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Resumo: Foi objetivo do trabalho o desenvolvimento e
validacdo de método para a determinacdo dos 4cidos
fendlicos: cafeico, clorogénico e galico, por voltametria de
pulso diferencial. Os resultados demonstraram alta
sensibilidade, precisdo e rapidez do método eletroquimico, e
uma excelente alternativa para a determinacdo destes
compostos em amostras de algodao.
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1. INTRODUCAO

Vérios estudos vém demonstrando que algumas
variedades de algoddo, que apresentam uma eficiente defesa
contra insetos herbivoros e outros patdgenos, possuem alto
teor de metabolitos secundarios, como o0s compostos
fendlicos [1]. Portanto, a identificacdo e quantificacdo de
possiveis metabdlitos secundarios que possam ser usados no
campo em armadilhas e no desenvolvimento de plantas
melhoradas geneticamente, apresentam grande interesse e
potencial para sua utilizagdo no manejo de pragas.

Atualmente, varios métodos analiticos como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e a
cromatografia gasosa (GC), combinadas ou ndo a
espectrometria de massas (MS), tém sido propostos para a
identificacdo e quantificacdo de metabdlitos secundérios em
diversas matrizes (frutas, verduras, produtos
industrializados).  Todas essas  técnicas  possuem
equipamentos de grande porte, que dificilmente poderdo ser
aplicados em campo, e exigem laboriosos processos de
preparacdo de amostra, grandes quantidades de reagentes e
técnicos altamente especializados.

Os métodos eletroquimicos sdo métodos ndo destrutivos,
de baixo custo e de alta sensibilidade; que permitem a
determinacdo direta, rapida, simultanea e precisa de diversos
analitos em uma Unica varredura, sem a necessidade de
etapa de pré-tratamento e que podem ser adaptados ao
campo. Devido a todas essas vantagens, 0s métodos
eletroquimicos (voltametria ciclica e eletrodos de carbono
vitreo e grafite) vém sendo utilizados para avaliar a
capacidade antioxidante de compostos fendlicos e
quantifica-los em alimentos, medicamentos e fluidos
biologicos. A possibilidade de uso desses métodos se deve a
eletroatividade desses compostos, ou seja, a facilidade com

que eles sofrem reacdes de oxidacdo ou reducdo em sensores
eletroquimicos inertes [2].

Desta forma, foi objetivo do trabalho o desenvolvimento
e validacdo de método eletroquimico para a determinagéo de
trés &cidos fendlicos (cafeico, clorogénico e galico)
utilizando eletrodo de carbono vitreo e voltametria de pulso
diferencial.

2. METODO

As medidas eletroquimicas foram realizadas em
triplicata utilizando um analisador voltamétrico Metrohm
797 VA acoplado a uma célula eletroquimica composta por
Eletrodo de Trabalho: carbono vitreo (® = 2,0 mm);
Eletrodo de Referéncia: Ag/AgCl (KCI 3 mol L™); Eletrodo
Auxiliar: Eletrodo de platina. Antes de iniciar as medidas
voltamétricas o eletrodo de carbono vitreo foi polido em
suspensdo aquosa de alumina 1,0 um e limpo com acetona
no ultra-som por 5 minutos. Entre cada medida voltamétrica
0 eletrodo foi limpo eletroquimicamente por cinco ciclos
entre 0 e 1,8 V. Os reagentes utilizados nos experimentos
foram de grau analitico (Sigma-Aldrich). As solucles
estoque dos acidos fendlicos (cafeico, clorogénico e galico)
de concentragdo 10 mol L™ foram preparadas em uma
mistura etanol-4gua 1:1 (v/v). As curvas analiticas foram
obtidas pelo método de adicdo padréo.

Foram realizados diversos ensaios para a determinagéo
das condigGes e dos parametros experimentais 6timos para a
detecgdo voltamétrica dos &cidos fendlicos. Os parametros
estudados foram: Eletrdlito suporte e pH utilizando tampéo
fosfato pH 3,0 - 7,0 e tampdo Britton-Robinson pH 5,0-9,0;
amplitude de pulso variando de 10 — 100 mV e velocidade
de varredura variando de 5 — 50 mVs™. Os parametros de
validacdo do método determinados foram: linearidade (r),
faixa linear, limite de deteccédo (LD), limite de quantificacdo
(LQ), repetitividade, precisdo intermediaria e seletividade.
Os parametros de validacdo foram calculados segundo o
documento orientativo da Divisdo de Acreditacdo de
Laboratorios (DICLA) da CGCRE/INMETRO (2010) {3].

3. RESULTADOS

3.1. Determinacdo dos parametros e condi¢des
experimentais para a detec¢do e quantificacdo de acidos



fenolicos por voltametria de pulso diferencial (Estudos
Qualitativos):

Os parametros e as condigdes experimentais Otimos
obtidos para a analise dos acidos fendlicos por voltametria
de pulso diferencial (DPV) estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros o6timos utilizados na analise de acidos
fendlicos por DPV.

Parametros Acido Acido Acido
eletroquimicos clorogénico  cafeico galico
Amplitude do pulso / mV 50 50 50
Velocidade de
Varredura/ mV s* 50 50 50
Potencial inicial / V 0 0 0
Potencial Final / V 0,8 0,8 0,8
Eletrolito *TF *TF *TF
suporte pH 3,0 pH 3,0 pH 3,0

*Tampéao fosfato

3.2. Obtencdo das figuras analiticas de mérito ou
parametros de validacdo (Estudos Quantitativos):

Voltamogramas (Fig. 1) de adigdes sucessivas de 1,0 pL
de acido cafeico; 5,0 puL de &cido clorogénico; e 10 uL de
4cido galico, na concentracdo de 1 x 10° mol L, em 10 mL
de tampdo fosfato pH 3,0 foram tracados nas melhores
condicBes de amplitude de pulso e velocidade de varredura
(Tabela 1). As equagBes das curvas analiticas foram: I,(A)
= -2,72 x 107 + 0,51 [Acido Clorogénico]; 1,,(A) = -1,8 x
107 + 0,22 [Acido Galico]; l,, (A) = -4,15 x 10° + 0,97
[Acido Cafeico].
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Fig 1.Voltamogramas das curvas analiticas dos acidos clorogénico,
galico e cafeico.

O estudo para repetitividade de resposta do eletrodo de
GC para a quantificacdo dos acidos fenolicos clorogénico,
cafeico e galico apresentou desvio padrdo relativo (RSD)
entre 0,5a 7,4 %.

O estudo da precisdo intermediaria do método apresentou
RSD entre 2,1 a 41 %. O método apresentou precisdo maior
para os &cidos cafeico e galico.

No estudo da seletividade do método foi verificado que,
nas condi¢bes experimentais otimizadas, ndo é possivel a

determinacdo simultanea dos écidos fendlicos estudados,
uma vez que os picos de corrente de oxidacdo aparecem nos
voltamogramas (Fig.1) em potenciais muito proximos.

As figuras analiticas de mérito ou pardmetros de
validagdo referentes a faixa linear, coeficiente de correlagéo
(r), limite de deteccdo (LD), limite de quantificagcdo (LQ),
do método analitico estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2. Figuras analiticas de mérito do método analitico
desenvolvido para a determinac&o de &cidos fendlicos.

Acido I_Fli'é‘:‘r ; LD LQ
A -1 -1
Fendlico (mol LY (mol L™) (molL™)
Clorogénico 1,0x10°- 0,996 55x107 %
5,0 x 10 1.0x10
Cafeico 1,0x107- 0,998 68x10% 1,0x107
1,0x10°
Galico 1,0x10°—~ 0998 84x107 10x10°
1,0x10°
Em etapas futuras, os pardmetros relativos a

reprodutibilidade, e exatiddo deverdo ser determinados. A
quantificacdo total dos A&cidos fendlicos estudados em
algodéo poderé ser feita por meio da concentracdo de acido
cafeico, pois este acido fendlico apresentou uma maior
sensibilidade na resposta da corrente de oxidacdo, e maior
precisdo quando comparados com os &cidos galico e
clorogénico.

4. CONCLUSAO

O método voltamétrico desenvolvido para a
determinacdo dos acidos cafeico, galico e clorogénico,
utilizando o eletrodo de carbono vitreo e a técnica de DPV,
apresentaram boas precisdo e sensibilidade e baixos limites
de deteccdo e quantificagdo, tornando-se excelentes
alternativas para a determinacao desses acidos fenolicos. No
entanto, ndo é possivel fazer a determinacdo em uma Unica
varredura dos trés acidos fendlicos. Apesar disso, 0 método
desenvolvido mostrou-se sensivel, preciso e rapido o que
possibilitard a sua aplicacéo na deteccéo e quantificacdo dos
acidos fendlicos totais em matrizes complexas como folhas
de algodéo.
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