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RESUMO

Um eletrodo de pasta de carbono modificado com o polimero
poli(vinilpirrolidona) foi utilizado para o estudo eletroquimico de quercetina
e canferol e na determinacdo eletroanalitica de compostos fendlicos em
matrizes farmacéuticas e vegetais. Sobre este eletrodo, voltamogramas
ciclicos da quercetina apresentaram trés picos de oxidacdo localizados em
+0,32, +0,78 e +1,04 V. A eletro-oxidagcdo no primeiro pico conduz a
formacdo da orto-quinona correspondente, a qual pode ser reduzida em
condices experimentais favoraveis. Nestas condi¢des favoraveis, a reagdo é
quase-reversivel e o processo € controlado por difusdo. Este comportamento
foi explorado para a determinagdo eletroanalitica da quercetina por
voltametria de onda-quadrada. A curva de calibragdo obtida para a
quercetina foi linear na faixa de concentragdo de 0,5 a 5,5 pmol L™ (R? =
0,998). Os limites de detecgdo e quantificagdo foram de 0,17 umol L™ e
0,52 pmol L™, respectivamente. O sensor foi usado para determinacdo de
guercetina em produtos farmacéuticos. A exatiddo dos resultados fornecidos
pelo sensor foi avaliada por comparacdo com os resultados obtidos pela
técnica UV-vis. O sensor foi aplicado também no estudo do comportamento
eletroquimico do canferol e na quantificacdo de compostos fendlicos totais
em amostras vegetais. Sobre este eletrodo, os voltamogramas ciclicos para o
canferol apresentaram apenas um pico de oxidacdo em +0,58 V e um sinal
de reducdo em +0,46 V. Em condigdes favoraveis, a reacdo é quase-
reversivel e o0 processo € controlado por difusdo. A curva de calibragdo para
o canferol apresentou duas faixas lineares nos intervalos de concentracéo de
0,05 a 0,50 pmol L e de 0,50 a 6,0 pmol L (R? = 0,980). Utilizando a
faixa de maior sensibilidade, os limites de deteccdo e quantificacdo foram
de 45,0 nmol L™ e 138,0 nmol L%, respectivamente. O sensor foi aplicado
para a determinacdo eletroanalitica de compostos fendlicos por voltametria
de onda-quadrada em amostras vegetais. Os teores de compostos fendlicos
totais foram expressos em mg equivalente de canferol (EC)/g de planta em
natura. O vegetal que apresentou maior teor de compostos fendlicos foi o
espinafre (0,32 mg g), seguido da couve (0,29 mg g™*), do brécolis (0,21
mg g) e por fim, com menor concentracdo, a chicéria (0,08 mg g). A
exatiddo dos resultados fornecidos pelo sensor foi avaliada por comparagao
com os resultados obtidos pelo método de Folin-Ciocalteau para
determinac&o de compostos fendlicos totais.

Palavras-chave: eletrodo de pasta de carbono, eletrodos quimicamente
modificados, poli(vinilpirrolidona), compostos fendlicos, quercetina,
canferol, métodos voltamétricos.






ABSTRACT

A carbon paste electrode modified with poly (vinylpyrrolidone) polymer
was used to study the electrochemical quercetin and kaempferol and the
electroanalytical determination of phenol compounds and in pharmaceutical
vegetable matrices. About this electrode , cyclic voltammograms of
quercetin presented three oxidation peaks located at +0.32 , +0.78 and +1.04
V. The electro-oxidation in the first peak leads to the formation of the
corresponding ortho-quinone, which can be reduced in favorable
experimental conditions. Under these favorable conditions, the reaction is
quasi-reversible, and the process is controlled by diffusion. This behavior
has been exploited for the electroanalytical determination of quercetin by
sgquare-wave voltammetry. The calibration curve obtained for quercetin was
linear in the concentration range from 0.5 to 5.5 mmol L™ (R? = 0.998). The
limits of detection and quantification were 0.17 umol L™ and 0.52 umol L™,
respectively. The sensor was used for the determination of quercetin in
pharmaceuticals. The accuracy of the results provided by the sensor was
evaluated by comparison with the results obtained by UV-vis technique.
The sensor was also applied to study the electrochemical behavior of
kaempferol and quantification of phenolic compounds in plant samples.
About this electrode, cyclic voltammograms for kaempferol showed only
one oxidation peak at +0.58 V and a signal reduction in +0.46 V. Under
favorable conditions, the reaction is quasi-reversible, and the process is
controlled by diffusion. The calibration curve for the kaempferol showed
two linear ranges in concentration ranges of 0.05 to 0.50 umol L™ and 0.50
to 6.0 pmol L™ (R? = 0.980). Using the most sensitive range, the limits of
detection and quantification were 45.0 nmol L™* and 138.0 nmol L*
respectively. The sensor was applied to the electroanalytical determination
of phenolics by square-wave voltammetry compounds in plant samples. The
content of total phenolic compounds were expressed in terms of kaempferol
(CE)/g of plant in nature mg. The plant that showed a higher content of
phenolics was spinach (0.32 mg g™), followed by the cauliflower (0.29 mg
g™), broccoli (0.21 mg g™ and, finally, with lower concentrations, chicory
(0.08 mg g™). The accuracy of the results provided by the sensor was
evaluated by comparison with the results obtained by Folin-Ciocalteau
method.

Keywords: carbon paste electrode, chemically modified -electrodes,
phenolic compounds, poly(vinylpyrrolidone), quercetin, kaempferol,
voltammetric methods.
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1 INTRODUCAO

Os fendis constituem uma classe de compostos encontrada em larga
escala na natureza, principalmente em plantas. S8o responsaveis pelas
propriedades organolépticas e de coloracdo de muitas frutas e flores
(CAMPANELLA et al., 1993). Os teores de compostos fendlicos totais em
alimentos dependem principalmente da genética, mas podem ser
influenciados também por fatores como estagdo do ano, clima, composicao
do solo, estado de maturagdo, preparo, processamento e estocagem
(HUBER; RODRIGUEZ-AMAYA, 2008). O interesse no estudo desta
classe de compostos e principalmente a necessidade de sua caracterizagdo e
quantificagdo em matrizes complexas vem adquirindo cada vez mais
importancia devido & sua utilizacdo nas indUstrias (farmacéutica e de
alimentos), bem como em diferentes areas do conhecimento (medicina,
guimica e biologia).

As deteccdes de compostos fenolicos sdo relatadas na literatura
como sendo principalmente através de métodos espectrofotométricos e
cromatograficos. Porém, a metodologia eletroquimica vem se tornando
bastante difundida, principalmente com a utilizacdo de eletrodos
modificados. Com o aperfeicoamento das técnicas eletroanaliticas, os
sensores eletroquimicos ganharam novos espagos em diversas areas da
pesquisa, permitindo a deteccdo e quantificacdo de substancias em niveis de
concentragdo cada vez menores. Dentre as espécies de interesse, podemos
destacar os compostos fendlicos. A exemplo das modernas e sofisticadas
técnicas analiticas, as principais vantagens das metodologias voltamétricas
sdo 0 baixo custo e a rapidez operacional (SOUZA et al., 2004), o que as
torna uma excelente alternativa as demais técnicas analiticas.

Nesse sentido, este trabalho pretende utilizar um sensor
eletroanalitico baseado na modificacdo da pasta de carbono com
poli(vinilpirrolidona), ja aplicado em outro trabalho na determinacdo de
rutina em amostras farmacéuticas. Neste trabalho, o objetivo foi investigar o
comportamento eletroquimico da quercetina e do canferol e realizar a
determinacdo quantitativa destes e de outros compostos fendlicos em
amostras farmacéuticas e vegetais.

Para fins de apresentacdo, esta dissertacdo foi dividida em seis
capitulos, além deste introdutério. E apresentada no capitulo 2 uma revisio
bibliografica sobre os temas em estudo. Nos capitulos 3 e 4 sdo
apresentados 0s objetivos e a parte experimental, respectivamente. Os
resultados para a metodologia de determinagdo de quercetina e de
quantificacdo de compostos fenolicos totais sdo apresentados no capitulo 5,
juntamente com a discussdo sobre eles. No capitulo 6 séo feitas as
consideragoes finais do trabalho e, finalmente no capitulo 7 séo exibidas as
referéncias bibliogréaficas que foram utilizadas.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Eletrodos de pasta de carbono

A primeira proposta de um eletrodo de pasta de carbono (CPE, do
inglés carbon paste electrode) é atribuida a Adams, e ocorreu quando este
tentava preparar um eletrodo gotejante de grafite para ser utilizado em
potenciais positivos, onde o merclrio metalico apresenta oxidagéo
(ADAMS, 1958). Desde entdo a proposta sofreu um expressivo
desenvolvimento e o CPE tornou-se um dos sensores mais empregados para
determinagdo de compostos eletroativos em solugdo. A pasta de carbono é
resultante da mistura de grafite em p6 ou outro material carbondceo e um
liquido organico, denominado agente aglutinante. Este agente serve para
preencher os espacos entre as particulas de grafite, formando uma pasta
compacta que possibilita sua fixagdo ao eletrodo. Tamanho uniforme, alta
pureza quimica e baixa capacidade de adsor¢do de impurezas eletroativas
sdo propriedades indispensaveis ao pé de grafite. O aglutinante deve ser
guimicamente inerte e imiscivel em solugdes aquosas, além de possuir baixa
volatilidade, alta viscosidade e elevada pureza. A parafina e o 6leo mineral
sdo aglutinantes ndo condutores amplamente utilizados para esta aplicacéo.
Os CPEs apresentam diversas vantagens em relacdo a outros tipos de
eletrodos, como por exemplo, versatilidade, baixo custo, baixa corrente de
fundo, facilidade de renovacdo da superficie, ampla faixa de potencial de
trabalho e facil construcdo (KALCHER et al., 1995; SVANCARA;
SCHACHL, 1999).

Além de todas estas caracteristicas, uma das principais vantagens de
utilizar a pasta de carbono para a construcdo de sensores é a possibilidade
de modificagdo interna do material, diferentemente do que ocorre com
eletrodos sélidos convencionais, em que a modificagdo ocorre apenas na
superficie do eletrodo. Com 0 avanco das pesquisas em eletroanalise,
estudos tém sido realizados com o objetivo principal de se obter novos
sensores com desempenho analitico superior para aplicagdo na
determinacdo de compostos. Deste modo, diferentes materiais como,
polimeros, componentes bioldgicos (ex.: enzimas, tecidos vegetais, etc.),
complexos biomiméticos, nanotubos de carbono, liquidos idnicos,
nanoparticulas, entre outros, vém sendo incorporados aos CPEs tradicionais,
dando origem aos CPEs modificados, os quais serdo abordados no préximo
subtitulo desta fundamentagio (SVANCARA et al., 2001; PEREIRA et al.,
2002; CRESPILHO; REZENDE, 2007; FERNANDES et al.,, 2008;
FRANZOI et al., 2008; FRANZOI et al., 2009 A; SVANCARA et al., 2009
A e B; FRANZOI et al., 2011).



2.2 Eletrodos quimicamente modificados

Devido a crescente necessidade de identificacdo e quantificacdo de
analitos de forma rapida, especifica e em quantidades de amostras muito
pequenas, foram desenvolvidos eletrodos quimicamente modificados
(EQM). O termo eletrodo quimicamente modificado foi inicialmente
utilizado na eletroquimica por MOSES e colaboradores em 1975 para
designar eletrodos com espécies quimicamente ativas, convenientemente
imobilizadas em suas superficies com o objetivo de pré-estabelecer e
controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo/solugdo. A
modificacdo do eletrodo normalmente confere a este as caracteristicas
fisico-quimicas (reatividade, seletividade, sensibilidade, etc.) do
modificador, possibilitando assim o desenvolvimento de dispositivos com
respostas adequados para diferentes propodsitos e aplicagbes (MOSES;
WIER; MURRAY, 1975).

Os eletrodos quimicamente modificados vém sendo muito utilizados
nas Ultimas décadas (MOSES; WIER; MURRAY, 1975; PEREIRA;
SANTOS; KUBOTA, 2002; SOUZA, 1997). Do ponto de vista analitico a
sensibilidade e/ou a seletividade de uma determinagdo deve aumentar com a
utilizagdo de um EQM para que seu uso seja justificado. Isto pode ser
obtido por meio de um ou mais dos seguintes fendmenos: pré concentragéo,
eletrocatalise e exclusdo de interferentes. Em geral a obtencdo de
sensibilidades mais altas ocorre por pré concentragdo da espécie de interesse
ou por eletrocatalise, sendo que a aplicacdo de qualquer destes principios
resulta em inerente aumento da seletividade. Ganhos adicionais neste item
podem ser alcancados pela utilizacdo de recobrimento com membranas
poliméricas que bloqueiam o acesso de espécies interferentes a superficie do
eletrodo (SOUZA, 1997).

Atualmente, com o desenvolvimento de novos métodos
eletroanaliticos e de novos materiais para a construgdo de sensores, tem sido
necessario um intenso trabalho de investigacdo da eletroquimica tanto do
material suporte como do agente modificador.

A modificacdo do material suporte pode ser realizada de diferentes
maneiras, sendo que as mais utilizadas sdo: i) adsorcdo: consiste na
dissolugdo do agente modificador em um solvente apropriado e na
exposicdo, em geral por imersdo, do eletrodo na solucdo; ii)
eletrodeposicao: ocorre pela deposicdo de uma espécie na superficie do
eletrodo mediante a aplicacdo de um potencial apropriado; iii) formacdo de
compositos: consiste em adicionar um agente modificador (ou solucao
deste) ao substrato do eletrodo, de modo a formar um compdsito; iv) ligagao
covalente: neste tipo de modificagdo, o modificador € ligado
covalentemente a superficie do eletrodo e v) adi¢do de filmes poliméricos:
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imobilizacdo de policamadas da espécie ativa na superficie do eletrodo
(PEREIRA; SANTOS; KUBOTA, 2002).

Em particular, a modificacdo de um eletrodo de pasta de carbono é
feita pela adicdo de diferentes classes de compostos a mistura de pé de
gréafite e agente aglutinante, resultando na formacdo de um compdésito com
propriedades particulares. Tais compdsitos apresentam caracteristicas
condutoras e podem ser aplicados no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos. A utilizagdo de agentes modificadores com diferentes
propriedades fisico-quimicas permite a preparagdo de sensores aplicaveis a
indmeras finalidades.

Dessa forma, a rapidez, o baixo custo da modificagdo, os baixos
limites de deteccdo e a grande gama de aplicacfes, sdo as principais
vantagens dos sensores quimicamente modificados, tornando estes uma
alternativa extremamente vidvel aos métodos tradicionais de andlise. Neste
trabalho otimizou-se a utilizacdo de um eletrodo de pasta de carbono
modificado com poli(vinilpirrolidona), cujas caracteristicas sdo descritas a
seguir.

2.3 Poli(vinilpirrolidona)

A poli(vinilpirrolidona) (PVP) é um polimero com indmeras
propriedades, entre elas, a mais documentada é a de extrair compostos
fendlicos de sucos de frutas e extratos de plantas (BORNEMAN;
GOKMEN; NIJHUIS, 2001). No entanto, estudos sobre o uso de PVP para
a construgdo ou modificacdo de eletrodos sdo ainda pouco encontrados
(FRANZOI; SPINELLI; VIEIRA, 2008; YANG; WANG; HU, 2006; HE;
DANG; HU; HU, 2004). Em um estudo, a rutina, um flavondide com uma
estrutura quimica semelhante a da quercetina, foi determinada usando um
eletrodo de pasta de carbono modificado com PVP (FRANZOI; SPINELLI;
VIEIRA, 2008). Os autores relataram que a PVP favorece a adsorcdo da
rutina na superficie do eletrodo, devido a formagdo de ligacdes de
hidrogénio entre o grupo imida da PVP e o grupo hidroxila da rutina. Esta
propriedade de adsorcdo foi explorada para a acumulacdo de rutina sobre a
superficie do sensor. Depois de um tempo de pré-concentra¢do de 10 min, a
curva de calibracdo, obtida por voltametria de varredura linear, apresentou
boa linearidade no intervalo de concentra¢do de rutina de 0,39 a 13,0 umol
L. O limite de deteccdo foi de 0,15 umol L™. No entanto, este sensor nio
foi testado para outros compostos fendlicos usando diferentes técnicas
eletroanaliticas e condigBes experimentais. Nesse sentido, o foco deste
trabalho foi utilizar um CPE modificado com PVP, como o que acabamos
de descrever, para ser empregado na determinagdo de compostos fendlicos.
A otimizagdo das condic¢Bes experimentais foi efetuada, com o objetivo de



propor uma metodologia que ndo necessitasse de pré-concentracao,
diminuindo assim o tempo das analises.

2.4 Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos sdo definidos como substancias que
possuem anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos,
incluindo seus grupos funcionais (LEE et al., 2005). Os compostos
fendlicos de maior ocorréncia natural apresentam-se conjugados com mono
e polissacarideos, através de um ou mais dos grupos fendlicos, e podem
também ocorrer como derivados funcionais, como ésteres e metil ésteres. A
atividade antioxidante dos

compostos fendlicos depende da sua estrutura, particularmente do
nimero e posi¢do dos grupos hidroxila e da natureza das substituicdes nos
anéis aromaticos. Existem cerca de 8.000 diferentes compostos fenolicos
que, de acordo com sua estrutura quimica, sao divididos em classes: acidos
fendlicos, flavonoides, estilbenos e taninos. Dentre as classes de compostos
fendlicos presentes em plantas e reconhecidos como principais componentes
da dieta estdo principalmente os flavondides e os &cidos fendlicos
(BALASUNDRAM, SUNDRAM e SAMMAN, 2006).

Os flavondides sdo comumente utilizados com a finalidade de inibir
ou retardar a oxidacdo lipidica de 6leos, gorduras e alimentos gordurosos,
sdo empregados na indistria de alimentos, e por essa propriedade sao
conhecidos também como agentes antioxidantes.

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA),
antioxidantes sdo substancias que podem retardar ou inibir a oxidacdo de
lipidios e/ou outras moléculas, evitando o inicio ou propagacdo das reacfes
de oxidacdo em cadeia (ADEGOKE et al., 1998). Pode-se definir
antioxidante, de modo mais amplo, como substancias que em pequenas
concentragdes (0,01% ou menos), na presenca de substratos oxidaveis,
retardam ou previnem significativamente a oxidacdo dos mesmos
(HALLIWELL, 1996; MELO; GUERRA, 2002). Todavia, do ponto de vista
quimico, os antioxidantes sdo compostos aromaticos que contem pelo
menos uma hidroxila. De acordo com seu mecanismo de acdo, 0S
antioxidantes podem ser classificados como sequestradores de radicais
livres (reagem com radicais livres interrompendo a propagacdo de reaces);
como captadores de oxigénio (desativam o oxigénio singlete que pode
iniciar uma nova cadeia de propagacdo de radicais livres); ou como
quelantes de fons metélicos capazes de catalisar a peroxidacdo lipidica
(SANCHEZ-MORENO; LAURRAURI; CALIXITO-SAURA, 1999).

Os antioxidantes podem ser divididos em duas subclasses: naturais
ou sintéticos. Os flavondides constituem uma importante classe de
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antioxidantes naturais frequentemente encontrados em diversas plantas,
frutas e vegetais. A maioria dos compostos dessa classe possui 15 4tomos
de carbono no nucleo fundamental, constituido de duas fenilas ligadas por
uma cadeia de trés carbonos entre elas (C6-C3-C6). Nos compostos
triciclicos, as unidades sdo chamadas anéis A, B e C e os 4&tomos de carbono
recebem a numeracdo com nameros ordinarios para os nlcleos A e C e 0s
mesmos numeros seguidos de uma linha (*) para o nicleo B (Figura 1)
(PIETTA, 2000; SIMOES et al., 2001).

Os flavonoides apresentam-se frequentemente como agliconas,
glicosideos e derivados metilados e sdo divididos em classes de acordo com
o0 nivel de oxidagdo do anel C, as quais incluem as antocianidinas, flavandis
(catequinas), flavonas, flavondis, flavanonas e isoflavonas entre outras
(HAVSTEEN, 1983; AHERNE et al., 2002; HEIM et al., 2002).

Figura 1 - Estrutura geral dos flavonéides

Fonte: adaptado de PIETTA, 2000.

Além da industria de alimentos, a utilizacdo de flavondides como
agentes antioxidantes tém chamado atencéo de pesquisadores também nas
areas nutricional e médica, devido ao seu elevado potencial na prevencéao de
doencas cronicas e degenerativas (KANATT; CHANDER; SHARMA,
2007). Os flavonoides, por exemplo, constituem uma grande e importante
classe de compostos com atividades biolégicas como antimalarial,
anticarcinogénica, citotoxica, mutagénica e antimicrobial, as quais sao
atribuidas a sua capacidade redutora (SUN; WANG; WUA, 2007).

Segundo diversos autores, o interesse econdmico pelos flavondides é
decorrente de suas propriedades particulares, como por exemplo, o fato de
alguns apresentarem cor e poderem ser usados como pigmentos, sua
importancia no processo de tanagem, na fermentacdo do cha-da-india,
manufatura do cacau e por conferirem cor e valor nutricional a alguns
alimentos e principalmente por suas atividades bioldgicas e farmacoldgicas
(SADIK et al., 2003; CAI et al., 2004; ZHANG et al., 2005; KIM et al.,
2006).

S8o conhecidos mais de 4200 flavondides, sendo que o nimero de
novas estruturas identificadas praticamente dobrou nas Ultimas décadas. Os



flavondides consumidos a partir da dieta sdo absorvidos através do
estdbmago e intestino. Sdo metabolizados principalmente no figado, sendo a
mucosa intestinal, tGbulos renais, pulméo, pele e placenta sitios secundarios
de metabolizacdo. Seus metabdlitos sdo excretados principalmente na urina
e nas fezes (ONG; KHOO, 2000).

As aplicacbes terapéuticas dos flavondides no tratamento e
prevencdo de doencas em humanos sdo demonstradas em varios estudos.
Entre as aplicages médicas dos flavondides mais bem documentadas estéo
0 UsO no tratamento e prevencdo de alergias, asma e inflamagdo. Os efeitos
benéficos tambhém estdo relacionados em doengas como o cancer, doengas
cardiovasculares, catarata diabética e cirrose (ONG; KHOO, 1996).
Apresentam ainda propriedades hepatoprotetoras, anti-trombdticas e
antivirais (SAIJA et al., 1995; ONG; KHOO, 2000; SIMOES et al., 2001;
VESSAL et al., 2003).

Os flavondides utilizados para esta pesquisa foram a quercetina e o
canferol, os quais foram escolhidos pela facilidade de serem encontrados
em matrizes farmacéuticas e naturais e também por apresentarem estruturas
semelhantes a analitos ja utilizados em outros estudos do grupo de pesquisa.
As propriedades fisico-quimicas destes dois flavondides sdo bastante
semelhantes, e sfo descritas a seguir.

2.4.1 Quercetina

A quercetina (5,7,3°,4° tetrahidroxi-flavonol, Figura 2) é um
flavondide que pertence a classe dos flavondis e que foi identificada pela
primeira vez na espécie vegetal Quercus sp, da qual originou-se seu nome
trivial (SIMOES et al., 2001). Esse flavonol é encontrado sob a forma de
um sélido amorfo amarelo, em geral dihidratado, com ponto de fusdo de
314 °C, é solGvel em etanol, acetona, acetato de etila e em solugdes aquosas
alcalinas, e pouco soltvel em é&gua (SIMOES et al., 2001). A formula
quimica molecular é C;sH;007.2 H,O e a massa molar é de 338,27 g mol™.
Apresenta em sua estrutura o grupo catecol no anel B (C-3’e C4°), o
substituinte OH na posicéo C-3, a carbonila em C-4 e a insaturacdo entre C-
2 e C-3 no anel C. A Figura 2 mostra detalhadamente a estrutura quimica da
quercetina, a numeracdo dos 4tomos de carbono e a denominagdo de cada
anel.
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Figura 2 - Estrutura quimica da quercetina

OH O

Fonte: adaptado de MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al., 2010.

A quercetina é encontrada nas espécies vegetais (por exemplo, foi
isolada das folhas da espécie vegetal Eugenia jambolana (TIMBOLA et al.,
2002), nas frutas, nos vegetais e nas bebidas, além de ser o principal
flavonol presente na dieta humana, sendo particularmente abundante nas
cebolas (cerca de 0,3 mg/g) e nos chas (10 a 25 mg/L™) (MOURE et al.,
2001).

Nas analises espectroscopicas da quercetina descritas por diversos
autores, observa-se que: i) no espectro de ultravioleta ha duas bandas de
absor¢do maxima, uma mais intensa entre 350 e 390 nm (Banda I) devido a
presenca do anel B, e outra de menor intensidade situada entre 240 e 290
nm (Banda Il) referente ao anel A (JORGENSEN et al., 1998); ii) no
espectro de infravermelho as principais bandas de absor¢do sdo as
relacionadas a sistemas arométicos (1609, 1562, 1522 cm™), a fungdo
carbonila o,B-insaturada (1666 cm™) e a grupos hidroxila (3408 cm™)
(JORGENSEN et al., 1998); iii) no espectro de massas por impacto
eletrdnico em 70 eV aparece um pico correspondente ao ion molecular de
m/z 302 u.m.a. representante da férmula molecular CisH;00;, sem as
moléculas de &gua de hidratacdo (JORGENSEN et al., 1998).

A quercetina possui trés hidrogénios ionizaveis, sendo pK,; = 6,74,
pKa = 9,02 e pKy = 11,55 a 20 °C. Rice-Evans e colaboradores (RICE-
EVANS; PACKER, 1998), em seus estudos de correlacdo estrutura-
atividade de flavonoides revelam que a dissociacdo dos substituintes
hidroxilas OH ocorre na seguite sequéncia: 7-OH > 4’-OH > 5-OH.
Todavia, Lemanska e colaboradores (LEMANSKA et al., 2001) mostram
em seus estudos sobre a influéncia do pH sobre as propriedades
antioxidantes e sobre 0 mecanismo de acdo antioxidante de flavondides que
a sequéncia de dissociagao é: 4°-OH > 7-OH > 3’-OH > 3-OH > 5-OH,
porém descrevem apenas trés valores de pK, A desprotonacdo dos
substituintes OH situados em B-4’ e/ou A-7 é facilitada e atribuida a



possibilidade de deslocalizacdo de carga do anion para o grupo carbonila
presente em C-4 (LEMANSKA et al., 2001).

A quercetina apresenta efeitos benéficos a salde e exerce multiplas
atividades bioldgicas, muitas destas dependentes do elevado poder
antioxidante que este flavonol apresenta. As atividades bioldgicas
importantes incluem: antioxidante, antialérgica, antiinflamatoria e antiviral.
Também encontra-se disponivel no mercado na forma purificada, o que
permite seu uso na forma isolada, entretanto o emprego em produtos
farmacéuticos e cosméticos é ainda um tanto restrito devido a sua reduzida
hidrossolubilidade. (AHERNE; O’BRIEN, 2002; BRETT; GHICA, 2003;
HOFFMANN-RIBANI et al., 2009; KORKINA; AFANAS’EV, 1997).

E importante salientar que a quercetina ndo apresenta apenas
propriedades benéficas ao metabolismo celular, mas também possui efeitos
citotoxicos e mutagénicos responsaveis por muitos processos degenerativos.
Diante disso, nos dltimos anos o nimero de publicacfes revelando as
propriedades bioldgicas e 0 mecanismo de atuagdo da quercetina aumentou
significativamente (KORKINA; AFANAS’EV, 1997).

2.4.2 Canferol

O canferol (5,7,4° trihidroxi-flavonol, Figura 3) é um flavondide
encontrado em diversas plantas comestiveis como brécolis, repolho, couve,
feijdo, escarola, alho-pord, tomate, morango, uva, entre outros. Possui
formula molecular CsH;0Og e massa molar de 286,23 g mol™. Apresenta-se
como um s6lido amarelo cristalino com ponto de fusdo de 278 °C. E
pouco soltvel em agua, mas altamente solGvel em etanol e éter dietilico.

Figura 3 - Estrutura quimica do canferol

Fonte: adaptado de CHEN et al., 2000.

Estudos epidemioldgicos demonstraram uma associagdo positiva
entre o consumo de alimentos ricos em canferol e o risco reduzido de
desenvolvimento de cancer (LEE et al., 2010; CALDERON-MONTANO et
al., 2011).
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Estudos demonstram que o canferol é um agente antioxidante forte
gue ajuda a prevenir o dano oxidativo das células, lipidios e DNA. Previne
também a arteriosclerose através da inibicdo da oxidacdo de lipoproteinas
de baixa densidade e a formacao de plaquetas no sangue.

Estudos também confirmaram que canferol atua como um agente
quimiopreventivo, o que significa que inibe a formacdo de células
cancerosas. Um estudo realizado in vitro (KOWALSKI et al., 2005)
mostrou que o canferol inibe a proteina quimioatrativa de monoécitos (MCP-
1). A MCP-1 desempenha um papel importante nas etapas iniciais da
formacdo da placa aterosclerética. Os flavonoides canferol e quercetina
também parecem agir em sinergia na reducdo da proliferagdo celular de
células cancerigenas, o que significa que os tratamentos combinados com
quercetina e canferol sdo mais eficazes do que os efeitos de cada flavondide
isolado. Esta foi uma conclusédo obtida a partir de um estudo realizado por
Ackland e colaboradores (ACKLAND et al.,, 2005) intitulado ‘“acéo
antiproliferativa sinérgica dos flavonois quercetina e canferol em culturas
de células de cancer humano .

Em outro estudo, realizado na Universidade de Chiang Mai, na
Tailandia, pesquisadores descobriram que o canferol pode ajudar no
combate ao céncer, também de outra forma, reduzindo a resisténcia das
células cancerosas as drogas anti-cancer (LIMTRAKUL et al., 2005).

Além da propriedade anticarcinogénica, estudos pré-clinicos
demonstraram que o canferol possui outras propriedades farmacoldgicas
incluindo atividade antiinflamatéria, antimicrobiana, cardioprotetora,
neuroprotetora, antidiabética, antiestrogénica, analgésica e antialérgica
(LEE et al., 2010a; LEE et al., 2010b; CALDERON-MONTANO et al.,
2011). Estudos comprovaram que o canferol como agente anticarcinogénico
€ muito menos toxico para as células normais, em comparacdo com
medicamentos de quimioterapia padrdo (ZHANG et al., 2008).

Por outro lado, o canferol pode atuar ndo somente como um potente
promotor de apoptose, mas também é capaz de modificar uma série de vias
de sinalizacdo celular, provocando desequilibrio no funcionamento das
células (RAMOS, 2007).

2.5 Determinacédo analitica de compostos fenolicos

Nos dltimos anos diversas novas metodologias vém sendo
desenvolvidas para a analise de flavonéides: HPLC (MIEAN; MOHAMED,
2001; HOFFMANN-RIBANI et al., 2009; HUBER et al., 2009; KUMAR et
al., 2009), CE-ED (CHEN, et al., 2000; CAO, et al., 2001; CAO et al.,
2002; XU, et al., 2007; CHEN, et al., 2008 A e B), espectrofotometria
(HASSAN, et al., 1999; PEJIC, et al., 2004) e também, técnicas



eletroanaliticas utilizando eletrodos modificados (HE et al., 2005; LIN et
al., 2006; XU; KIM, 2006; JIN et al., 2009).

Outros métodos cromatograficos, tais como cromatografia em papel
e em camada delgada, também sdo bastante utilizados (PETERSON;
DWYER, 1998). A deteccdo através de espectrometria de massas tandem
também se mostrou Gtil na determinacdo da quercetina e de seus
metabdlitos em fluidos bioldgicos (WITTIG et al., 2001).

No entanto, a técnica mais frequentemente utilizada ainda é a
espectroscopia no ultravioleta, podendo-se citar o método desenvolvido e
avaliado por Petrovick e colaboradores (PETROVICK, 1993). Peji¢ e
outros autores (PEJIC et al, 2004) desenvolveram um método
espectrofotométrico para determinacdo de quercetina na sua forma isolada e
em preparagdes farmacéuticas, utilizando solugdo etandlica a 50% em 370
nm. O método foi aplicado na determinacdo em capsulas contendo
quercetina e vitamina C, comercializadas com o nome de Quercetin+C
Twinlab®.

Com relagéo a técnica de HPLC, recentemente foi desenvolvido um
método com o intuito de separar as trés principais substancias constituintes
da A. satureioides: quercetina, 3-O-metilquercetina e luteolina, e de
padronizar de forma eficiente preparacdes fitofarmacéuticas (DE SOUZA et
al., 2002). A otimizagdo deste método, com énfase na quercetina
possibilitou o desenvolvimento e a validacdo da técnica cromatogréfica,
proposta por Webber (WEBBER et al., 2003), que apresenta um tempo de
analise consideravelmente menor do que o método original.

Em outro trabalho, pesquisadores usaram a técnica de LC-MS para
determinar a absorcdo, metabolismo e excrecdo do canferol através de um
estudo farmacocinético em fluidos bioldgicos humanos (DUPONT et al.,
2004). Neste trabalho, chicéria foi ingerida pelos pacientes como fonte de
canferol. Os autores determinaram por LC-MS a concentracdo de canferol
no plasma sanguineo e na urina ap6s um periodo de 24 h.

No entanto, o elevado custo da instrumentacdo necessaria para a
execucdo destas técnicas, bem como a dificuldade de preparacdo das
amostras, limitam seu uso em alguns casos. Nesse sentido, as técnicas
eletroanaliticas surgem como uma alternativa simples, de baixo custo e com
alta sensibilidade para analise de flavonoides. Nesse contexto, JANEIRO e
BRETT (2004) investigaram a oxidacdo eletroquimica da (+)- catequina
utilizando as técnicas de voltametria ciclica (CV), voltametria de pulso
diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV).

Devido ao aumento do interesse em relacdo a determinacdo
eletroquimica de quercetina, um grande ndmero de sensores e técnicas tem
sido propostos. Alguns trabalhos relatando os resultados mais recentes
obtidos foram selecionados e s&o aqui detalhados. A determinacdo de
quercetina e rutina através da analise por injecdo em fluxo e eletroforese
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capilar utilizando deteccdo eletroquimica foi recentemente descrita
(MAGNUSZEWSKA; KROGULEC, 2013). Em outro estudo, um polimero
molecularmente impresso com base no polipirrol com 6xido de grafeno foi
fabricado e utilizado para a determinacéo eletroquimica da quercetina (SUN
et al., 2013). A curva de calibracdo obtida por voltametria de pulso
diferencial, em solucdo tampdo Britton-Robinson (pH 3,5) foi linear para
concentracdes no intervalo de 0,6-15,0 pmol L™, com um limite de detecgéo
de 48 nmol L™. O eletrodo mostrou boa estabilidade e reprodutibilidade. Os
flavonoides com estruturas quimicas semelhantes como rutina e morina ndo
interferiram na determinacgéo da quercetina. A determinacéo eletroquimica
da quercetina também foi estudada por voltametria de onda quadrada sobre
um eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de ouro auto-
organizadas nas superficies de p-aminotiofenol e 6xido de grafeno (YOLA,
ATAR, 2014). A faixa de linearidade para a curva de calibracdo de
quercetina foi de 1,0 a 10,0 pmol L™, com um limite de deteccdo de 0,3
pmol L™ O sensor foi aplicado com sucesso para a determinagdo de
quercetina em preparagdes farmacéuticas. Em outro trabalho, um eletrodo
de grafite com 5-amino-2-mercapto-1,3,4-tiadiazol eletroquimicamente
polimerizado foi utilizado para o monitoramente eletroquimico de
quercetina (MUTI et al., 2013). Um aumento de seis vezes no sinal de
quercetina foi obtido utilizando o eletrodo modificado em relagdo ao
eletrodo ndo modificado. A oxidacdo eletroquimica da quercetina em
tampdo citrato foi investigada usando um eletrodo de Nafion modificado
com nanotubos de carbono de paredes mdltiplas (ZHU; SUJARI; AB
GHANI, 2013). Empregando voltametria de onda quadrada com
redissolugdo anddica e usando os pardmetros otimizados, o teor de
quercetina mostrou-se entre 2,89 mg g™ e 4,21 mg g* em frutos secos e
congelados de  Acanthopanax  sessiliflorus  (A.  sessiliflorus),
respectivamente. Um procedimento usando a técnica de voltametria de
pulso diferencial foi proposto para a determinacdo de quercetina em solucéo
aquosa usando um simples eletrodo de carbono (SATPATI et al., 2011). O
limite de deteccéo obtido usando este material foi de 38,5 nmol L. Um
eletrodo de nanotubos de carbono modificado com microparticulas de cobre
foi construido e vem sendo utilizado para a determinacdo da quercetina em
suco de macd (OLIVEIRA; MASCARO, 2011). O desempenho do eletrodo
de nanotubo modificado foi comparado com o eletrodo ndo modificado para
a determinacdo de quercetina e um limite de deteccdo inferior foi obtido.
Nanoparticulas de Coz04 também foram usadas como agente modificador
para eletrodos de carbono vitreo para preparar um sensor para a
determinacdo de quercetina (WANG et al.,, 2011). O comportamento
eletroquimico de quercetina sobre o sensor foi estudado através de
voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada. Sob condi¢des 6timas,
as correntes de pico foram linearmente dependentes das concentracfes de



quercetina na faixa de 0,5-330 pmol L™, com um limite de detecgéo de 0,1
umol L Este método foi aplicado com sucesso para determinar a
concentragdo de quercetina em cépsulas de Ginkgo biloba e amostras de
folhas e de urina humana.

Com relacdo a determinacdo de compostos fendlicos totais por
técnicas eletroanaliticas, foram desenvolvidos biossensores amperométricos
a base de tirosinase e lacase. Estes biossensores apresentaram uma
excelente sensibilidade para diferentes classes de compostos fendlicos e a
grande versatilidade apresentada por eles permitiu o desenvolvimento de
diferentes dispositivos, tais como, eletrodos impressos, sensores remotos e
sistema de andlise em fluxo com célula de didlise. Tais sistemas foram
empregados no monitoramento de espécies fendlicas em efluentes de uma
indUstria de papel, e os niveis de deteccao e quantificacdo foram inferiores a
10° mol L™ (FREIRE, 2002). Em outro trabalho, autores propuseram um
biossensor para polifendis, baseado na modificacdo de eletrodo de carbono
vitreo com nanoparticulas bimetalicas (Pt-Pd) dispersas no liquido idnico 1-
butil-3-metilimidazdlio hexafluorofosfato (Pt-Pd-BMI.PFg) em conjunto
com uma enzima peroxidase (PO) de couve-flor, imobilizados em
nanoargila. Utilizou-se a técnica de voltametria de 