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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento de um novo sensor
eletroquimico baseado em filme orgéanico idnico para a determinagdo de
compostos fendlicos totais em extratos de erva-mate obtidos a partir de
amostras comerciais, utilizando a técnica de voltametria de onda quadrada
(SWV). A molécula ibnica anfifilica, iodeto de 1-metil-4-(4-
decicloxifeniletinil)piridinio (1LOPyl), que apresenta propriedades liquido-
cristalinas, foi aplicada na forma de filme sobre a superficie de um
eletrodo de carbono vitreo (GCE), dando origem ao novo sensor
GCE/10Pyl. A partir da avaliagdo de compostos fendlicos (acido cafeico,
acido ferdlico, rutina e quercetina), o sensor mostrou maior sensibilidade
ao &cido cafeico, sendo este composto selecionado como padrdo para a
otimizagdo do sensor e aplicacdo analitica. Sob as condi¢es 6timas de
trabalho estabelecidas ([10Pyl] = 1,0 x 10* mol L*; tampéo fosfato (0,1
mol L?; pH 2,0); frequéncia 100 Hz; amplitude de pulso 60 mV e
incremento de varredura 5,0 mV), a curva de calibragéo apresentou duas
regides lineares distintas, a primeirade 9,9x 107a3,8x 10°mol L' e a
segunda de 4,7 x 10°a 9,9 x 10° mol L e os limites de deteccdo para o
acido cafeico nessas faixas foram de 9,0 x 107 mol L* e 8,9 x 10° mol L-
1 respectivamente. O sensor GCE/10Pyl demonstrou excelentes
reprodutibilidade (RSD = 2,8%) e repetibilidade (RSD = 4,8%). A
determinacdo de compostos fendlicos totais nos extratos de erva-mate
utilizando o sensor desenvolvido apresentou erro relativo inferior a 1,5%
e uma 6tima correlagdo com o método espectrofotométrico de referéncia
(Folin-Ciocalteu). Portanto, o sensor proposto representa uma ferramenta
atil para a deteccdo rapida e com exatiddo adequada de compostos
fendlicos totais em extratos de amostras comerciais de erva-mate,
podendo ser avaliado também para aplicacdo em outras amostras.

Palavras-Chave: Sensor. Filme organico i6nico. Composto fendlico.
Acido cafeico.



ABSTRACT

This work describes the development of a new electrochemical
sensor based on ionic organic film for the determination of total phenolic
compounds in extracts of mate herb obtained from the commercial
samples using the technique of square-wave voltammetry (SWV). The
amphiphilic  ionic  molecule,  4-[(4-decyloxyphenyl)-ethynyl]-1-
methylpyridinium iodide (10Pyl), which has liquid-crystalline properties,
was applied in the film form on the surface of glassy carbon electrode
(GCE), giving rise to new GCE/10Pyl sensor. From the evaluation of
phenolic compounds (caffeic acid, ferulic acid, rutin and quercetin), the
sensor showed higher sensitivity to caffeic acid. Therefore, this
compound was selected as standard for the optimization of the sensor and
analytical application. Under the optimum conditions established
([10PyI] = 1.0 x 10 mol L™; phosphate buffer (0.1 mol L; pH 2.0);
frequency 100 Hz; pulse amplitude 60 mV and scan increment 5.0 mV),
the calibration curve showed two linear ranges: 9.9 x 107 to 3.8 x 10°°
mol L™ and 4.7 x 10° to 9.9 x 10°° mol L*caffeic acid with detection
limits of 9.0 x 107 mol L and 8.9 x 10° mol L™, respectively. The
GCE/10Pyl sensor demonstrated excellent reproducibility (RSD = 2.8%)
and repeatability (RSD = 4.8%). The determination of total phenolic
compounds in extracts of mate herb using the proposed sensor showed a
relative error less than 1.5% and a good correlation with the
spectrophotometric reference method (Folin-Ciocalteu). Therefore, the
proposed sensor represents a useful tool for the rapid and accurate
detection of total phenolic compounds in extracts of mate herb
commercial samples and may also be evaluated for application in other
samples.

Keywords: Sensor. lonic organic film. Phenolic compound. Caffeic acid.
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1.  INTRODUCAO

1.1. Sensores eletroquimicos: definicdo e principio de
funcionamento

Um sensor eletroquimico pode ser definido como um dispositivo
de anélise utilizado na detec¢do de uma determinada espécie, em uma
amostra de interesse, que combina um componente de reconhecimento
quimico ou molecular (receptor) com um componente de detecgdo
(transdutor) (FATIBELLO-FILHO e CAPELATO, 1992; BARD, 2001;
MOUSTY, 2004; CAMPAS et al., 2008).

Os sensores eletroquimicos possuem caracteristicas vantajosas
como, por exemplo, a deteccdo analitica in situ e em tempo real. que os
distinguem de outros métodos instrumentais como as técnicas
cromatograficas e espectrofotométricas, por exemplo. Além disso, esses
dispositivos apresentam vantagens relacionadas ao baixo custo, facilidade
na construcdo, portabilidade e possibilidade de miniaturizagdo, o que
torna estes dispositivos importantes ferramentas tecnoldgicas
(MURRAY, 1980; ABRUNA et al., 1981; LOWINSOHN e BERTOTTI,
2006).

O funcionamento destes sensores (Figura 1) baseia-se na interagdo
seletiva do analito com o componente receptor, resultando na alteracéo de
alguma propriedade fisico-quimica, tais como a transferéncia de elétrons
e a variagdo de massa, por exemplo, que é reconhecida e medida por um
transdutor adequado, que converte o sinal referente a interacdo entre o
analito e o receptor em um sinal que pode ser mensurado. Por fim, ocorre
a amplificacdo e o processamento do sinal correspondente a concentragéo
do analito naamostra (MELLO e KUBOTA, 2002; ALFAYA etal., 2008;
CAMPAS et al., 2008).

Nestes dispositivos, a obtencdo da informacao analitica depende
essencialmente das caracteristicas da sua superficie que esta associada ao
reconhecimento da espécie de interesse de forma seletiva. Neste sistema
de reconhecimento encontra-se o elemento conhecido como receptor, que
é¢ o componente responsavel pela seletividade/ especificidade dos
sensores, sendo capaz de reconhecer, reagir ou ligar-se ao analito,
fornecendo uma resposta eletroquimica que podera ser quantificada. Os
receptores podem ser elementos biol6gicos (por exemplo: enzimas,
anticorpos e DNA), os quais sdo empregados no desenvolvimento de
biossensores, ou ainda compostos quimicos capazes de tornar o
dispositivo mais sensivel (por exemplo: polimeros, nanoparticulas,
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moléculas anfifilicas e liquidos idnicos) (MELLO e KUBOTA, 2002;
MELLO, 2008; CAMPAS et al., 2008).

Figura 1. Configuragdo de um sensor eletroquimico, representando a
organizag&o dos seus componentes. (A) Elemento de reconhecimento (receptor).
(B) Conversdo do sinal (transdutor). (C) Unidade de amplificacdo e
processamento do sinal.

Amostra
& § — Analito
¢ e I’ alvo
4

|

0
(B)

©

Sinal

O transdutor é a parte responsavel pela conversao do sinal e pode
operar baseado em diferentes propriedades fisico-quimicas, dependendo
do tipo de sensor (por exemplo, eletroquimico, dptico, calorimétrico e
piezoelétrico). Na construcdo de sensores que empregam medidas
elétricas, o transdutor corresponde ao eletrodo e ao sistema de transducao
de sinal, que atua como interface, medindo a mudanca fisica ou quimica
que ocorre na interagdo entre o analito e o receptor. O sinal gerado é entdo
processado e amplificado pela unidade processadora de sinal e
corresponde, proporcionalmente, a concentracdo do analito na amostra
(FATIBELLO-FILHO e CAPELATO, 1992; MELLO e KUBOTA,
2002).

1.2. Modificacdo da superficie de sensores

Os primeiros trabalhos relacionados a modificacédo da superficie de
eletrodos surgiram no inicio da década de 70, com o objetivo de controlar
a natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solugdo, onde os
processos eletroquimicos ocorrem, como uma forma de aumentar a
reatividade, seletividade e especificidade do sensor base, podendo
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desenvolver novos sensores a partir de substratos como ouro, platina e
carbono, por exemplo (SOUZA, 1997; PEREIRA et al., 2002).

O desenvolvimento e utilizagdo de novos sensores e biossensores
representam um importante avancgo tecnoldgico. Cada vez mais, novas
técnicas e materiais sdo empregados para este fim, com o intuido de
melhorar a capacidade analitica desses dispositivos, tornando-os
altamente seletivos para inimeros tipos de analitos, o que permite a
aplicacdo desses sensores em diversas areas, tais como na indudstria de
alimentos, na indUstria farmacéutica, no monitoramento ambiental, nos
laboratérios de anélises clinicas, entre outras (MELLO e KUBOTA,
2002; PEREIRA et al., 2002; CAMPAS et al., 2008).

Os sensores modificados sdo compostos pelo eletrodo base e pelo
modificador quimico. A escolha do material do eletrodo base é um
aspecto importante no desenvolvimento de eletrodos modificados, pois o
substrato escolhido (ouro, platina, carbono vitreo, pasta de carbono) deve
apresentar caracteristicas eletroquimicas apropriadas como, por exemplo,
boa condutividade elétrica, estabilidade térmica e quimica e
biocompatibilidade. A forma como a modificacdo é realizada, também é
importante e depende das caracteristicas desejaveis do sensor proposto
como, por exemplo, aumento na sensibilidade, seletividade, estabilidade
e reatividade (SOUZA, 1997; PEREIRA et al., 2002).

De forma geral, os métodos mais empregados para a incorporacdo
do agente modificador sobre o eletrodo base consiste em adsorgéo,
ligacdo covalente, recobrimento com filmes poliméricos ou ainda a
preparacdo de eletrodos a base de paste de carbono, com adicdo de
modificadores (MURRAY etal., 1987; VIDAL etal., 1999; PEREIRA et
al., 2002; BARROSO et al., 2011).

1.2.1. Adsorcéo

A adsorcdo representa a maneira mais simples e amplamente
utilizada de modificar a superficie de eletrodos. O método se baseia na
dissolucdo do agente modificador em um solvente apropriado e na
exposicao da superficie do eletrodo a esta solucédo, a qual pode ser feita
por imersdo do eletrodo na solugdo ou por transferéncia de um volume
conhecido da solucdo (gotejamento) para o eletrodo. A adsorcdo ocorre
quando o solvente é evaporado e o modificador fixa-se sobre o substrato
(por exemplo: ouro, carbono ou carbono vitreo) que constitui a superficie
do eletrodo (EMR et al., 1995; SOUZA, 1997; ALBAREDA-SIRVENT
et al., 2000; PEREIRA et al., 2002; QUINTINO, 2003).
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Eletrodos de carbono apresentam uma capacidade particular de
adsorver certas substancias. Na maioria dos casos, é capaz de fixar
moléculas que apresentam longas cadeias alifaticas, como polimeros e
surfactantes. Esta adsorcao ocorre devido as interagfes de van der Waals
entre essas moléculas com caracteristicas hidrofébicas e a superficie do
eletrodo. Moléculas que apresentam sistemas de elétrons  conjugados,
como compostos organicos aromaticos, por exemplo, também podem
adsorver facilmente sobre a superficie de eletrodos de carbono. Esta
adsorcdo é proveniente da interagdo entre o plano do eletrodo e o sistema
7t de elétrons da molécula aromatica (IKEDA et al., 1981; MURRAY et
al., 1987; SOUZA, 1997; QUINTINO, 2003).

1.2.2. Ligagao covalente

A imobilizagdo de agentes modificadores através de ligacdes
covalentes sobre a superficie de eletrodos possibilita a incorporagéo de
um vasto nimero de substincias, de maneira estivel, através da
manipulacdo da reatividade dos grupos funcionais existentes nos
modificadores e/ou no substrato do eletrodo (SOUZA, 1997; WINK et
al., 1997).

Eletrodos de carbono sdo muito utilizados para este tipo de
incorporacdo de modificadores, uma vez que, apresentam grupos
funcionais (acidos carboxilicos, anidridos, cetonas e alcoois), gerados a
partir de reagcdes de oxigenacdo da superficie de carbono, que facilitam a
ligacdo covalente de substancias que possuem em sua estrutura aminas,
organossilanos, cloreto de tionila, entre outros. A ligagdo covalente pode
ser também realizada em eletrodos metalicos como, por exemplo, ouro e
platina, através de reacdes de silanizacgdo, envolvendo organossilanos e
Oxidos presentes na superficie do eletrodo (SOUZA, 1997; PEREIRA et
al., 2002).

A formacdo de monocamadas auto-organizadas sobre eletrodos
também é outra forma de imobilizar covalentemente o modificador sobre
0 substrato. Neste caso, a estrutura da monocamada ira depender
fortemente do substrato e da sua morfologia (MANDLER e TURY AN,
1996; FREIRE et al., 2003). Monocamadas de tidis sobre substratos de
ouro sdo exemplos de modifica¢Ges covalentes e sdo muito utilizadas no
desenvolvimento de sensores e biossensores (MANDLER e TURYAN,
1996 CHAKI e VIJAYAMOHANAN, 2002; XIA et al., 2013)
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1.2.3. Filmes poliméricos

Esta técnica consiste no recobrimento da superficie do eletrodo
base com filmes poliméricos, condutores ou permeaveis ao eletrolito de
suporte e a espécie de interesse, imobilizados por policamadas na
superficie do substrato (SOUZA, 1997; PEREIRA et al., 2002).

Devido as caracteristicas como eletrocatélise (polimeros
eletroativos), propriedades ligantes (polimeros quimicamente ativos) e
exclusdo de interferentes (polimeros inertes), os filmes poliméricos tém
sido amplamente empregados na construcdo de eletrodos quimicamente
modificados, para os mais variados fins, dos quais se destacam a
imobilizagdo de biomoléculas (BRONDANI et al., 2013) e a
incorporacdo de mediadores (ZAPP et al., 2013). Neste contexto, filmes
condutores sdo amplamente utilizados, pois aumentam a velocidade de
transferéncia de elétrons, através da superficie modificada. Dentre os
materiais condutores mais utilizados encontram-se as moléculas com
caracteristicas anfifilicas (por exemplo, surfactantes) devido a capacidade
destes em formar filmes e proporcionar uma maior sensibilidade na
detecgdo (EMR et al., 1995; TROJANOWICZ e KRAWCZNSKI, 1995;
MIMICA et al., 2001; FERNANDES et al., 2012).

1.3. Moléculas anfifilicas

Moléculas anfifilicas apresentam em sua estrutura uma pequena
parte polar (hidrofilica), que é caracterizada pela presenca de cargas
(grupos carboxilatos, sulfatos, amonios quaternarios, grupos
zwitterionico, entre outros) ou grupos hidrofilicos contendo uma longa
cadeia com atomos de oxigénio capazes de estabelecer ligacdes de
hidrogénio, bem como interacfes dipolares com a agua, por exemplo.
Além da parte hidrofilica, essas moléculas apresentam uma grande cadeia
hidrocarbdnica apolar (hidrofébica) geralmente constituida por
hidrocarbonetos alifaticos (SERGIO, 2005; XU et al., 2009).

Essas moléculas com estruturas anfifilicas podem adsorver
espontaneamente sobre interfaces de duas fases com diferentes
polaridades, como é o caso de eletrodos de carbono imersos em solventes
aquosos, por exemplo, ao qual a adsor¢do dessas moléculas sobre a
superficie carbonica, por interacbes de van der Waals, altera as
propriedades desta superficie (Y1 et al., 2001; SERGIO, 2005).

Surfactantes e tensoativos sdo os exemplos mais conhecidos dentro
dessa classe de moléculas (Y1 et al., 2001; SERGIO, 2005; VITTAL et
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al., 2006). Porém, algumas moléculas com propriedades liquido-
cristalinas (conhecidas como cristais liquidos) também podem ser
classificadas como anfifilicas, uma vez que, possuem partes hidrofébicas
e hidrofilicas em sua estrutura.

1.3.1. Cristais liquidos

Cristais liquidos (CL) sdo moléculas que apresentam uma
combinacdo entre o alto grau de organizagcdo molecular e a fluidez,
pertencendo a um quarto estado da matéria ao qual possui
simultaneamente caracteristicas dos estados sélido e liquido. Esta
singularidade, presente apenas em determinados compostos, confere a
esta classe de moléculas propriedades Unicas. Como resultado, a
aplicabilidade deste tipo de material é muito abrangente, podendo ser
utilizado em dispositivos luminescentes, displays e sensores quimicos
(CHANDRASEKHAR e MADHUSUDANA, 1980; GOODBY et al.,
2001; WESTPHAL, 2009).

As moléculas que apresentam propriedades liquido-cristalinas sdo
conhecidas como mesdgenas e a fase onde os estados sélido e liquido
coexistem € denominada de mesofase (CHANDRASEKHAR e
MADHUSUDANA, 1980; GOODBY et al., 2001). Estas moléculas sdo
classificadas em dois principais grupos, liotropicos (CLL) e
termotropicos (CLT), de acordo com o tipo de mesofase que apresentam.

Os CL da classe dos liotropicos possuem micelas, que sdo
constituidas por agregados de moléculas anfifilicas, como unidades
fundamentais. Estas moléculas possuem em sua estrutura uma pequena
parte polar e uma grande cauda apolar que tendem a formar agregados, a
partir de uma determinada concentragdo (Concentragdo Micelar Critica —
CMCQ), devido a incompatibilidade entre as suas partes hidrofilicas e
hidrofébicas e interacdes com o solvente. Desta forma, as moléculas
podem se auto-organizar formando estruturas com variadas formas
(Figura 2) e, sendo assim, o estado de mesofase dessas moléculas é
dependente de fatores como a sua estrutura, concentragao, temperatura e
solvente utilizado (WESTPHAL, 2009; HASSANZADEH e
LINDQUIST, 2012).
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Figura 2. Esquema ilustrativo de exemplos de organizagBes micelares em
mesofases liotropicas.

Por outro lado, na classe dos CLT, o estado de mesofase depende
apenas da temperatura e do préprio meségeno (GOODBY et al., 2001;
BISOYI e KUMAR, 2011). Os CLT séo ainda subdivididos em dois
grupos: calamiticos e discoticos. Os calamiticos sdo constituidos por
moléculas que possuem um nucleo rigido alongado seguido de cadeias
flexiveis, similar & estrutura de um bastdo (Figura 3-A). Os discéticos,
por sua vez, também apresentam um nucleo rigido central seguido de
cadeias flexiveis ao seu redor, similar a estrutura de um disco (Figura 3-
B) (WESTPHAL, 2009; KAAFARANI, 2010; WESTPHAL et al., 2010;
HASSANZADEH e LINDQUIST, 2012).

Figura 3. Esquema representativo de cristais liquidos termotrépicos do tipo: (A)
Calamitico. (B) Discético.

y X>>y,z y X,2>>Yy

(A) (B)

Ainda com relacéo a classificacdo dos CL, existem casos especiais
em que as moléculas que apresentam propriedades liquido-cristalinas
podem ter caracteristicas liotrépicas e termotrépicas simultaneamente.
Estas moléculas sdo conhecidas como CL anfotrépicos (TSCHIERSKE,
1996; TSCHIERSKE, 2002).
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Além da propriedade intrinseca de auto-organizacdo, os CL
possuem muitas formas de funcionalizagdo (BISOYI e KUMAR, 2011,
TSCHIERSKE, 2013). Um exemplo é a presenca de cargas em suas
estruturas, dando origem aos cristais liquidos idnicos, que podem ser
aplicados como catalisadores e como materiais condutores de ions
(BINNEMANS, 2005; BISOYI1 e KUMAR, 2011). Estas caracteristicas
tornam-se interessante para aplicagdo desses materiais em sensores
eletroquimicos.

A aplicacdo de CL em displays e sensores opticos, onde as
propriedades eletro-Gpticas desses materiais sdo exploradas, € bem
conhecida na literatura (CHANDRASEKHAR e MADHUSUDANA,
1980; GOODBY et al., 2001; WESTPHAL, 2009), mas pouco se sabe
sobre a aplicacdo dessas moléculas em sensores eletroquimicos, onde
propriedades eletroquimicas dos cristais liquidos s&o investigadas. Desta
forma, este trabalho pretende abordar o emprego de uma molécula com
estrutura anfifilica e que possui propriedades liquido-cristalinas na
construcao de um novo sensor eletroquimico aplicado na determinacédo de
antioxidantes fenolicos.

1.4, Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos compreendem uma ampla variedade de
moléculas de estruturas simples e complexas que possuem pelo menos
um anel aromatico no qual um ou mais a4tomos de hidrogénio sdo
substituido por grupos hidroxila. Os fendis de origem natural sdo
produzidos no metabolismo secundario das plantas, sendo essenciais para
0 seu crescimento e reproducdo. Estas substancias também s&o
responsaveis pelas caracteristicas nutricionais e sensoriais do reino
vegetal (ZHENG e WANG, 2001; IGNAT et al., 2011; FERNANDES, et
al., 2013).

Os compostos fendlicos estdo classificados de acordo com o seu
esqueleto (nimero de anéis fendlicos e elementos estruturais que esses
anéis contém) e com a sua ocorréncia na natureza em trés grandes grupos:
os &cidos fendlicos, os flavonoides os taninos (ANTOLOVICH et al.,
2000; ANGELO e JORGE, 2007; IGNAT et al., 2011). Dentre os fenois
estruturalmente mais simples estdo 0s que apresentam um anel aromatico
com um ou mais grupos hidroxila em sua estrutura, como, por exemplo,
hidroquinona, catecol e os acidos fenolicos. Dentre os mais complexos
encontram-se a classe dos flavondides, por exemplo, que representam os
maiores grupos fendlicos de ocorréncia natural. Sua estrutura base (Figura

22



4) é composta por 15 4tomos de carbono, onde dois anéis aromaticos sdo
unidos por trés dtomos de carbonos que formam um anel heterociclico
(C6-C3-C6) (ROBARDS e ANTOLOVICH, 1997).

Figura 4. Estrutura bésica do esqueleto flavonoide.

Flavonoide

Os é&cidos fendlicos sdo subdivididos em dois grupos: os fendis
derivados do &cido hidroxicindmico e os do acido hidroxibenzéico
(Figura 5-A). Os derivados do &cido hidroxicindmico sdo fendis de
ocorréncia natural que possuem um anel aromatico com uma cadeia
hidrocarbdnica, constituida por 3 &tomos de carbono ligados ao anel (C6-
C3). O 4cido cafeico (Figura 5-B) é um exemplo desta subclasse que €é
comumente encontrado em plantas, café, vinho e azeite, contribuindo no
aroma e sabor, assim como, na atividade antioxidante desses alimentos.
Também sdo fendis desta classe o acido feralico e o cumarico, por
exemplo. Os fenois derivados dos &cidos hidroxibenzéicos sao
substancias que possuem um grupo carboxilico ligado ao anel aromatico
com estrutura C6-C1. Sdo exemplos deste grupo os acido salicilico e
galico (BELITZ e GROSCH, 1988; DURAN e PADILLA, 1993; HAN et
al., 2007).
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Figura 5. (A) Estrutura base do esqueleto das duas classes de &cidos fendlicos.
(B) Estrutura quimica do acido 3-(3,4-dihidroxifenil)-2-propendico (acido
cafeico).

Acido benzoico Acido cindmico
(0] (0) N
OH OH
Acidos fenolicos (A)

Acido cafeico

OH

X OH
OH

B)

Os substratos fendlicos presentes em alimentos, como frutas e
vegetais, desempenham importantes funcBes bioldgicas em relagdo a
salde humana, pois atuam como agentes de protecdo contra doencgas
cronico-degenerativas, que estdo associadas ao estresse oxidativo das
células, como, por exemplo, doencas cardiovasculares, cancerigenas e
neuroldgicas (BRAVO, 1998; RAMOS, 2008). Este efeito benéfico se
deve principalmente a atividade antioxidante desses compostos naturais
gue atuam no combate aos radicais livres (ABE, et al., 2007; HAN et al.,
2007).

A estrutura fendlica destes compostos permite a doacdo de um
préton ao radical livre presente na célula, estabilizando o radical e
interrompendo 0 mecanismo de oxidacdo catalitico, evitando a
propagacao desses radicais livres que podem acarretar no envelhecimento
celular e no desenvolvimento de doencgas relacionadas ao estresse
oxidativo. Assim, os derivados fenolicos atuam como “moléculas de
sacrificio” pois ao doarem o proton, transformam-se em radicais menos
reativos, os quais podem se estabilizar, devido a ressonancia do anel
aromatico, sem promover reacGes de oxidacdo em cadeia (RAMALHO e
JORGE, 2006).
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Devido as suas inimeras funcGes e propriedades farmacoldgicas e
nutricionais é de grande interesse a identificacdo, separacdo e
quantificacio dessas substancias. As metodologias mais empregadas na
analise de antioxidantes fendlicos atualmente sdo a espectrofotometria e
a cromatografia. No entanto, as técnicas espectrofotométricas sdo pouco
seletivas e as cromatograficas apresentam elevados custos e requerem
longos tempos de anélises. Além disso, essas técnicas exigem, na maioria
dos casos, tratamento prévio das amostras que estdo relacionadas a etapas
de pré-concentragdo, separacdo e extracdo dos compostos de interesse,
por exemplo. Neste contexto, as técnicas eletroquimicas aliadas ao
desenvolvimento de sensores e biossensores vém ganhando destaque
devido a sua simplicidade, sensibilidade e baixo custo instrumental e de
reagentes (ROSATTO et al., 2001; SOUZA et al., 2004; FERNANDES
etal., 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

O controle de qualidade é um dos setores mais importantes das
industrias alimenticias e farmacéuticas. Neste cenario, o desenvolvimento
de novas técnicas capazes de realizar analises reprodutiveis com alta
sensibilidade e seletividade em curto periodo de tempo e com baixos
custos de implementagdo e manutencdo, vém ganhando cada vez mais
espaco.

Neste sentido, o desenvolvimento de sensores eletroquimicos
modificados, empregando novos materiais como, por exemplo, a
molécula anfifilica que possui propriedades liquido-cristalinas utilizada
no sensor proposto neste trabalho mostram-se promissores quando se
busca facilidade na construgdo do dispositivo e maior sensibilidade na
deteccdo da espécie de interesse, neste caso 0s compostos fenélicos.

A detecgdo e quantificacdo de compostos fendlicos € de suma
importancia para as inddstrias de alimentos e farmacos, pois mesmo em
pequenas concentracdes, essas substancias podem afetar a qualidade dos
produtos. Estes compostos podem interferir no sabor, aroma e
principalmente na estabilidade oxidativa de alimentos e bebidas, assim
como, podem interferir no desempenho de farmacos, pois em baixas
dosagens podem ser ineficazes no tratamento ou em altas dosagens podem
ser toxicos.

Desta forma, a procura por novos materiais e metodologias que
possam oferecer vantagens a construcdo de dispositivos eletroquimicos
voltados a deteccdo de compostos fenolicos € de grande interesse no meio
cientifico e tecnoldgico. Especialmente, em razdo da facil construcéo e
portabilidade destes sensores, que permitem analise em tempo real com
excelente desempenho, o que justifica a pesquisa proposta.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Desenvolver um novo sensor eletroquimico, através da
modificacéo da superficie de um eletrodo de carbono vitreo (GCE) com
um filme de molécula organica anfifilica (10Pyl), para aplicar na
determinacdo de compostos fendlicos totais em extratos de erva-mate
obtidos a partir de amostras comerciais, utilizando voltametria de onda
quadrada (SWV).

3.2.  Objetivo especifico

e Construir um sensor eletroquimico a partir de um GCE modificado
com um filme de molécula anfifilica, que possui propriedades liquido-
cristalinas (10Pyl);

o Investigar a contribui¢do do material modificador sobre o desempenho
analitico do sensor;

e Otimizar as quantidades do modificador (10Pyl) utilizado na
construgdo do sensor proposto;

e Caracterizar a morfologia da superficie do sensor proposto através de
microscépica eletrénica de varredura (SEM);

e Otimizar os parametros experimentais (pH e natureza do eletrolito
suporte) e os parametros da técnica de voltametria de onda quadrada
(frequéncia, amplitude e incremento);

e Avaliar a repetibilidade e a reprodutibilidade das medidas
eletroquimicas obtidas com o sensor desenvolvido;

e Auvaliar a seletividade do método proposto através do estudo de
interferentes;

e Aplicar o sensor desenvolvido na determinacdo do teor de polifendis
totais (TPT) em diferentes extratos de erva-mate, obtidos a partir de
amostras comerciais, bem como realizar estudos de recuperacéo,
utilizando SWV;

e Comparar os resultados obtidos utilizando o sensor proposto, com 0s
obtidos pelo método espectrofotométrico de referéncia (Folin-
Ciocalteu).
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4, PARTE EXPERIMENTAL
4.1. Reagentes e solucBes

Todos os reagentes utilizados nos procedimentos experimentais
foram de grau analitico e adquiridos a partir de fontes comerciais (Sigma-
Aldrich, Vetec e Merck). As solucbes foram preparadas com agua
deionizada e sem tratamento adicional de purificacdo dos reagentes.

Acido cafeico, rutina, quercetina, &cido ferGlico, glicose, &cido
ascorbico, acido citrico, cafeina e o reagente de Folin-Ciocalteu foram
obtidos da Sigma-Aldrich. Uma solucéo estoque de acido cafeico (1,0 x
10 mol L™) foi preparada diariamente em uma mistura etanol:agua
(20:80%, v/v) e solugdes de menor concentracdo foram preparadas por
diluicdo apropriada, quando necessério. A solucao da molécula 10Pyl (1,0
x 10*mol L) foi preparada em diclorometano (Merck).

Solugdes tampao fosfato (pH 1,0 - 5,0), tampdo acetato (pH 5,0),
acido cloridrico, nitrato de potassio e hidréxido de sodio foram
preparadas nas concentragdes de 0,1 mol L utilizando reagentes obtidos
da Vetec.

Para construgdo do sensor foi empregado um GCE obtido da
Metrohn, com didmetro de 2,0 mm. A molécula orgéanica anfifilica,
aplicada no desenvolvimento do sensor proposto, foi sintetizada e
caracterizada pelo Laboratério de Sintese de Cristais Liquidos e Materiais
Moleculares da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
coordenado pelo Prof. Dr. Hugo Gallardo e cedido para o
desenvolvimento deste trabalho.

4.2. Instrumentagdo

Um banho de ultrassom Unique 1400A foi utilizado para auxiliar
no preparo das solucdes e limpeza dos GCE. As medidas de pH foram
realizadas empregando um pHmetro da Micronal modelo B-475 com um
eletrodo de vidro combinado. As analises espectrofotométricas foram
realizadas em um espectrofotdmetro Agilent G6860A Cary 60 UV-Vis
com uma cubeta de quartzo (caminho 6ptico de 1,0 cm).

A caracterizacdo morfoldgica da superficie do sensor foi feita por
SEM-FEG (JEOL JSM-6701F, Japdo) operando com uma tensdo de
aceleracdo de 5,0 kV, pelo Laboratério Central de Microscopia Eletronica
da Universidade Federal de Santa Catarina (LCME/UFSC).
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As medidas eletroquimicas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT12 (Eco Chemie, Holanda)
conectado ao software NOVA 1.6.013 para o processamento de dados. As
andlises voltamétricas foram realizadas em um sistema contendo trés
eletrodos, acoplado a uma célula de vidro com capacidade para 15,0 mL.
Como eletrodo de trabalho foi utilizado o sensor proposto, como contra-
eletrodo uma placa de platina (0,5 cm?) e como referéncia um eletrodo de
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol LY. Todas as medidas foram realizadas a
temperatura ambiente (25 °C).

4.3. Metodologia
4.3.1. Construcdo do sensor

Antes da preparagdo do sensor, 0 GCE foi polido mecanicamente
em uma suspensdo aquosa de alumina (granulometria de 0,05 um) sobre
feltro, fazendo movimentos na forma oito (8), durante 2 minutos. Para
remover 0s residuos de alumina, o eletrodo foi mergulhado em uma
mistura de 1:1 etanol e agua, e colocado em um banho de ultrassom por 5
minutos. Em seguida, o eletrodo foi lavado com agua deionizada, seco a
temperatura ambiente (25 °C) e utilizado na construcdo do sensor
proposto.

A modificacdo do eletrodo foi feita pelo método “drop coating”
através do gotejamento de uma aliquota de 2,0 pL da solucdo da molécula
10Pyl (1,0 x 10 mol L), com o auxilio de uma micropipeta, sobre a
superficie do GCE limpo. A superficie do sensor foi seca em dessecador
sob vacuo, durante 15 minutos, e utilizado como eletrodo de trabalho.

4.3.2. Medidas eletroquimicas

As experiéncias de voltametria foram realizadas a temperatura
ambiente (25 °C) em uma célula eletroquimica contendo 10,0 mL do
eletrolito de suporte (tamp&o fosfato 0,1 mol L pH 2,0) e o volume
requerido da substancia analisada (solucdo padrdo ou extrato de erva-
mate). Os voltamogramas foram registrados ap6s agitacdo magnética
durante 60 segundos, tempo necessario para a homogeneizacdo da
solucdo na célula. Todas as medidas de potencial foram obtidas vs.
Ag/AgCI (3,0 mol L de KCI).

As experiéncias de SWV foram realizadas em intervalo de
potencial de 0,0 a +1,0 V, com frequéncia de 10 - 100 Hz, amplitude de
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pulso de 10 - 100 mV e incremento de varredura de 1 - 10 mV, ap6s
sucessivas adigdes de analito com auxilio de uma micropipeta. Os
voltamogramas ciclicos foram obtidos em intervalo de potencial de -0,2
a+1,0 V, com velocidade de varredura de 20 - 200 mV s™.

4.3.3. Preparacdo dos extratos de erva-mate e determinacéo de TPT

Trés tipos de amostras comerciais de erva-mate (A, B e C), obtidas
de diferentes regides de Santa Catarina, Brasil, foram empregados na
investigacdo do TPT. Os extratos de erva-mate foram preparados por
infusdo utilizando 2,00 g de erva em 30,0 mL de &4gua deionizada a 90 °C,
durante 30 minutos e diluidas por um fator de 100X, com agua deionizada,
antes de serem transferidas para a célula eletroquimica.

O método de adigdo de padréo foi utilizado para a determinacao de
TPT nos extratos de erva-mate, através de SWV utilizando o sensor
proposto GCE/10Pyl. Uma aliquota de 100 uL de cada extrato foi
transferida para a célula eletroquimica contendo eletrlito suporte
(tampéo fosfato 0,1 mol L; pH 2,0), sendo realizada a medida de SWV.
Na sequéncia, aliquotas de solugdo padrdo de acido cafeico foram
adicionadas, sendo realizadas as medidas voltamétricas apés cada adigdo
e homogeneizacdo da solugdo. Todas as medidas foram realizadas em
triplicatas e os resultados obtidos foram expressos em miligramas de
acido cafeico por mililitro do extrato de erva-mate.

Para verificar a exatiddo da metodologia proposta, 200 puL dos
extratos de erva-mate também foram analisados por espectrofotometria
através do método de Folin-Ciocalteu (seguindo o protocolo de
microescala descrito por WATERHOUSE, 2002), utilizando o acido
cafeico como composto fendlico padrdo. Todas as medidas foram
efetuadas em triplicatas e os resultados para o TPT foram expressos em
miligramas de acido cafeico por mililitro do extrato de erva-mate.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Cristal liquido avaliado como modificador

A molécula organica idnica anfifilica iodeto de 1-metil-4-(4-
decicloxifeniletinil)piridinio, 10Pyl, (Figura 6), que exibe propriedades
liquido-cristalinas, foi avaliada como modificador para o
desenvolvimento de um novo sensor eletroquimico. A molécula 10Pyl é
um CL da classe dos termotropicos ao qual a mesofase, estado onde ha
combinacdo entre a fase sdlida cristalina e o liquido isotrépico, tem inicio
apenas em 154 °C. Isto indica que as propriedades liquido-cristalinas
dessa molécula ndo foram exploradas neste trabalho, uma vez que, todas
as medidas eletroquimicas foram realizadas & temperatura ambiente (25
°C). Porém, apesar de ndo ter sido trabalhado em condi¢cBes em que a
mesofase da molécula é favorecida, a sua aplicagdo na construcao do
sensor eletroquimico proposto pode ser justificada devido a sua elevada
condutividade e estrutura quimica que facilitam a transferéncia de
elétrons sobre a superficie do sensor.

Figura 6. Estrutura quimica da molécula iodeto de 1-metil-4-(4-
decicloxifeniletinil)piridinio (10Pyl).
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5.2. Principio de funcionamento do sensor proposto

A Figura 7 ilustra um esquema representativo do funcionamento
do sensor GCE/10Pyl, com destaque para a forma de organizacdo da
molécula anfifilica 10Pyl na superficie de carbono vitreo.

Como pode ser observado na representacao esquematica (Figura 7-
A), 0 processo tem inicio por interacGes de hidrogénio entre as moléculas
de 4cido cafeico e 10Pyl, onde ocorre a transferéncia de elétrons do acido
cafeico para o filme. Esta transferéncia de carga é favorecida pelas regides
de ligacdo conjugada da molécula 10Pyl, por efeitos mesoméricos,
facilitando a reacdo de oxirreducdo do acido cafeico a sua respectiva
quinona que ocorre em um potencial de + 0,510 V vs. Ag/AgCl, nesta
superficie. Desta forma, prop6em-se que a molécula 10Pyl se organize de
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maneira que 0s Seus anéis aromaticos encontram-se planos a superficie de
carbono vitreo, conforme indica a Figura 7-B. Admite-se que esta
orientacdo favorece a formacdo do filme, uma vez que, a longa cadeia
hidrocarbonica alifatica presente na estrutura dessa molécula interage,
preferencialmente, com a superficie de carbono vitreo através de
interacdes de van der Waals que facilitam a adsor¢do da molécula 10Pyl,
nesta superficie. Este comportamento pode ser comparado ao de filmes
de surfactantes (em sistemas de micelas reversas) sobre eletrodos de
carbono (GILMARTIN e HART, 1995; LI et al., 2008; ZAPP et al.,
2013). A presenca da cadeia hidrofobica é importante, pois na auséncia
desta, provavelmente a molécula iria se comportar como um sélido
altamente cristalino e, consequentemente, inadequado para a formacao de
filmes. Portanto, conclui-se que a orientacdo proposta para a molécula
10Pyl favorece tanto a transferéncia de cargas, como a formagéo do filme
na superficie do GCE.

Figura 7. (A) Representacdo esquematica da reacdo de oxirreducdo do acido
cafeico a sua respectiva quinona, na superficie do sensor GCE/10Pyl. (B)
Esquema ilustrativo da organizacéo das moléculas 10Pyl na superficie do sensor.
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A corrente resultante do processo redox na superficie do sensor
GCE/10Pyl é proporcional a concentracdo de acido cafeico, sendo usada
para a quantificagdo do analito. O mesmo processo pode ser estendido
para outros compostos fendlicos estudados (acido ferdlico, rutina e
quercetina), mudando apenas o potencial de pico.
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5.3. Caracterizacdo morfoldgica da superficie do sensor

A morfologia da superficie do sensor GCE/10Pyl foi investigada
por SEM. Ao comparar as imagens apresentadas na Figura 8 é possivel
perceber uma superficie caracterizada por certa textura e organizagdo
(Figura 8-B) que ¢ atribuida a adsor¢do das moléculas 10Pyl. Também ¢
observado nesta imagem um aumento da &rea superficial ativa, se
comparada ao eletrodo sem modificacdo (Figura 8-A) ao qual uma
superficie uniforme é observada. Este aumento da &rea contribui para o
aumento da sensibilidade analitica do sensor proposto.

Figura 8. Imagens morfoldgicas das superficies de: (A) GCE. (B) Sensor
GCE/10Pyl. Imagens de SEM-FEG obtidas utilizando uma tens&o de aceleracéo
de 5,0 kV e ampliag&o de 10.000x.

5.4. Contribui¢do do modificador na resposta analitica do sensor

Para estudar a contribui¢do do filme de 10Pyl, o sensor GCE/10PylI
foi preparado pelo método “drop coating” (descrito no item 4.3.1.) e o
seu desempenho analitico foi comparado ao GCE sem modificagdo. As
medidas eletroquimicas foram realizadas em triplicatas por SWV na faixa
de potencial de 0,0 a +1,0 V vs. Ag/AgCl, utilizando acido cafeico 5,6 x
10° mol L™ (padréo analitico) em tampéo fosfato (0,1 mol L%; pH 2,0).

A Figura 9-A mostra os voltamogramas de onda quadrada obtidos
utilizando (a) GCE sem modificacéo e (b) sensor GCE/10Pyl. Como pode
ser observado, um aumento significativo da corrente de pico resultante
para o acido cafeico é obtido utilizando o sensor proposto. A resposta
relativa (Figura 9-B) do sensor que contém a molécula 10Pyl em relacdo
ao eletrodo sem modificacdo é de aproximadamente 65%, este aumento
consideravel na resposta analitica demonstra o potencial deste novo
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sensor (GCE/10Pyl), que pode ser aplicado na determinacdo de
compostos fenolicos em diferentes amostras.

Figura 9. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos empregando &cido
cafeico 5,6 x 10°°mol Lt em tampéo fosfato (0,1 mol L*; pH 2,0) utilizando como
eletrodo de trabalho: (a) GCE; (b) GCE/10Pyl. (B) Resposta relativa (%).
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A presenca da molécula 10Pyl contribui para o aumento da
sensibilidade analitica do sensor proposto através de uma combinacéo de
fatores, dos quais se destacam:

e Aumento da area ativa do sensor proposto, 0 que faz com que a
sensibilidade do sensor aumente, uma vez que, um maior nimero de
moléculas interagem nessa superficie, resultando em um aumento da
resposta analitica;

e Presenca de uma superficie condutora (o filme 10Pyl é carregado), o
que favorece a cinética redox do acido cafeico nesta superficie;

e A molécula 10Pyl atua como um mediador direto, pois favorece a
transferéncia de cargas, aumentando a sensibilidade do sensor
proposto, conforme descrito no item 5.2.

5.5. Resposta do sensor para alguns compostos fendlicos

A fim de avaliar a resposta do sensor frente a alguns compostos
fendlicos, um estudo comparativo foi realizado utilizando &cido cafeico,
acido ferulico, rutina e quercetina. As medidas de SWYV foram obtidas em
triplicata, com solug@es contendo 5,6 x 10° mol L de cada composto
fenolico (individualmente) em tampéo de fosfato (0,1 mol L%; pH 2,0). A
Tabela 1 mostra a estrutura, o potencial de pico e a resposta relativa (RR,
%) de cada um dos compostos avaliados. Como pode ser observado, o
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sensor proposto mostrou sensibilidade decrescente na ordem: &cido
cafeico (100 %), acido ferulico (24,3 %), rutina (16,6 %) e quercetina (6,9
%), respectivamente.

Tabela 1. Resposta relativa do sensor para diferentes compostos fenélicos.

Compostos fendlicos Estrutura Ep (V) RR (%)
Acido cafeico OH +0,510 100,0
O OH
OH
Acido fertlico Q + 0,485 24,3
H3CO. n
OH
HO

Rutina + 0,550 16,6

Quercetina + 0,495 6,9

Através da Tabela 1 é possivel perceber que 0s compostos
fendlicos estudados apresentam valores muito semelhantes para o
potencial de pico (Ep), 0 que sugere que o sensor é capaz de detectar os
compostos fendlicos presentes na amostra, tal como uma mistura e, desta
forma, o sensor GCE/10Pyl ndo é especifico para um Unico composto,
mas sim seletivo para este grupo de compostos fenolicos. Por apresentar
maior sensibilidade para o acido cafeico, este composto foi selecionado
para os estudos subsequentes ao qual incluem a otimizacdo do método
proposto e a determinacdo de compostos fendlicos totais em extratos de
erva-mate, obtidos a partir de amostras comerciais.
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5.6. Otimizagdo da construcdo do sensor e das condicdes
experimentais

A fim de otimizar a constru¢cdo do sensor e as condi¢des
experimentais do método proposto, alguns pardmetros foram investigados
utilizando SWV, em triplicata, com o intuito de obter o melhor
desempenho analitico do sensor GCE/10Pyl.

5.6.1. Efeito da concentragdo do filme de 10PylI

O efeito da quantidade de 10Pyl sobre a superficie do GCE, foi
avaliado em uma faixa de concentragio de 0,5 x 10#a 2,0 x 10*mol L.
Como pode ser observado na Figura 10, as respostas analiticas do sensor,
em tampao de fosfato (0,1 mol LY; pH 2,0) contendo &cido cafeico 5,6 x
10°mol L?, aumentaram até a concentragio de 10Pyl 1,0 x 10 mol L°
! sendo esta concentragdo selecionada para a construgdo do filme.

Figura 10. Influéncia da concentracdo de 10Pyl na resposta analitica do sensor
proposto em tampéo fosfato (0,1 mol L; pH 2,0) utilizando 4cido cafeico 5,6 x
10°mol L%,
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5.6.2. Estudo da natureza do eletrélito de suporte e pH

O eletrdlito de suporte é de importancia fundamental em sistemas
eletroquimicos, pois, quando adicionado em concentragcdes elevadas
(cerca de 100x maior que a concentracdo do analito), modifica as
propriedades da interface eletrodo-solu¢do, como, por exemplo,
controlando a forca ibnica, evitando a migracdo da espécie eletroativa e
aumentando a condutividade do meio (AGOSTINHO et al., 2004). Desta
forma, estudos relacionados a natureza do eletrdlito de suporte e pH foram
investigados a fim de melhorar o desempenho analitico do método
proposto.

Em um primeiro momento, para investigar a influéncia de meios
acidos, basicos e neutros foram avaliadas solu¢des 0,1 mol L de HCI,
NaOH e KNOs. No entanto, apenas o eletrélito de HCI se mostrou
promissor. Desta forma, outros eletrdlitos de suporte 4cidos como tampao
fosfato (0,1 mol L% pH 2,0) e tampdo acetato (0,1 mol L?; pH 5,0)
também foram investigados, por SWV, em triplicata, utilizando &cido
cafeico 7,4 x10° mol L. De acordo com os resultados mostrados na
Figura 11, a intensidade da corrente resultante para o acido cafeico foi
maior em tamp&o fosfato (0,1 mol L; pH 2,0). Desta forma, a solugio
tampdo fosfato foi selecionada como eletrélito de suporte para este
trabalho.

Figura 11. (A) Voltamogramas de onda quadrada (frequéncia 100 Hz, amplitude
de pulso 60 mV e incremento de potenciais de 5 mV) empregando acido cafeico
7,4 x 105 mol L' em (a) tampéo acetato (0,1 mol L'%; pH 5,0); (b) tamp#o fosfato
(0,1 mol Lt; pH 2,0) e (c) HCI 0,1 mol L. (B) Resposta relativa (%).
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Além da natureza do eletrdlito de suporte, o pH da solugdo também
desempenha influéncia significativa sobre o comportamento
eletroquimico do acido cafeico, podendo levar a variages de corrente de
pico e de potencial de pico. Desta forma, uma investigacdo relacionada
ao efeito do pH do eletrdlito de suporte selecionado (tampédo fosfato) foi
avaliada, em triplicadas, por SWV empregando o sensor proposto em uma
faixa acida de pH (1,0 a 5,0), utilizando &cido cafeico 5,6 x 10° mol L.

Através da Figura 12-A é possivel perceber um deslocamento do
potencial de pico do &cido cafeico em direcdo a potenciais mais positivos
a medida que o pH diminui. Este deslocamento representa uma relagéo
linear entre o potencial de pico e o pH do eletrdlito de suporte que pode
ser observado na Figura 12-B-Il, com inclinagdo de —59,0 mV/pH (r? =
0,999). Isto indica que 0 mecanismo de oxirreducédo atribuido ao acido
cafeico é um processo dependente do pH e que envolve igual nimero de
elétrons e prétons (Figura 13). Esta relagdo é consistente com a esperada
pela equacdo de Nernst (59,2 mV/pH) para sistemas que envolvem dois
prétons e dois elétrons, tal como descrito na literatura (MANJUNATHA
et al., 2010; HOSSEINI et al., 2010; BRONDANI et al., 2012).

Estudos relacionados a cinética redox do acido cafeico, relatados
na literatura, apontam pH &cido como ideal para esta espécie, pois em
condigdes acidas (inferiores a pH 5,5) 0 &cido cafeico est& na sua forma
protonada (pKa = 4,41) e a reacdo de transferéncia de dois protons e dois
elétrons é reversivel, assim como a difusdo da espécie eletroativa é
favorecida (GIACOMELLI et al., 2002).

A corrente de pico obtida para diferentes valores de pH é mostrada
na Figura 12-B-I. A intensidade da corrente de pico resultante para o
acido cafeico foi maior em pH 2,0, diminuindo gradualmente com o
aumento do pH. Neste pH também foi observado um melhor perfil
voltamétrico. Portanto, a solugéo tampdo fosfato (0,1 mol L; pH 2,0) foi
selecionada como melhor eletrdlito de suporte para 0 método proposto.
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Figura 12. (A): Voltamogramas de onda quadrada (frequéncia 100 Hz, amplitude
de pulso 60 mV e incremento de potenciais de 5 mV) empregando acido cafeico
5,6 x 10°mol L em tampé&o fosfato em: (a) pH 5,0; (b) pH 4,0; (c) pH 3,0; (d)
pH 2,0; () pH 1,0. (B): (I) Resposta relativa (%) para o &cido cafeico em
diferentes pH; (I1) Deslocamento linear do potencial de pico com a variagéo do
pH.
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Figura 13. Representacdo esquematica da reacdo de oxirreducdo da molécula de
acido cafeico.
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5.6.3. Estudo dos parametros da SWV

Na SWV ¢é possivel variar parametros como a frequéncia (f), a
amplitude de pulso (a) o incremento de potencial (AEs), a fim de obter
melhor definicdo de pico e sensibilidade na determinacdo de &cido
cafeico. Nesta técnica, a amplitude de pulso esta diretamente relacionada
a resolucao do pico, o incremento relacionado ao espago entre 0s pontos
de potenciais, que também contribuem para a resolugdo, e a frequéncia
associada & velocidade de varredura, assim como o incremento de
potencial (v = f x AEs). Desta forma, uma otimizagdo desses parametros
contribui para melhorar a metodologia de analise proposta.

Os efeitos de frequéncia (10 - 100 Hz), amplitude de pulso (10 -
100 mV) e incremento de varredura (1 - 10 mV) foram investigados, em
triplicata, empregando o sensor proposto e utilizando &cido cafeico 5,6 x
10° mol L em tamp&o fosfato (0,1 mol L*; pH 2,0). Na Figura 14-A é
possivel observar um aumento linear na corrente de pico resultante até o
valor mais elevado de frequéncia (100 Hz). Na Figura 14-B observa-se
que a intensidade da corrente aumentou linearmente até uma amplitude
de 60 mV, mudando a inclinagdo da reta apds este ponto. Na Figura 14-C
observa-se uma faixa linear até o ponto onde o incremento correspondente
é de 5 mV. Sendo assim, uma melhor resposta analitica foi obtida com
frequéncia de 100 Hz, amplitude de pulso de 60 mV e incremento de
varredura de 5 mV, valores aos quais ainda é possivel observar uma
dependéncia linear entre a corrente de pico resultante e os parametros da
técnica.
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Figura 14. Investigacdo dos pardmetros de SWV (n = 3) sobre a resposta analitica
do sensor proposto empregando acido cafeico 5,6 x 10° mol L em tampéo
fosfato (0,1 mol L; pH 2,0). (A) Estudo da frequéncia (10 - 100 Hz); (B) Estudo
da amplitude de pulso (10 - 100 mV); (C) Estudo do incremento de potencial (1
-10 mV).
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5.7. Desempenho analitico do sensor GCE/10Pyl
5.7.1. Curva de calibragdo

A Figura 15 apresenta os voltamogramas de onda quadrada e a
curva de calibracéo para o acido cafeico aplicando o sensor proposto nas
melhores condi¢des experimentais (estabelecidas anteriormente) em uma
faixa de potencial de 0,0 a + 1,0 V vs. Ag/AgCI.
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Figura 15. (A) Voltamogramas de SWV (frequéncia de 100 Hz, amplitude de
pulso de 60 mV e incremento de varredura de 5,0 mV) obtidos utilizando o sensor
proposto em (a) solugdo tampéo fosfato (0,1 mol L; pH 2,0) e solugdes de acido
cafeico, nas seguintes concentrag@es: (b) 9,9 x 107; (c) 2,9 x 10%; (d) 5,9 x 10,
(e) 9,9 x 10°%; (f) 1,9 x 10°%; (g) 2,9 x 10%; (h) 3,8 x 10%5; (i) 4,7 x 1075; (j) 5,6 x
10%; (k) 6,5 x 1075; (1) 7,4 x 10'5; (m) 8,2 x 105; (n) 9,1 x 10 e (0) 9,9 x 10°mol
L%, (B) Curva de calibrago.
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Os parametros da curva de calibragdo e o limite de deteccdo para

os dois intervalos lineares da curva estdo dispostos na Tabela 2.

“0019JED OpIoE = DV

0T X6°8 96670 LOTX 8L EF,0T X059+ [DV]LZT0O=TV OTX6680TXLY (I
LO0TX06  L660 +0T X078 F,.-01 X+0°S + [OV]cLz0=1v OIXSE®,01X66 D
(-T10MM) O o oedenby (1-"1 Town) aeoul] BXTR exieq

"0B509)ap Ip SOJIWI[ © 0BIBIQI[ED Op BAIND BP SONQWEIR] ‘7 C[oqe],

43



Os parametros de linearidade estabelecidos na Tabela 2 sdo
considerados aceitaveis pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria
(ANVISA) e pelo Instituto Nacional de Metrologia Normalizacdo e
Qualidade Instrumental (INMETRO), pois a correla¢do entre 0s pontos
(r?) satisfaz os valores impostos por esses 6rgaos (r2> 0,90 - INMETRO;
r’> 0,99 - ANVISA). O limite de deteccdo (LOD), menor concentracio
do analito que pode ser detectada com razoavel certeza para uma dada
metodologia analitica (RIBANI et al.,2004; RIBEIRO et al.,2008), foi
calculado através dos parametros da curva de calibracdo (Equagéo (1)).

LOD =3 g (1)

Onde “3” representa o fator numérico escolhido de acordo com o
nivel de confianca exigido (neste caso 95 %), “c” representa o desvio do
intercepto ¢ “s” 0 valor da inclinagdo da curva de calibracdo (RIBEIRO
et al., 2008).

A curva de calibragdo, Figura 15-B, apresentou duas faixas
lineares distintas. O fato do sensor demostrar este comportamento pode
estar relacionado com a saturagdo do filme 10Pyl. Com o aumento na
concentragdo de &cido cafeico, as moléculas comegcam a se acumular
sobre a superficie do sensor e, consequentemente, ocorre um
impedimento maior para o acesso de outras moléculas de acido cafeico ao
filme, diminuindo a interagdo da espécie eletroativa com a superficie
modificada, o que explica a queda na sensibilidade.

Este acumulo de moléculas esta relacionado a adsorgéo do produto
da reacdo redox sobre o filme. Isto pode ser observado em estudos
relacionados ao controle difusdo vs. adsorgdo, que foram realizados por
voltametria ciclica, variando a velocidade de varredura em uma faixa de
20 — 200 mV s (Figura 16). Através da Figura 16-B ¢ possivel perceber
uma relacdo linear entre as correntes anddica e catédica com a raiz
quadrada da velocidade de varredura (linearizacdo da equacdo de
Randles-Sevcik) o que sugere um processo onde a difusdo é o mecanismo
dominante. Por outro lado, no plot log ip vs. log v (Figura 16-C), é
possivel observar uma inclinacdo de 0,6 para o 4cido cafeico (valor mais
préximo ao esperado para sistemas controlados por difusdo (0,5)) e de 0,8
para o produto redox (valor mais préximo ao esperado para sistemas
controlados por adsorcdo (1,0)), indicando uma contribuicdo por
mecanismos de adsorc¢éo do produto redox na superficie do sensor, o que
explica a mudanca na inclinagdo da curva de calibracdo para
concentragBes maiores de acido cafeico. Por outro lado, uma maior
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acessibilidade da espécie eletroativa ocorre em baixas concentragdes do
analito, o que demonstra uma inclinacdo com maior sensibilidade nesta
regido (faixa (I) da curva de calibragdo).

Figura 16. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos com o sensor proposto
(GCE/10PyI) utilizando acido cafeico 1,0 x 10°mol L'* em tampdo fosfato (0,1
mol L%, pH 2,0) em diferentes velocidades de varredura (20 - 200 mV s). (B) ipa
€ ipc VS. VY2, (C) 10 ipa € ipc VS. LOg V.
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5.7.2. Estudos de repetibilidade e reprodutibilidade

Os ensaios para avaliar a repetibilidade do sensor proposto foram
realizados por SWV (frequéncia 100 Hz, amplitude de pulso 60 mV,
incremento de potenciais 5 mV), em triplicatas, utilizando acido cafeico
56 x 10° mol L?! em tampdo fosfato (0,1 mol L?; pH 2,0). A
repetibilidade foi investigada através de cinco medidas sucessivas (n = 5),
usando o mesmo sensor. O desvio padrdo relativo (RSD) entre as
correntes de pico resultantes nessas medidas foi menor que 4,8%,
indicando que o sensor proposto tem repetibilidade aceitavel.

Outro parametro importante que deve ser avaliado é a
reprodutibilidade do sensor, que foi investigada através da deteccéo de
acido cafeico 4,7 x 10° mol L™, sob as mesmas condices descritas para
os estudos de repetibilidade. Trés sensores (n = 3) foram preparados da
mesma forma para avaliar a reprodutibilidade. Para este estudo o RSD das
correntes de pico resultantes foi inferior a 2,8%, indicando que o método
possui uma excelente reprodutibilidade.

5.7.3. Estudo de interferentes

Alguns dos compostos presentes nos extratos de erva-mate podem
atuar como interferentes na determinacéo de compostos fendlicos. Assim,
a resposta analitica do sensor foi investigada na presenca de diferentes
compostos potencialmente interferentes (cafeina, acido ascérbico, acido
citrico e glicose), através da comparacdo da resposta de uma solucao
padrdo de acido cafeico 2,5 x 10° mol L, com aquelas obtidas
adicionando varias concentracdes do interferente, com propor¢des de
concentracao fixadas 1:1, 1:2 e 1.5 4cido cafeico/ interferente (Tabela 3).
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Tabela 3. Avaliagdo de interferentes.

Alteracéo no sinal analitico (%)
Acido Acido
citrico? ascorhico?

Proporcéo

(AClinterferente) Cafeina® Glicose?

11 091+0,2 162+0,3 090+01 494+05

1:5 2,86+0,3 2,35+04 526+04 6,02+06

1:10 390+02 603+05 870+05 8,03+0,6
aMédia + desvio padrdo; n = 3; AC = 4cido cafeico.

Como pode ser observado na Tabela 3, ndo foi avaliado efeito
significativo de interferéncia na determinag&o de acido cafeico utilizando
0 sensor proposto. Nenhuma das substéncias interferiu diretamente no
desempenho do sensor (mudanca do sinal < 10% para todas as
concentracBes). Sendo assim, o sensor GCE/10PyI pode ser utilizado para
a determinacdo de compostos fendlicos em extratos de erva-mate, na
presenca destes compostos potencialmente interferentes, sem
interferéncia significativa na resposta analitica.

5.7.4. Estudos de recuperacéo e aplicacdo analitica

O sensor proposto foi aplicado na determinagcdo do TPT em
extratos de erva-mate obtidos a partir de amostras comerciais. O estudo
de recuperacéo e a determinacdo foram realizados por SWV empregando
0 método de adicdo de padrdo, em triplicata, usando &cido cafeico como
composto fendlico padrao.

Os ensaios de recuperacdo avaliam a exatiddo de um dado método
analitico e consistem na adicdo de diferentes concentracdes conhecidas
do analito sobre uma amostra, seguida pela determinacdo dessa
concentracdo adicionada (BRITO et al., 2003). Trés diferentes
concentracdes de acido cafeico (2,5 x 10°; 7,4 x 106 e 12,3 x 105 mol L
1y foram utilizadas para cada uma das amostras nos estudos de
recuperacdo. A percentagem de recuperagdo variou 96,7 a 108,0 %,
indicando a eliminacdo da interferéncia da matriz, empregando esta
metodologia (Tabela 4).
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Tabela 4. Estudos de recuperagéo para o &cido cafeico em extratos de erva-mate
utilizando o sensor GCE/10Pyl.

Acido cafeico (x 10mol L)

Amostra?
Adicionado Recuperado® Recuperacéo (%0)°
2,5 26+0,2 104,0
A 7.4 7,6+0,1 102,7
12,3 125+0,2 101,6
2,5 2601 104,0
B 7.4 7,7+0,2 104,1
12,3 122+0,3 99,2
2,5 2,7+0,2 108,0
C 7,4 7,7+03 104,1
12,3 11,9+0,2 96,7

A, B e C = extratos de erva-mate obtidos de amostras comerciais; ® Média +
desvio padrdo; n = 3; © Recuperacdo = (valor encontrado/valor adicionado) x
100%.

Para verificar a eficiéncia do sensor proposto, os extratos de erva-
mate foram usadas na determinacdo de TPT, aplicando o método
eletroanalitico desenvolvido. Além disso, para fins de comparacéo, as
amostras também foram analisadas pelo método espectrofotométrico
utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu (WATERHOUSE, 2002). Os
resultados obtidos para as diferentes amostras, aplicando os dois métodos,
foram expressos em miligrama de &cido cafeico por mL de extrato e estdo
resumidos na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados da estimativa do TPT em extratos de erva-mate utilizando
0 sensor proposto e 0 método espectrofotométrico de referéncia.

TPT (mg acido cafeico mL1)

Amostra?
Folin-Ciocalteu® Sensor® Erro relativo (%)°
A 4,72 £ 0,05 4,74 £ 0,02 0,42
B 5,24 + 0,06 5,30 £ 0,03 1,14
C 4,65 % 0,05 4,59 £ 0,03 -1,29

A, B e C = extratos de erva-mate obtidos de amostras comerciais; ® Média *
desvio padrédo; n = 3; °Erro relativo = (Sensor- Folin-Ciocalteu)/ FolinCiocalteu
x 100 %.

Os resultados demonstram que o método proposto apresenta
excelente correlagdo com o método oficial aplicado para determinacéao de
TPT em amostras de alimentos (Folin-Ciocalteu), com erro relativo entre
as técnicas inferior a 1,5 %, o0 que indica que o método desenvolvido é
adequado para a determinagao de compostos fendlicos totais em extratos
de erva-mate, podendo ser aplicado também para outras amostras.
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6. CONCLUSAO

Os resultados demonstram que a molécula anfifilica i6nica
(10Pyl), que exibe propriedade liquido-cristalinas, ¢ um excelente
mediador pois aumenta a sensibilidade analitica do sensor proposto. A
eficiéncia do sensor GCE/10Pyl se deve a uma combinacdo de fatores,
referentes & utilizacdo do filme de 10Pyl, tais como: o aumento da area
ativa do sensor, a presenca de cargas que contribui para uma superficie
mais condutora, o que facilita a cinética redox e a contribuicdo por
adsor¢do na superficie do eletrodo.

Quanto a otimizacdo e aplicacdo do eletrodo modificado, os
resultados demostraram caracteristicas analiticas favordveis como
excelente reprodutibilidade e repetibilidade, adequada seletividade e
exatiddo, assim como, ampla linearidade (com duas faixas distintas) e
baixos limites de detecgdo para as duas faixas lineares. A aplicagdo deste
sensor na quantificacdo de compostos fendlicos totais em extratos de
erva-mate apresentou excelente correlagdo com os resultados obtidos
utilizando o método espectrofotométrico de referéncia (Folin-Ciocalteu).
Portanto, conclui-se que 0 método proposto apresenta ser uma ferramenta
atil que oferece vantagens como a facilidade na construcéo, baixo custo e
rapido tempo de anélise, podendo ser aplicado na determinacdo de
compostos fendlicos em extratos de erva-mate, bem como pode ser
avaliado para aplica¢do em outras amostras.
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