI) para a realizagdo de
caracterizacdo da superficie do CD, a fim de caracterizar suas superficies em relacdo a

composicdo. A Figura 2 representa as imagens obtidas por EDS para o CD de ouro.
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Figura 2. Mapa composicional da amostra de CDtrodo de ouro (A) e individual da amostra
(B). (C) espectro EDS “do inglés Energy Dispersive X — Ray Spectroscopy” dos elementos
constituintes das particulas correspondentes a amostra de CDtrodo.

Na figura 2 (A) ¢ possivel observar que a superficie do eletrodo de trabalho, apds o
tratamento com acido nitrico concentrado, apresenta ondulagdes provenientes de ranhuras de
gravacgdo. O mapeamento elementar do eletrodo como mostra nas figuras 2(B) e (C) indica de

forma clara que o material usado como CDtrodo apresenta maiores propor¢des de ouro.
4.4.5. Estudo de pH e potencial 6timo

Para a otimizagdo dos parametros de pH e potencial, o comportamento eletroquimico
da quercetina no CDtrodo de ouro foi inicialmente investigado em solucdes com diferentes
valores de pH (2 a 10), usando solu¢do tampdo Britton-Robinson (B-R) 0,04 mol L™ como

eletrolito suporte. As solucdes tampao foram preparadas em meio de dgua/etanol (50/50 v/v),
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uma vez que a quercetina apresenta baixa solubilidade em solugdes aquosas (Yong et al.,
2020). O extrato etanolico bruto de quercetina foi adequadamente diluidoem solugdo tampao
B-R para cada pH estudado e, em seguida, adicionado a célula eletroquimica para a realiza¢ao
da técnica de voltametria ciclica,

Todas as analises foram realizadas sem agitacao.
4.5. Resultados e discussoes

Pesquisas ja realizadas com a quercetina foram levadas em consideragdo para a
realizacdo deste trabalho, de forma que foi possivel saber antes que os experimentos
comecassem que a quercetina apresenta baixa solubilidade em agua, entretanto ¢ altamente

soltvel em solventes organicos e solu¢des contendo hidroxido de sodio. (Lopez, et al.; 2020).

A Figura 3 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos utilizando CDtrodo de ouro
em meio de solu¢do tampdo B-R 0,04 mol L™ (pH de 2 a 10) antes () e ap6s a adi¢io de 50

mg L de quercetina (—).

150 - {Branco 50 [ ]Branco

: 4
Quercetina 50 mg L Quercetina 50 mg L

ilpa

e . [~ ]Branco

Quercetina 50 mg !

40 Quercetina 50 mg L
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Figura 3. Voltamogramas ciclicos realizados em meio de solugdo tampdoB-R0,04 mol L™'; e etanol
(50/50 v/v) antes () e apds a adigdo de 50 mg L™ de quercetina (—). Velocidade de varredura = 100
mV s'; Incremento de potencial = 5 mV. (A) pH 2, (B) pH 4, (C) pH 6, (D) pH 8 e (E) pH 10.

A Fig. 3 mostra que o pico de corrente anodica da quercetina ¢ mais significativo em
pH = 10 e E = +1,0 V (Fig.3E) e, portanto, os estudos subsequentes foram realizados
utilizando como eletrélito suporte solugio tampdo borato 0,04 mol L™ (pH=10)em meio de

agua/etanol (50/50 v/v)

Baseado no voltamograma ciclico apresentado na Fig. 3E, opico anddico da quercetina
em potencial + 1,0 V ¢ proveniente da oxida¢do do grupo hidroxila do anel C como explica
Timbola e colaboradores (2006). Nenhum processo de redugdo foi observado, sugerindo que
sob essas condi¢des o processo ¢ irreversivel. De acordo com a literatura (Timbola et al.,
2006) a eletrooxidacdo da quercetina ocorre com a transferencia de 2 prétons e 2 elétrons
(Saritha et al., 2019), levando a formacdo da orfo-quinona ou tautdomeros, ou seja, a eletro-
oxidacdo obeservada em + 1,0 V corresponde ao substituto 3°, 4’-di-hidroxi presente no anel

C da quercetina. (Timbola et al, 2006), como pode ser observado na Figura 4.
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Quercetina Orto-quinona ou tautdomeros

Figura 4. Esquema do provavel mecanismo de eletro-oxidagdo da quercetina em solugéo
hidroetanolica. Fonte: Timbola et al., (2006).

Para avaliar a estabilidade de resposta do CDtrodo de ouro no sistema BIA com deteccao
amperométrica de acordo com os parametros escolhidos (pH = 10 ¢ E = +1,0 V), injecdes
sucessivas (n = 10) de solugdes contendo 20,0 mg L' (a) ou 90,0 mg L' (b) de quercetina

foram realizadas. A Figura 5 apresenta os resultados obtidos.

50 —

40 —

i/ pA

30 a a

»1 I

10 —

0.0 1.5 3.0 4,5 6.0 7.9
t/ min

Figura 5. Amperogramas obtidos de injecdes sucessivas (n = 10) de solugdes contendo 20
mg L (a) e 90 mg L™ (b) de quercetina. Volume de injegdo: 150 pL; Velocidade de injegdo: 2,5 uL s

O DPR obtido nesse estudo foi de 7,53 (a) e 3,25% (b). Esses resultados indicam
que o sistema BIA apresentou boa estabilidade, mesmo trabalhando com solugdes de
concentragdes muito diferentes, uma vez que nenhum efeito de memoria entre sucessivas
injecdes foi observado. Essa estabilidade foi obtida sem a necessidade de limpeza
eletroquimica da superficie do CDtrodo de ouro durante a analise, indicado que ndo houve
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problemas relacionados com a contaminag@o/passivacdo da superficie do eletrodo de trabalho.

A Figura 6 apresenta os amperogramas obtidos para injecdes em triplicata de
solugdes contendo quercetina (a — f: 27 — 72 mg L™") e amostra (g) adequadamente diluida no

eletrélito de suporte.
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(B)
Figura 6. (A) Amperograma obtidos no sistema BIA com deteccdo amperométrica apos
injecGes em triplicatade seis solucdes padrao contendo concentragdes crescentes de quercetina (a — f:

27 — 72 mg L") e uma amostra de extrato de pimenta (g) devidamente diluida em eletrélito suporte.
(B) Curva de calibragdo para a Quercetina. Outras condi¢des ver Fig. 5.

A curva de calibragdo (Fig. 6B) apresentou boa linearidade na faixa de concentragéo
estudada, com as seguintes equagdes de calibragao:
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Quercetina: i (HA) = 4,56846+1,38692 + 0,45796+ 0,02676 ¢ (mg L™'); R =0,9915

As curvas analiticas crescente e descrescente das solugdes padrdo do flavonoide
apresentaram baixo desvio em relagdo a inclinagdo da curva, isso comprova que mesmo com
o uso da cronoamperometria (auséncia de limpeza eletroquimica durante a analise) a
contaminagdo do CDtrodo ou o efeito de memoria foram evitados.A concentragdo de
quercetina obtida nesse estudo foi de 8,65 + 0,806 mg L. As caracteristicas analiticas do

método BIA para determinag@o de quercetina sao mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Caracteristicas analiticas do método BIA-CA para quercetina.

Caracteristicas QUERCETINA
Faixa Linear (mg LY 20-90
r 0,9915
LD (mg L") 5,25 x10°
LQ (mgL™) 1,75 x10”
Frequéncia analitica (injecdes h™) 150
DPR intradia(%) (n = 10) 7,53 e 3,25

r = coeficiente de correlagdo linear; LD = Limite de detecgao (3 Sp/b; Sg = desvio padrao do branco, n = 10, b = coeficiente
angular da curva de calibragdo); LQ = Limite de quantificagdo (3,33 LD).

A comparagdo dos parametros analiticos obtidos por BIA-CA e por métodos
disponiveis na literatura, que também descreveram a determinagdo quercetina, ¢ apresentada

na Tabela 2.

Tabela 2. Comparagdo entre as caracteristicas analiticas do método proposto e

métodos analiticos anteriores para a determinacdo de quercetina.

Técnica Faixa r LD (mgL")  DPR F.A. Ref.
Analitica Linear (mg (%) .
LY (h™)
Voltametria 0,5-200 0,997 0,132 9 nc Abdullah
por Adsorcao etal.,
2018
Cromatografia  0,05-100 nc 0,1 5,0 nc Raja et
Liquida de al., 2014

Alta eficiéncia
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Voltametria 0,050- 0,999 0,004 1,76 nc Saritha

ciclica e Pulso 1,097 et al.,
Diferencial 2019
Microextracio 0,035-0,75 nc 0,0102 4.2 nc Altunay
etal.,
2019
Extracao de 10-100 0,999 2,2 2,8 nc Khani et
ponto de al., 2019
micronuvem
Voltametria 0,006 — 0,999 0,000302 nc nc Ying Ji
ciclica 0,332 ¢ etal.,
0,03-3,023 2020
BIA-CA 20-90 0,991 0,00525 <7,53 150 este

Nesta tabela 2 ¢ possivel notar que a faixa linear de trabalho e o limite de deteccdo
que foram encontrados s3o maiores no BIA-CA que em trabalhos como de Abdullah e
colaboradores (2018), Raja e colaboradores (2014) e¢ Ying Ji e colaboradores (2020).
Entretanto, comparada e analisada a precisdo do método com o desvio padrao relativo, outras
técnicas, na tabela exemplificada, valores menores sdo encontrados. Desta forma, a
metodologia desenvolvida mostra que ¢ possivel quantificar quercetina em extratos de

pimenta, apesar da quantidade significativamente baixa de quercetina nos extratos.

A faixa linear do método proposto ¢ maior em relagdo as reportadas em alguns
trabalhosanteriores (Ying Ji et al., 2020), (Altunay et al., 2019) e (Saritha et al., 2019).Por
outro lado, O LD obtido é menor em relagdo a maioria das técnicas analiticas listadas,
apresentando valor similar quando comparado ao método empregando voltametria ciclica e de
pulso diferencial (Saritha et al., 2019).Naanalise desse tipo de amostra (extrato de pimenta),
baixos limites de deteccdo sdonecessarios, uma vez que a concentragdo da quercetina pode
estar em niveis minimos. Além disso, 0 método de BIA-CA ¢é mais rapido (~150 injegdes h™)
e gera menor quantidade de residuo por analise. Mais de 200 injegdes sdo possiveis sem a

troca da solucdo do interiorda célula BIA (~150 mL).

4.6. Conclusoes
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Foi demonstrado pela primeira vez apossibilidade do uso de um método
eletroquimico baseado em BIA-CA para a determinacdo de quercetina em amostras de
extratos de pimenta var. biquinho usando CDtrodo de ouro. Esse sistemademonstrou
caracteristicas positivas como: baixo custo de operacdo, preparacdo da amostra simplificada
(dissolucdo e dilui¢do), alta frequéncia analitica (~150 injegdes h-1), alta precisdo (DPR <
7,53%), baixos limites de deteccdo e quantificacdo (5,25 e 17,5 ng L-1, respectivamente),
minimo consumo de reagentes ¢ amostras, gerando assim menor quantidade de residuos.
Adicionalmente, pelas suas caracteristicas portateis, o método proposto possui grande

potencial para ser utilizado em laboratérios com infraestrutura minima.
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5.CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho demonstrou com sucesso a utilizagdo da técnica analise por
injecdo em batelada com deteccdo cronoamperométrica (BIA-CA), empregando CDtrodo de
ouro como eletrodo de trabalho, para determinacdode quercetina em extratos de pimenta var.
biquinho. Os estudos propostos apresentaram bons resultados em relacdo a sensibilidade,
seletividade erepetibilidade (DPR <7,53%), mesmo usando um eletrodo ndo comercial
(CDtrodo). O método desenvolvido apresenta inimeras vantagens em relagdo aos outros

métodos disponiveis na literatura, tais como: simplicidade, portabilidade, alta frequéncia
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analitica (150 inje¢des h™), baixo custo (de aquisi¢io e manutengdo), etapas simples de
preparo das amostras (somente dissolucdo e/ou dilui¢ao), ecologicamente sustentavel (menor
descarte e consumo de amostra e reagentes, além do uso de materiais alternativos para a
construcdo dos eletrodos) e potencialidade para ser empregado em analises fora do laboratério
(em campo). As inumeras vantagens do sistema BIA-CA permitem que empresas com
menorpoder aquisitivo possam implantar estasmetodologias de controle de qualidade, pois os
custosde aquisi¢do, de operagdo e demanutengdo sdo consideravelmente inferiores, além da

instrumentagao ser adaptavel em laboratdrios com minima infraestrutura.
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