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RESUMO

Plantas medicinais e fitoterapicos além de proporcionar efeitos benéficos a salude, podem
desencadear reacdes adversas. A cumarina, marcador quimico do guaco (Mikania glomerata
Spreng), € uma das principais responsaveis pelas acdes farmacoldgicas da espécie
(atividades broncodilatadora, expectorante e anti-inflamatoria). Entretanto, existem evidéncias
que relacionam seu uso com reagfes como vomito, diarreia, hipertensdo e uma possivel
interferéncia na coagulagdo sanguinea. Portanto, € de grande relevancia sua quantificacéo e,
consequentemente, a realizacdo do controle da qualidade para que possa ser utilizada de
forma mais segura e eficaz. A principal técnica analitica para quantificacdo da cumarina
preconizado pela Farmacopeia Brasileira é a cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
que envolve principalmente a utilizacdo de solventes orgénicos com potencial risco a salde e
causam danos ao meio ambiente, além de se tratar de um instrumento de elevado custo e
alta demanda de tempo. Dessa forma, nesse trabalho foi desenvolvida uma nova metodologia
eletroquimica para determinagéo da cumarina em infusdes de guaco utilizando voltametria de
onda quadrada (VOQ) e eletrodo de diamante dopado com boro. A partir das técnicas de
voltametria ciclica e VOQ observou-se um sistema irreversivel controlado predominantemente
por difusdo com sinal de oxidagdo em torno de + 1,77 V em solugéo tampé&o Britton-Robinson
0,1 mol L%, pH 10. Os valores obtidos na otimizacédo dos parametros experimentais da VOQ
foram: frequéncia 75 s, amplitude de pulso 75 mV e incremento de potencial 5 mV. Para a
curva analitica foi obtida uma faixa linear de trabalho entre 1,54 e 15,3 ug mL?, R? = 0,9971,
com limites de deteccgédo e quantificacdo de 0,20 e 0,62 ug mL™?, respectivamente. A Andlise
de Variancia, a um nivel de confiangca de 95%, confirmou a significancia da regresséo e
auséncia de falta de ajuste. O método proposto foi utilizado na determinacdo de cumarina em
infusbes de amostras comerciais de folha de guaco e os resultados obtidos ndo evidenciaram
nenhuma diferenca estatisticamente significativa frente ao método de referéncia. Os valores
de recuperacao obtidos foram na faixa de 85,85 a 107,62%. Os coeficientes de variagdo para
a repetibilidade variaram entre 0,18 e 1,49%. O método desenvolvido apresentou relacdo
linear entre a corrente de pico e a concentracdo do analito, além disso obteve resultados
exatos e precisos nas condigfes experimentais e necessitou apenas de um pré-tratamento
simples da amostra, descartando o uso de solventes organicos e evitando etapas laboriosas.

Palavras-chave: Quimica. Cumarina. Guaco. Mikania glomerata. Voltametria de onda
quadrada. Eletrodo de diamante dopado com boro.
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ABSTRACT

Medicinal plants and herbal medicines provide health benefits, but they are thought to be likely
to cause side effects. The coumarin is adopted as a marker chemical for guaco (Mikania
glomerata Spreng). It is one of the main responsible for the medicinal properties of the species,
such as a bronchodilator, expectorant, and anti-inflammatory. However, there is evidence of
an association between its use and side effects including vomiting, diarrhea, hypertension.
Besides, blood coagulation factors may be affected by the administration of coumarin. It is
therefore extremely important to quantify them, as well as, to ensure its quality control to
establish the effectiveness and safety of herbal medicines. The main analytical technique for
the determination of coumarin recommended by the Brazilian Pharmacopeia is high
performance liquid cromatography which uses mainly organic solvents that are hazardous to
human health and environment, and besides, the instrument is expensive and time-consuming.
Thus, in this work was developed a new electrochemical methodology for the determination of
coumarin in an aqueous infusion of guaco by square wave voltammetry (SWV). Using cyclic
and square wave voltammetry were observed an irreversible system controlled by diffusion
with the oxidation peak potential recorded around + 1,77 V in Britton-Robinson buffer 0,1 mol
L1, pH 10. The optimized SWV parameters were frequency 75 s, pulse amplitude 75 mV,
step potential 5 mV. The analytical curve was constructed in a linear range between 1,54 and
15,3 ug mL?1, R? = 0,9971. The limits of detection and quantification were 0,20 e 0,62 pg mL™?,
respectively. Analysis of Variance (ANOVA) (with 95% confidence level) confirms the
significance of the regression model and conclude that there is no lack of fit. The coumarin
was determined in an aqueous infusion of guaco samples by the proposed method; the results
were compared to the reference method and they are not statistically significant. Further, the
recovery values were around 85,85 to 107,62%. The coefficient of variation was ranged from
0,18 to 1,49% for repeatability. Additionally, the method developed was linear, accurate and
precise; it required a simple sample pre-treatment that avoids organic solvents and laborious
steps.

Keywords: Chemistry. Coumarin. Guaco. Mikania glomerata. Square wave voltammetry.
Boron-doped diamond electrode.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracterizacdo da problematica

O uso de plantas medicinais é uma préatica que esta presente na humanidade
desde os primérdios, sendo desde entdo amplamente utilizada para a cura e
tratamento de doencas. A descoberta de suas propriedades curativas faz parte de um
saber cultural que foi disseminado ao longo das geracfes, nascendo a tdo conhecida
fitoterapia.

A fitoterapia veio ganhar forca como pratica tradicional a partir do ano de 1978
na primeira Conferéncia Internacional sobre Cuidados Primarios de Saude promovida
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pelo Fundo das Nac¢des Unidas para a
Infancia (UNICEF) que teve como finalidade promover salude para todos os povos,
recomendando aos Estados membros a implementacdo da medicina tradicional e
medicina complementar e alternativa nos seus Sistemas Nacionais de Atencéo a
Saude (BRASIL, 2018; 2012; OSHIRO et al., 2016; MENDES 2004).

Em concordancia com as diretrizes da OMS, a partir da década de 80, as
plantas medicinais e fitoterapicos comecaram a ganhar importancia no Brasil por meio
de conferéncias e elaboracdo de instrumentos normativos estabelecendo
regulamentacdes para 0 acesso seguro e uso racional desses fitoterapicos no Sistema
Unico de Saude (SUS), principalmente na Atencéo Primaria & Satde (APS) (BRASIL,
2012; 2006).

Segundo Matsuchita e Matsuchita (2015), o Brasil, nesse quesito, € um pais
privilegiado por possuir uma enorme variedade biolégica de plantas com potencial
medicinal, além de deter um amplo conhecimento popular e tradicional reflexo de
varias etnias que povoaram o pais.

Dentre essa diversidade de espécies vegetais, temos a Mikania glomerata
Spreng, usualmente conhecida como guaco, que vem sendo largamente utilizada pelo
SUS na sua forma farmacéutica de xarope e solucdo oral. Registros medicinais e
evidéncias pré-clinicas tém mostrado seu uso no tratamento de doencas respiratérias,
baseado em suas atividades: broncodilatora, expectorante e anti-inflamatoria
(SGUAREZI et al., 2016; BRASIL, 2014).



16

Diante da limitacdo da analise de fitoterapicos devido a alta complexidade da
matriz da planta foi determinado marcadores quimicos que tornam possivel sua
andlise quimica. Dessa forma, a cumarina (1,2-benzopirona) (Figura 1) por ser um
dos metabdlitos secundarios majoritarios e uma das principais responsaveis pela acao
farmacoldgica da espécie foi determinada como sendo o marcador quimico da Mikania
glomerata Spreng (BRASIL, 2014).

Figura 1 — Estrutura quimica da cumarina (1,2 — benzopirona) (Fonte: pagina da Sigma Aldrich?)

2

O O

Uma série de estudos na literatura relata que a cumarina presente nas folhas
de guaco pode causar efeitos benéficos para a saude. Contudo, reacdes adversas
podem ocorrer caso seja ingerida em excesso, causando: vOmito, diarreia,
hipertensédo e estudos ainda relatam uma correlacdo entre seu uso e uma possivel
interferéncia na coagulacdo sanguinea (BERTOLDI, 2016; BRASIL, 2014; NOLLA e
SEVERO, 2005). Dessa forma, é de grande importancia que metodologias analiticas
precisas sejam desenvolvidas para determinar a quantidade dos compostos organicos
em plantas medicinais, a exemplo da cumarina nas folhas de guaco.

Geralmente, técnicas cromatogréaficas e espectroscopicas séo utilizadas para
determinar compostos organicos em plantas medicinais (KAISER, SANTOS e ABREL,
2007; BUENO e BASTOS, 2009; BERTOLDI et al., 2016; GONCALVES et al., 2017)
SILVA et al., 2008). De acordo com a Farmacopeia Brasileira, a técnica analitica
utilizada para quantificacdo da cumarina em produtos a base de guaco é a
cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) (BRASIL, 2014; 2005). Apesar
de ser uma técnica de alta precisdo e exatiddo, envolve a utilizacdo de solventes
organicos com potencial risco a saude, geracdo de residuos no descarte da fase
movel, além de requerer instrumentos sofisticados para detec¢do dos analitos, alto
custo e demanda de tempo.

Poucos trabalhos sédo encontrados na literatura referentes a utilizacdo de
técnicas alternativas, a exemplo das eletroanaliticas para a determinagédo da cumarina

em guaco que é o proposito deste trabalho. Essas técnicas tornam-se promissoras,

'Disponivel em: <https:.//Awww.sigmaaldrich.com/brazil.html>. Acesso em: 14 de setembro de 2020
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pois quando comparadas aos anteriores, sdo de rapida execucao, utilizam uma
instrumentacdo de baixo custo, e, geralmente, ndo ha a necessidade de pré-
tratamento complexo da amostra descartando, em muitos casos, a utlizagdo de
solventes organicos.

Com relacdo ao eletrodo de trabalho, atualmente, o eletrodo de diamante
dopado com boro (DDB) vem sendo bastante utilizado no desenvolvimento de novos
métodos eletroquimicos de andlise visto que possui caracteristicas particulares que
sdo atrativas do ponto de vista eletroquimico, como: ampla janela de potencial, baixa
e estavel corrente de fundo, estabilidade eletroquimica de resposta em longo prazo
entre outras peculiaridades que se destacam frente aos eletrodos convencionais.

Logo, este trabalho tem como proposta desenvolver uma nova estratégia
analitica empregando voltametria de onda quadrada e eletrodo de DDB de modo a
contribuir com a Quimica verde e tornar mais viavel a determinacdo da cumarina em

infusdes aquosas de guaco.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver uma nova estratégia analitica para quantificar cumarina em
infusdes aquosas de guaco (Mikania glomerata Spreng) utilizando voltametria de onda

guadrada e eletrodo de diamante dopado com boro.

1.2.2 Objetivos especificos

e Estudar o comportamento eletroquimico da cumarina sob a superficie do
eletrodo de diamante dopado com boro;

e Investigar 0s processos que governam a reacao redox da cumarina;

e Otimizar os parametros voltamétricos;

e Validar o método proposto;
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2  FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil: consideracdes gerais

Planta medicinal, de acordo com a RDC n° 26, de 13 de marco de 2014, é
definida como sendo uma espécie vegetal utilizada para fins terapéuticos ja
fitoterapico € aquele obtido empregando-se matérias-primas exclusivamente vegetais,
desde gque ndo inclua em sua composicado substancias ativas isoladas, ainda que de
origem vegetal, ou até mesmo associa¢des com extratos vegetais (BRASIL, 2014).

Desde os primordios, as plantas tém sido utilizadas pelos nossos ancestrais e
através de observacfes e experiéncias adquiriram conhecimento e comecaram a
fazer uso de plantas medicinais para fins terapéuticos. Dessa forma, esse
conhecimento tradicional adquirido foi sendo disseminado de geragao em geracao na
forma de conhecimento popular (BRASIL, 2012; LEAL e TELLIS, 2015).

O Brasil é um pais com grande potencial para o desenvolvimento de pesquisas
com plantas medicinais, segundo a atualizacdo da lista de espécies da flora do Brasil
(2020) divulgada pelo Instituto de Pesquisas de Jardim Botanico do Rio de Janeiro
existem 49.211 espécies reconhecidas na flora brasileira, sendo 43% exclusivas do
territério nacional. Além disso, possui um imenso conhecimento tradicional que vem
desde os indios e africanos, e sua vasta diversidade biolégica nos disponibiliza
servicos ecossistémicos que vai desde os produtos que obtemos da natureza até a
sua contribuicdo sociocultural que sdo indispensaveis para nossa subsisténcia e bem-
estar (SCARANO e CEOTTO, 2016).

Apesar do surgimento dos medicamentos alopaticos devido ao avanco e
crescimento da ciéncia e tecnologia ao longo do tempo, as plantas medicinais e
fitoterapicos ainda continuam sendo fontes alternativas para fins terapéuticos por
cerca de 80% da populacédo mundial (BRASIL, 2018), principalmente, devido a fatores
como: precos elevados dos medicamentos industrializados, baixo poder aquisitivo da
populacédo, dificuldades de acesso a assisténcia médica e a propria tendéncia de
consumo de produtos de origem vegetal (BADKE et al., 2012).

Nesse contexto, o uso de plantas medicinais e fitoterapicos vem ganhando
destaque no Brasil e varias a¢gfes foram promovidas desde a década de 80, apos a

Declaracdo de Alma-Ata na Conferéncia Internacional sobre Cuidados Primarios de
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Saude realizada pela OMS e pela UNICEF, na qual destaca a promocéao a saude para
todos os povos, independentemente das origens sociais e econdmicas, incentivando
a valorizacao das terapias tradicionais, inclusive a fitoterapia (OSHIRO et al., 2016;
BRASIL, 2018).

Desde entédo, no Brasil, foram sendo criadas Politicas Publicas, no ambito da
saude, para incentivar e regulamentar as praticas da medicina tradicional no SUS,
com foco na APS. Borges e Sales (2018) definem Politicas Publicas como um sistema
de acOes planejadas e executadas por parte do governo e seus representantes
visando, de modo geral, 0 bem estar da sociedade. Para elaboracéo dessas Politicas
Publicas da saude foi criado, através de decreto presidencial, o Grupo de Trabalho
Interministerial, coordenado pelo Ministério da Salude em parceria com &rgaos
governamentais e ndo governamentais (BRASIL, 2006).

Dentre essas Politicas, esta a Politica Nacional de Préticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) criadas, respectivamente, por meio da Portaria do Ministério da Saude n°
971 de 3 de maio de 2006 e do Decreto Presidencial n° 5.813, de 22 junho de 2006,
no intuito de incentivar acdes para o uso de fitoterapicos no SUS, garantindo que toda
a populacdo brasileira tenha acesso as praticas fitoterapicas, visando seguranca,
eficacia e qualidade, além de promover o uso sustentavel da biodiversidade, o
fortalecimento da cadeia produtiva de fitoterapicos e desenvolvimento da industria
nacional (MATSUCHITA e MATSUCHITA, 2015; OSHIRO et al., 2016). Dessa forma,
algumas resolucdes como por exemplo a: RDC n° 26 de 13 de maio de 2014, a RDC
n° 67 de 8 de outubro de 2007, a RDC n° 87 de 21 de novembro de 2008 foram
publicadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) afim de garantir a
seguranca sanitaria e a eficacia dos medicamentos fitoterapicos, seja no controle da
producdo, prescricdo e distribuicdo das plantas medicinais e fitoterapicos para
promover e proteger a saude da populacdo (MACEDO, 2016).

A Portaria do Ministério da Saude n°® 2.982, que aprova as normas de execucao
e de financiamento da Assisténcia Farmacéutica na Atencao Basica, passa a financiar,
desde 2007, alguns fitoterdpicos na rede publica, incluindo a Mikania glomerata
Spreng (guaco), enfatizada nesse estudo, na Relagdo Nacional de Medicamentos
Essenciais (MATSUCHITA e MATSUCHITA, 2015).
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2.2  Mikania glomerata Spreng

Mikania glomerata, popularmente conhecida como guaco (Figura 2), € uma das
principais espécies medicinais pertencentes ao género Mikania que esta inserido na
familia Asteraceae (DOS SANTOS et al., 2019). Essa espécie é nativa do Sul do
Brasil, mas, atualmente, devido sua boa capacidade de adaptacédo é cultivada em
quase todo o territorio brasileiro, sendo uma planta tipica do Cerrado e Mata Atlantica
(RICARDO e BRANDAO, 2018).

Figura 2 — Guaco (Fonte:

-
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Em 1929, a Mikania glomerata foi reconhecida oficialmente na 12 edicdo da

Farmacopeia Brasileira e, em 2007, devido suas propriedades terapéuticas, 0s
fitoterapicos a base de guaco, foram inclusos no elenco de referéncia de
medicamentos e insumos complementares para a assisténcia farmacéutica na
atencdo basica em saude. E desde entdo, apds implementacdo dos programas de
incentivo, as praticas fitoterapicas vém sendo utilizadas em larga escala no SUS
(GASPARETTO et al., 2010; CZELUSNIAK et al., 2012; POLONIO et al., 2015).
Evidéncias pré-clinicas e registros do uso medicinal da planta Mikania
glomerata tém mostrado que a espécie, devido suas atividades broncodilatadora,

7z

expectorante e anti-inflamatoria, € muito utilizada no tratamento de doencas
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respiratorias (BRASIL, 2014; SGUAREZI, 2016;). Aléem disso, existem estudos
etnofarmacoldgicos na literatura que evidenciam seu uso para O tratamento de
picadas de cobra, gota, reumatismo, gripe, febre e perda do apetite (CORREA, 1984,
RICARDO e BRANDAO, 2018).

Segundo Brasil (2014), suas propriedades terapéuticas sdo comumente
associadas com a presenca da cumarina (1,2-benzopirona) que é determinada como
sendo o marcador quimico da M. glomerata Spreng, visto que é um dos metabdlitos
secundarios majoritarios e uma das principais responsaveis pela acdo farmacolégica

da espécie.

2.3 Cumarina

As cumarinas sdo compostos que possuem em comum o anel benzénico
fundido em wuma lactona, sendo a cumarina simples (1,2-benzopirona),
estruturalmente, a representante mais simples dentre as lactonas do &cido o-
hidroxicindmico. Aparentemente séo cristalinas a temperatura ambiente e incolor,
sendo bastante conhecidas pelo seu odor caracteristico similar a baunilha (DOS
SANTOS et al., 2019; KUMAR et al., 2015).

Czelusniak et al., (2012) relatam que aproximadamente 1.300 cumarinas ja
foram isoladas de fontes naturais como vegetais, fungos e bactérias e, geralmente
possuem propriedades farmacoldgicas que sao utilizadas em diversas areas do
conhecimento. Na literatura € possivel encontrar estudos que descrevem seu
potencial farmacoterapéutico devido seu efeito: anti-inflamatério, antimicrobiano,
anticoagulante, antitumoral, antifagico e antioxidante (GASPARETTO et al., 2010;
BRASIL, 2014; THAKUR, A., SINGLA, R. e JAITAK, V, 2015; DELLA PASQUA et al.,
2018).

A biossintese das cumarinas tem origem na via anabdlica do &cido chiquimico.
Ao se juntar com moléculas de fosfoenolpiruvato sdo formados aminoacidos
aromaticos que ao sofrer reducéo enzimatica dao origem ao acido cinamico. A partir
do &cido cindmico é formado o acido o-cumarico através de uma hidroxilacéo (a) e,
logo em seguida, o &cido o-cumarico sofre glicosilacdo (b), isomerizacdo (c) e
lactonizacdo (d), o que é fundamental para o processo de formacdo da cumarina
(Figura 3) (CZELUSNIAK et al., 2012).



24

Figura 3 — Biossintese da cumarina (Extraido de: CZELUSNIAK et al., 2012)
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As cumarinas, derivadas da via do acido chiguimico, fazem parte de um grupo
importante de metabdlitos secundarios denominado de compostos fendlicos. Esses
compostos estdo amplamente distribuidos nas plantas e sofrem influéncia em sua
concentracdo dependendo dos fatores ambientais e mudancas sazonais. (DA SILVA,
2013; DOS SANTOS et al., 2019).

Na Mikania glomerata, a cumarina é o metabdlito secundario majoritario e,
portanto, principal responsavel pelas acfes farmacoldgicas da espécie, por isso é

considerado o marcador quimico que é definido segundo a ANVISA como sendo uma:

“substancia ou classe de substancias (ex: alcaloides, flavonoides, acidos
graxos, etc) utilizada como referéncia no controle da qualidade da matéria-
prima vegetal e do fitoterapico, preferencialmente tendo correlacdo com o

efeito terapéutico.”
(BRASIL, 2014, p. 52).

Portanto, marcadores quimicos sdo determinados para analise quimica das
plantas devido a necessidade de garantir a qualidade, eficacia e auséncia de
toxicidade desde a matéria-prima até o produto final. Com relacdo ao controle de
qualidade de formulacdes a base de guaco foi estabelecido pela ANVISA, por meio
da Instrucdo Normativa n° 2, de 13 de maio de 2014, dose diaria maxima de 5mg de

cumarina. Dessa forma, varias metodologias vém sendo desenvolvidas para avaliagdo
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e controle da qualidade do fitoterapico, assim como do principio ativo obtido

diretamente da matriz vegetal.

2.4  Técnicas analiticas aplicadas a anélise da cumarina

Ainda existe uma crenca popular quanto ao uso de plantas medicinais e
fitoterapicos que, por serem naturais, ndo ha nenhum efeito prejudicial a satde devido
ao seu uso. E vélido salientar que a toxicidade de algumas plantas medicinais é um
problema sério de saude publica.

Czelusniak et al. (2012) enfatizam sobre a atual preocupac&o com o controle e
producdo de fitoterapicos, uma vez que se o controle ndo for efetivo podera ser
produzido fitoterapicos de ma qualidade devido a fatores como: alteracdo na
composicao quimica, eficacia, pureza e autenticidade da matéria-prima.

E imprescindivel a realizacio do controle de qualidade seguindo todas as
normas estabelecidas pela ANVISA para que possam ser utilizadas da forma mais
segura e eficaz. Por isso, faz-se necessario a aplicacdo de metodologias analiticas
para analises que vao desde a matéria-prima até o produto acabado (BRASIL, 2010;
BRASIL, 2014).

Conforme preconizado pela Farmacopeia Brasileira, a CLAE € a técnica
utilizada para determinacao da andlise quantitativa da cumarina em guaco (BRASIL,
2005; 2014). Geralmente, algumas desvantagens estdo associadas a métodos
analiticos que empregam separa¢fes cromatograficas, tais como: alto custo,
laboriosos, demandam tempo, além de envolver a utilizacdo de solventes com elevado
potencial de risco a saude e geracdo de residuos. Diante disso, na literatura é
reportado trabalhos que descrevem metodologias que apresentam vantagens seja
por. menor consumo de reagentes, ganho de tempo, menor custo, sensibilidade,
seletividade. Nesses estudos estdo envolvidas técnicas cromatograficas,
espectroscopicas e voltamétricas.

Gongalves et al., (2017) validaram um meétodo utilizando cromatografia em fase
reversa com detector de arranjo de diodos (DAD) para analise de cumarina em dez
amostras de xarope de guaco com e sem associagdes. As amostras foram filtradas

em papel filtro e os respectivos filtrados passados em filtro seringa com porosidade
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de 0,45 um. A fase movel, no modo isocratico, foi composta de 50% de agua
acidificada com 5% de acido formico e 50% de metanol e o tempo de corrida foi
equivalente a 7 minutos, obtendo um limite de deteccéo e quantificacdo de 0,90 e 2,72
ug mL%, respectivamente.

Bertoldi et al., (2016) também aplicaram a CLAE-UV para analise de cumarina,
porém no extrato das folhas de Mikania gloremata Spreng. Esses autores utilizaram
uma fase mével composta de agua:acetonitrila (55:45 v/v) e uma coluna com menor
dimensdes para otimizacdo do tempo de eluicdo (1 minuto). Esse método
desenvolvido obteve limites de detecgdo 2,5 ug mL* e limite de quantificacdo de 9,5
ug mL.

Bueno e Bastos (2009) propuseram um método empregando cromatografia em
fase gasosa (CG) para quantificar a cumarina em produtos contendo guaco (xarope,
planta e extrato padronizado). Antes da medicao foi necessario fazer uma preparacao
prévia das amostras que envolveu, dependendo do tipo de amostra, etapas de
extracdo, maceracao, filtracado e centrifugacdo. E logo em seguida foram analisados
em CG equipado com um detector de ionizacdo de chama (DIC), coluna capilar HP-5
utilizando o hidrogénio como géas carreador e uma rampa de aguecimento de 100 a
250° C, a 15° C/min. O limite de detecgdo para esse estudo foi de 0,5 ug mL* e o de
quantificagcdo 1,5 ug mL™2.

Dessa mesma forma, Kaiser, Santos e Abreu (2007) usaram CG para
determinar quantitativamente o teor de cumarina presente em guaco comercializado
por diferentes distribuidoras. As amostras passaram por um processo de extracao que
envolveu uma etapa de otimizacdo da propor¢éo de agua:solvente para obter maxima
extracdo. A CG permitiu obtencéo de resultados de limites de deteccao e quantificacao
0,029 e 0,087 mg mL™?, respectivamente.

Silva et al., (2008) desenvolveram uma metodologia empregando a
espectroscopia UV. O método consistiu na extragao da cumarina em cloroférmio que
foi determinado como o0 solvente de maior capacidade de extracdo pelo método de
Shake-flask. A cumarina foi responsavel pelos picos de absor¢cdo em 275 nm e em
320 nm. As analises realizadas sem o0 processo de extracdo apresentaram
intereferéncia dos excipientes do xarope, todavia, as diluicbes das fracdes
cloroférmicas extraidas do xarope mostraram ser eficientes na reducdo das
concentracdes dos interferentes tornando possivel a determinacdo da cumarina no

comprimento de onda de 320nm. As médias do teor de cumarina obtidas por essa
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técnica foram comparadas com as obtidas com o método de CLAE e os trés lotes
analisados ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa.

Na literatura, ha poucos estudos relacionados a quantificacdo da cumarina em
guaco utilizando técnicas voltamétricas quando comparadas com as técnicas
discutidas anteriormente.

Wang e Liu (2009) determinaram a cumarina em Oleos essenciais e em
fitoterapicos chineses tradicionais utilizando solucdo tampao BR (pH = 5,83) sob a
superficie eletrocatilica do eletrodo de carbono vitreo modificado com mercurio e
chumbo. Os autores obtiveram recuperacao entre 97 e 99%. Além disso, os resultados
das concentracdes das amostras foram comparados com os obtidos por HPLC e
obtiveram concondéncia entre os valores.

Miyano (2014) estudou a determinagdo da cumarina em amostras de Mikania
glomerata em eletrodo de DDB por voltametria de onda quadrada obtendo limites de
deteccdo e quantificacdo de 1,5x10° mol L? e 4,5x10° mol L1 e os valores de
recuperacao variaram entre 92 e 104%.

As técnicas voltamétricas tornam-se promissoras, pois apresentam-se como
alternativas viaveis de baixo custo comparado com as técnicas cromatograficas e
espectroscopicas, demandando pouco tempo na realizacdo das analises, dispensa,
na maioria dos casos, 0 uso de reagentes organicos de média a alta toxicidade, além
de geralmente possibilitar a eliminacéo de etapas de pré-purificacao ou de separacdes
prévias ja que a medida pode ser diretamente realizada na amostra.

2.5 Técnicas voltamétricas

Ao final do século XVIII, Luigi Galvani deu o ponto de partida para os estudos
eletroquimicos quando acidentalmente ao dessecar uma ra descobriu e estabeleceu
uma associacdo entre contracdo muscular e eletricidade estética. A partir disso,
invencdes e descobertas de alguns cientistas, como por exemplo, Michael Faraday
(eletrélise) e Alessandro Volta (pilha voltaica), contribuiram na constru¢cdo de uma
base para as técnicas eletroquimicas e eletroanaliticas (ZANONI et al., 2017).

Desde entdo, a Eletroquimica e a Eletroanalitica vém contribuindo com os
avancos da Quimica, tendo uma ampla aplicacdo em quimica analitica, seja no

controle da qualidade de produtos até analises biomédicas. Além disso, as técnicas
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eletroanaliticas vem desempenhando papel importante no desenvolvimento de novos
métodos analiticos devido sua alta sensibilidade, seletividade e baixo custo tanto
operacional quanto instrumental (PACHECO et al., 2013).

Tais técnicas baseiam-se na medida da corrente em funcdo de uma diferenca
de potencial que é aplicada na célula eletroquimica. Essa corrente resultante é de
uma reacdo de oxirreducdo na qual ha transferéncia de elétrons ocorrendo na
interface eletrodo-solug&o, sendo, portanto, a velocidade da reagdo governada por
processos como: transferéncia de carga e massa (SKOOG et al., 2006).

Na voltametria, as células eletroquimicas sdo comumente compostas por um
sistema de trés eletrodos: o de trabalho, o de referéncia e o auxiliar ou contra-eletrodo.
Esses eletrodos sdo conectados a um amplificador operacional que faz com que ao
aplicar uma diferenca de potencial entre os eletrodos de trabalho e de referéncia, a
resisténcia do eletrodo de referéncia aumente e a do eletrodo auxiliar diminua. Dessa
forma, a corrente passara entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar evitando
variacdes no eletrodo de referéncia e mantendo, portanto, seu potencial constante
(SKOOG et al., 2006; PACHECO et al., 2013).

Com relacao as técnicas voltamétricas, destacam-se: a voltametria ciclica (VC),

a voltametria de pulso diferencial (VPD) e a voltametria de onda quadrada (VOQ).

2.5.1 Voltametria ciclica (VC)

A VC é a técnica mais comumente utilizada para adquirir qualitativamente
informacBes sobre os processos eletroquimicos. Nessa técnica, a varredura de
potencial varia continuamente na forma de uma onda triangular entre os eletrodos de
trabalho e de referéncia no sentido direto e inverso em uma velocidade conhecida,
podendo ser empregado um ciclo inteiro, um ciclo parcial ou varios ciclos (BRETT e
BRETT, 1996; SKOOG et al., 2006). Assim, na VC, geralmente o potencial aplicado é

varrido linearmente com o tempo no eletrodo de trabalho (Figura 4).



29

Figura 4 — Sinal de excitacdo com varredura linear (Fonte: propria do autor)
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Dependendo do tipo de mecanismo redox que o composto a ser estudado
apresenta na interface com o eletrodo obtém-se voltamogramas diferentes no qual
caracterizam a reversibilidade dos processos eletroquimicos apresentando picos
catddicos e/ou anddicos. Para um processo reversivel ou quase-reversivel tanto picos

catddico e anodico séao obtidos, porém para um processo irreversivel sera observado

apenas um pico catodico ou um pico anédico. (BRETT e BRETT, 1996; WANG, 2006).
A Figura 5 ilustra os voltamogramas ciclicos registrados para cada sistema citado
anteriormente.

Figura 5 — Voltamogramas ciclicos esquematicos para um processo redox de um sistema reversivel
(A), quase-reversivel (B) e irreversivel (C) (extraido de SILVA, 2019)
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Por meio dessa técnica é possivel, além de avaliar a reversibilidade dos

processos eletroquimicos, investigar sobre a termodinamica de processos redox, da
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cinética de reacdes heterogéneas de transferéncia de elétrons e sobre reacbes

guimicas acopladas a processos adsortivos (WANG, 2006).

2.5.2 Técnicas voltamétricas de pulso

As técnicas de pulso sdo caracterizadas pela aplicacdo de degraus de
potencial. Apés a aplicacdo dos pulsos de potencial, a taxa de decaimento das
correntes faradaica e capacitiva decrescem de modo que a contribuicdo capacitiva
diminui exponencialmente comparado a contribuicdo faradaica. Dessa forma, o sinal
analitico obtido no final da aplicacéo é resultado da corrente faradaica uma vez que a
leitura somente é realizada quando a contribuicdo da corrente capacitiva € minimizada
promovendo, portanto, elevada sensibilidade a técnica (Figura 6) (SOUZA,
MACHADO e AVACA, 2003; SKOOG et al., 2006; PACHECO, 2013).

Figura 6 — Variacédo da corrente faradaica e corrente capacitiva com o tempo, em técnicas de pulso
(extraido de: SOUZA, MACHADO e AVACA, 2003)
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Essas técnicas sdao amplamente utilizadas para determinacdo de espécies
eletroativas devido a elevada sensibilidade obtida por causa da largura de pulso e do
degrau de potencial. Dentre as técnicas pulsadas, destacam-se atualmente: a

voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada.
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2.5.2.1 Voltametria de pulso diferencial (VPD)

A VPD, segundo WANG (2006), € uma técnica extremamente util para
quantificar em niveis de tracos tanto espécies organicas quanto inorganicas. Essa
técnica consiste na aplicacdo de uma série de pulsos, de amplitude constante, no qual
€ sobreposta a uma rampa linear de potencial em um curto intervalo de tempo (Figura
7 (A)). A corrente resultante é decorréncia da subtracdo da primeira corrente medida
antes da aplicacéo do pulso e da segunda corrente ao final do pulso, vale ressaltar
gue a primeira corrente possui uma contribuicdo maior da corrente capacitiva e a
segunda da corrente faradaica. O voltamograma gerado registra picos de corrente de
forma gaussiana onde a area desse pico é diretamente proporcional a concentracéo
da espécie eletroativa (Figura 7 (B)) (BRAUNGARDT, 2015; MENDOZA, 2015).

Figura 7 — (a) sinais de excitacdo e (b) sinal de resposta para VPD (adaptado de BRETT e BRETT,
1996; SKOOG, HOLLER e NIEMAN, 2002)
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Sabendo que grandes amplitudes originam correntes capacitivas residuais que
possivelmente ira diminuir a deteccdo da corrente faradaica, entdo € importante ao
fazer a escolha da amplitude para o pulso de potencial levar em consideragéo a reagéo
em estudo, assim como, a sensibilidade exigida. Agora, ao trabalhar com pequenas

amplitudes de pulso, é valido ressaltar que o numero de elétrons envolvidos e a largura
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a meia altura (W12) do pico de corrente séo inversamente proporcionais (BRETT e
BRETT, 1996; ZOSKI, C. G., 2006).

Técnicas de pulso, como VPD, sdo comumente utilizadas para determinacgfes
quantitativas, pois, geralmente, sdo técnicas mais sensiveis devido a minimizacao da
corrente capacitiva (SIMOES e XAVIER, 2017).

2.5.2.2 Voltametria de onda quadrada (VOQ)

A VOQ é uma das técnicas de pulso que atualmente € considerada como sendo
uma das mais sensiveis e rapidas, tornando possivel comparar seus limites de
deteccdo com aqueles obtidos por meio de técnicas cromatograficas e
espectroscopicas (SIMOES e XAVIER, 2017).

Essa técnica de pulso consiste na aplicacdo de uma variacdo de potencial na
forma de escada, entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia, no qual pulsos de

potencial (AE,) com mesma amplitude sdo sobrepostos a uma escada de potenciais

com ciclos de duracao 2tp (periodo) e altura de potencial constante (AEs) (PACHECO,
2013). Ao final do pulso direto e reverso obtidos, respectivamente, no sentido direto e
no sentindo oposto da varredura obtém-se a medicdo da corrente elétrica resultante
na qual a diferenca entre as correntes direta e reversa corresponde a intensidade do

sinal analitico (Figura 8).

Figura 8 =Sinal de excitagao para VOQ (A) Voltamogramas caracteristicos obtidos na VOQ para um
sistema reversivel (B) e para um sistema irreversivel (C) (adaptado BRETT e BRETT, 1996; SKOOG,
HOLLER e NIEMAN, 2002)

resultante

resultante

oy [ r \
e I N ' N\
) ) e | { \
’ m& lIJ -/ g { /// E’ f \.
E 2| < 1 2 / s | direta'}
L S | Y Q
1 | [u /Qlersa
po—T— Y | / / |
U 0 0)
11{1‘ —
v | / reversa
E tl l ) »
inic : = | A e —

Tempo c— Potencial Potencial

(8) ()



33

Uma das grandes vantagens da VOQ € a velocidade com que os dados séao
obtidos sem haver a perda da resolugdo dos picos. Essa rapidez na aquisicao de
dados é em virtude das frequéncias de até 100 ciclos de onda quadrada por segundo
possibilitando velocidades de varredura de potenciais entre 100 e 1.000 mV st
(PACHECO, 2013). Além da reducao no tempo de analise, também é caracteristico
da técnica elevada sensibilidade que é consequéncia da sua eficiéncia em discriminar
entre a corrente faradaica e a capacitiva (SIMOES e XAVIER, 2017).

2.6 Eletrodo de Diamante Dopado com Boro (DDB)

O eletrodo de trabalho em uma célula eletroquimica € um componente
imprescindivel e extremamente importante visto que inUmeras pesquisas vém sendo
desenvolvidas a fim de elaborar novos eletrodos de trabalho devido a crescente busca
pela otimizacao e funcionalizacdo das superficies destes eletrodos para que cada vez
mais seja possivel identificar e quantificar analitos de forma mais rapida e especifica
(BRAGA et al., 2015).

Atualmente, o eletrodo de DDB vem sendo bastante utilizado no
desenvolvimento de novos métodos eletroquimicos de andlise, sendo alvo das
atencdes no que diz respeito as aplicacdes eletroquimicas e eletroanaliticas. Esse tipo
de eletrodo tem se destacado frente aos eletrodos convencionais, como carbono
vitreo (CV), ouro e platina, devido suas propriedades atrativas, tais como:
sensibilidade, ampla janela de potencial, baixa e estavel corrente de fundo,
estabilidade eletroquimica de resposta em longo prazo, resisténcia do eletrodo a
desativacdo ou envenenamento superficial que € de extrema importancia, uma vez
que, contribui para uma boa resposta redox dos analitos em geral, seja em solucdes
aguosas ou hao-aquosas sem pré-tratamento convencional (PEREIRA et al., 2015;
MEDEIROS et al., 2008; JULIAO, SERRANO e FERREIRA, 2005; PEDROSA,
CODOGNOTO e AVACA, 2003).

Apesar do diamante em seu estado puro ter caracteristicas isolantes, ao ser
dopado com algum tipo de material condutor — B, N, O, S — sua condutividade é
consideravelmente melhorada. Logo, dependendo do nivel de dopagem dos filmes de
diamante pode-se obter filmes com comportamento que vai desde um semicondutor

para um semimetalico (BRAGA et al., 2015)
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Existem dois principais métodos que promovem o crescimento dos filmes de
diamante dopado com boro que sao: por crescimento a alta-presséo/alta-temperatura
(do inglés High-Pressure/High-Temperature, HPHT) e por deposi¢céo quimica a partir
da fase vapor (em inglés Chemical Vapor Deposition, CVD). Esta Ultima técnica abriu
uma gama de possibilidades em diferentes areas da ciéncia, especialmente na
eletroquimica, que desde os anos 90 direciona sua atencdo na elaboracdo desses

eletrodos para aplicacdo na area (BARROS et al., 2005).

2.7 Validacado do método proposto e quantificacdo da cumarina

7

A validacdo de um método analitico é crucial para garantir que o método
analitico proposto seja adequado ao que se propde, reproduzindo valores
consistentes frente a um valor de referéncia (INMETRO, 2018). Assim, a validacao é
uma ferramenta necessaria para assegurar um sistema de qualidade na quimica
analitica.

Nesse estudo, a validacdo do método analitico atendeu aos critérios
preconizados pela ANVISA na Resolucdo n° 166, de 24 de julho de 2017, sendo
avaliados os seguintes parametros: linearidade, limite de deteccédo (LD), limite de

quantificacdo (LQ), exatiddo e precisao.

2.7.1 Linearidade

A linearidade ¢é definida pela relacdo diretamente proporcional entre a resposta
do sinal analitico e a concentracdo do analito na amostra dentro de um intervalo

especifico, conforme descrito pela Equacao 1 na qual relaciona essas duas variaveis.

y =a+bx Eq. 1

Para que a linearidade seja determinada, € recomendado que no minimo cinco
concentracbes diferentes medidas em triplicata, pelo menos, sejam analisadas
(ANVISA, 2017).
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E valido ressaltar a importancia de verificar se o sistema é homocedastico para
gque se possa aplicar acbes corretivas pertinentes caso seja identificado um
comportamento heterocedastico. Além de se fazer uma Andlise de Variancia (ANOVA)
da regresséo para que se possa confirmar a significancia estatistica e verificar se o
modelo ndo apresenta falta de ajuste para assegurar que o modelo linear é adequado
(INMETRO, 2018).

2.7.2 Limite de deteccéao (LD) e limite de quantificagdo (LQ)

O LD pode ser definido como sendo a menor concentracéo do analito presente
na amostra que pode ser detectado pela técnica instrumental, mas nao
necessariamente quantificada. Ja o LQ se refere a menor concentracdo da espécie
em interesse presente na amostra que pode ser detectada e quantificada com
precisao e exatidao aceitaveis (ANVISA, 2017). Os LD e LQ foram determinados com
base nos parametros da curva analitica e, portanto, calculados, respectivamente, a

partir das Equacdes 2 e 3.

_33xs Eq. 2
LD = IC
10xs E
= q3
LQ ic

Em que: IC é a inclinacdo da curva analitica, s € o desvio padrao amostral do
intercepto do eixo Y de, no minimo, 3 curvas analiticas construidas contendo

concentracdes do analito proximas ao suposto limite de deteccao/quantificacao.

2.7.3 Exatidao

A exatiddo é avaliada numericamente por meio da tendéncia que pode ser
avaliado, no caso desse estudo, pela realizacdo de ensaios de recuperagao os quais
podem ser determinados por meio de amostras fortificadas com concentracoes

conhecidas do analito. No minimo, trés niveis de concentracdes (baixa, média e alta)



36

gue estejam dentro do intervalo linear do método analitico devem ser verificadas
(ANVISA, 2017).

O fator de recuperagdo é calculado conforme Equacdo 4, na qual esta
relacionado com a quantidade recuperada de determinado analito e a quantidade real

presente na amostra.

Concentragdao média experimental
X

Eq.4
Concentracgao tedrica 100 d

Recuperagéao =

2.7.4 Precisao

A precisdo pode ser expressa por meio da repetibilidade, da precisédo
intermediaria ou da reprodutibilidade, sendo neste trabalho avaliado em termos de
repetibilidade. Desse modo, a repetibilidade expressa a precisdo levando em
consideracdo os seguintes critérios: avaliar as amostras sob as mesmas condi¢des
de operacdo, no mesmo laboratério, com a mesma instrumentacdo e mesmo analista,
em um curto periodo de tempo (ANVISA, 2017). Este parametro € expresso em termos

de coeficiente de variagdo (CV) conforme Equacgéo 5.

DP

CV= VD

x 100 Eq. 5

Em que: DP é o desvio padrdo, CMD ¢é a concentracdo média determinada.
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3 EXPERIMENTAL

3.1 Solugbes e reagentes

Os reagentes utilizados nesse trabalho foram de grau analitico e todas as
solucbes foram preparadas com agua purificada obtida em sistema Milli-Q Plus 18
MQcm™,

A solucédo tampéo Britton-Robinson (BR) 0,1 mol L utilizada como eletrélito
suporte foi preparada dissolvendo 5,0 g de acido bérico (HsBOs) em 500 mL de 4gua
deionizada contendo 2,3 mL, de acido acético e 2,7 mL de acido fosférico, e logo em
seguida, o volume foi aferido a 1,0 L em um baldo volumétrico (MANSANO e
SARTORI, 2015) e o pH foi ajustado com uma solucao de hidréxido de sédio (NaOH)
1,0 mol L* em uma faixa de 1,8 a 10.

O padrao de alta pureza da cumarina (99%) foi adquirido da Sigma-Aldrich. A
solucdo padrdo estoque de cumarina (1,2 — benzopirona) foi preparada numa
concentracdo de 0,01 mol L** em agua deionizada utilizando banho-ultrassom USC
1400 da Ultrasonic Cleaner numa temperatura de 40°C por 30 minutos.

Na etapa de polarizacao do eletrodo de DDB foi utilizado uma solugéo de acido
sulfarico (H2S0a4) 0,5 mol L1 (SOUZA, et al., 2019).

3.2 Instrumentacéo e software

Todos os ensaios voltamétricos foram realizados utilizando o potenciostato Eco
Chemie, pAutolab® Tipo Il, marca Metrohm, acoplado a um microcomputador (Figura
9.A), controlado pelo software NOVA verséo 2.1.3. Os experimentos foram realizados
em uma ceélula eletroquimica equipada com trés eletrodos: o eletrodo de referéncia,
Ag/AgCI (KCI, 3,0 mol L1), o contra-eletrodo, o fio de platina, e o eletrodo de trabalho,

o eletrodo de DDB comercial (Figura 9.B).
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Figura 9 — A) Potenciostato Eco Chemie e o médulo polarografico. B) Célula eletroquimica e os
respectivos eletrodos. (Adaptado de: RIBEIRO, 2012)
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3.3  Procedimento experimental

Nesse estudo, o procedimento de adequacao do eletrodo de DDB descrito por
Sousa et al., (2019) foi utilizado com intuito de garantir a reprodutibilidade dos
resultados. Assim, no inicio de cada dia de trabalho, o eletrodo de DDB era submetido
a um pré-tratamento eletroquimico que envolvia dois procedimentos em H2SO4 0,5
mol L'1: uma polarizacdo anddica cuja funcdo era limpar a superficie do eletrodo
aplicando um potencial de +3 V por 120 s e, em seguida, uma polarizagéo catoédica
na qual foi realizada para ativar a superficie do eletrodo de DDB aplicando um
potencial de —3 V por 240 s. Durante a polarizagdo, ndo houve agitacdo na célula
eletroquimica e antes do voltamograma ser registrado a varredura de potencial era
interrompida.

As técnicas utilizadas para realizar os ensaios voltamétricos foram: VPD, VOQ
e VC. Inicialmente, foi investigado o comportamento eletroquimico da cumarina sob a
superficie do eletrodo de DDB utilizando a VC, em seguida foi verificado a influéncia
do pH sobre a resposta voltamétrica da cumarina utilizando a VPD, numa faixa de 1,8
a 10, empregando a solucdo tampdo BR 0,1 mol L't como eletrélito suporte e a VOQ
foi utilizada para realizar os estudos quantitativos da cumarina sob as condi¢des
otimizadas.
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Os parametros eletroquimicos otimizados para a VOQ, tais como: frequéncia
de pulso, amplitude de pulso e incremento de potencial sédo apresentados na Tabela
1.

Tabela 1 — Parametros eletroguimicos estudados por VOQ

PARAMETROS FAIXA ESTUDADA
Frequéncia (Hz) 15a 150

Amplitude de pulso (mV) 10 a 100
Incremento de potencial (mV) lalo

O conjunto de calibracdo foi construido para a cumarina, com 9 niveis de
concentracdes variando de 1,54 a 15,30 ug mL, realizando adi¢cdes sucessivas na
célula eletroquimica contendo uma solugdo tampéo BR 0,1 mol L (pH 10).

Para realizacdo do método de referéncia, os parametros cromatograficos
utilizados foram conduzidos de acordo com estudos encontrados na literatura
(BRASIL, 2014, 2005; MEDEIROS e KANIS, 2010).

3.4 Determinacao de cumarina em amostras de infusao de folha de guaco Mikania

glomerata Spreng

Um total de 6 amostras (pacotes) comerciais de marcas e lotes diferentes de
folha de guaco com 20 g cada foram adquiridas em estabelecimentos de produtos
naturais de Jodo Pessoa e Campina Grande, Paraiba, Brasil.

As infusdes foram preparadas a partir de 1 g da folha de guaco em 50 mL de
agua deionizada a 100 °C para cada amostra. Apos o resfriamento, cada infusao foi
filtrada com papel de filtro qualitativo e a solucdo armazenada em frasco ambar
(Figura 10). A partir das infusdes obtidas da folha de guaco diluicdes adequadas
foram realizadas diretamente na célula eletroquimica contendo 20 mL de eletrélito

suporte a fim de obter sinais analiticos dentro da faixa linear da curva analitica.
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Figura 10 — Esquema ilustrativo do processo de preparo e armazenamento da infusdo de guaco.
(Fonte: propria do autor)

Infusao Filtracao Armazenamento

Os resultados obtidos pelo método proposto foram comparados com os do
método de referéncia, por meio do teste t pareado ao nivel de confianca de 95%, com
a finalidade de avaliar se as médias obtidas em ambos possuem estatisticamente

alguma diferenca.

3.5 Validacdo do método proposto

A validacado do método proposto foi realizada de acordo com a resolucao da
ANVISA n° 166, 24 de julho de 2017. Os parametros avaliados nesse estudo foram:

linearidade, limite de detec¢éo e quantificacéo, preciséo e exatidao.

3.5.1 Linearidade

Para a avaliacdo da linearidade foi preparado nove niveis de concentracdes
(1,54 a 15,30 ug mL1), em triplicatas independentes, conforme descrito na se¢éo 3.3.
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A curva analitica foi obtida por regresséo linear simples por meio do Método dos

Minimos Quadrados (MMQ) e seu tratamento estatistico foi por ANOVA.

3.5.2 Limite de deteccéao (LD) e quantificacdo (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram obtidos por meio da construcao
de trés curvas analiticas com nove niveis de concentra¢des variando entre 1,54 a
15,30 ug mL* e calculadas de acordo com as Equacdes 2 e 3 apresentadas na se¢éo
2.7.2.

3.5.3 Exatidao

A exatiddo foi avaliada em termos de recuperagcdo através da analise de
amostras fortificadas com quantidades conhecidas do analito. Este parametro foi

verificado a partir de 3 réplicas em cada nivel de concentracdo: baixa, média e alta,
variando de 6,92 a 9,98 ug mL?, totalizando 9 determinacdes que contemplam o

intervalo linear do método analitico. O fator de recuperacdo foi calculado em
percentual, conforme Equacao 4 apresentada na secao 2.7.3.

3.5.4 Precisao

A precisdo foi avaliada em termos de repetibilidade. As repeticbes foram
independentes com nove determinagfes contemplando concentracdes baixa, média
e alta da faixa linear de trabalho, variando de 1,54 a 7,69 ug mLt. A precisdo foi

calculada em termos de CV, por meio da Equacéao 5 mostrada na se¢éo 2.7.4.



CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO



44

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Comportamento eletroquimico da cumarina sobre o EDDB e 0 ECV

Nos estudos iniciais 0 EDDB e o eletrodo de carbono vitreo (ECV) comercial
foram testados para identificacdo de algum processo eletroquimico referente a

cumarina, como visto na Figura 11.

Figura 11 — Voltamogramas de onda quadrada em solu¢éo tampao BR 0,1 mol L (pH 10), registrados
na presenca de 7,69 ug mL1 em eletrodo de CV (mmm==) (f = 50 s'1, AEs = 2 mV, AEp = 50 mV e janela
de potencial de -1,5 a +1,5V) e em eletrodo de DDB (=) (f =50 s1, AEs=2 mV e AEp =50 mV e
janela de potencial de -2 a +2,5V ) e seus respectivos brancos () € ()

375 A

—
P T — T 1
-3.0 1.5 0.0 +1.5 +3.0

E (V) / Ag/AgCl

Observa-se que nenhum processo de oxidac&o e/ou reducédo da cumarina foi
identificado sob a superficie do ECV. Em contrapartida, no trabalho de Wu e Dewald
(2000) as cumarinas estudadas (6,7-hidroxicumarina, 6,7-dihidroxi-4-metilcumarina,
7-hidroxicumarina, 7-hidroxi-4-metilcumarina, 7-hidroxi-4-(trifluormetil)cumarina, 4-
hidroxicumarina) apresentaram sinais de oxidacado no ECV em potenciais entre 0,3 e
1,1V (vs. Ag/AgCl) em eletrdlito suporte tampéo fosfato.

Na Figura 11, o voltamograma de onda quadrada registrado sob a superficie
eletrocatalitica do EDDB apresentou sinal analitico em regides de potenciais positivos,
em torno de +1,77V.
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4.2  Comportamento eletroquimico da cumarina sobre o EDDB

Na Figura 12 é apresentado o voltamograma ciclico registrado na auséncia
(......) e na presenca de 15,30 ug mL* de cumarina (===) Sob a superficie do eletrodo
de DDB em uma solugdo tampdo BR 0,1 mol L, pH 10, o meio utilizado para
realizacéo desse estudo foi escolhido com base na literatura (MIYANO et. al., 2014).

Figura 12 — Voltamogramas ciclicos em solucédo tampéao BR 0,1 mol L* (pH 10), registrados em eletrodo
de DDB: (....... ) na auséncia € (m==m) presenca de 15,30 ug mL* de cumarina. (v = 50 mV s, AEs =
2,44 mV, janela de potencial de +1,5 a +2,1 V)

15 16 1,7 18 1,9 20 21
E (V) / Ag/AgCI

A eletroatividade da cumarina pode ser vista claramente com um sinal de

resposta em torno de +1,77 V, em uma janela de potencial de +1,5a +2,1 V.
4.3 Estudo de velocidade

A fim de avaliar a natureza do transporte do material eletroativo para a
superficie do eletrodo de DDB foi investigado o efeito da velocidade de varredura
sobre o potencial e a corrente de pico, numa faixa entre 25 e 200 mV s por VC
(Figura 13).
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Figura 13 — Voltamogramas ciclicos de uma solucéo de 7,69 ug mL-1 de cumarina em solucédo BR 0,1
mol L1 (pH 10,0) sob a superficie do eletrodo de DDB em diferentes velocidades de varredura: ()
25, () 50, ( ) 75, () 100, ( ) 150, (mmmmm) 200 mV s, Insergéo: relacéo linear do I, com
0 v1/2
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Os resultados obtidos nesse estudo mostram que o processo de oxidacao da
cumarina sob a superficie do eletrodo de DDB é predominantemente controlado por
difuséo, ja que existe uma relacdo linear da corrente de pico em funcdo da raiz
quadrada da velocidade de varredura.

A natureza do transporte de massa também pode ser investigada através do
coeficiente angular obtido da relagéo entre o log I, vs log v, em que valores iguais a
1,0 e 0,5 correspondem a processos adsortivos e difusionais, respectivamente
(GOSSER Jr., 1993). O grafico log I, vs log v, apresentado na Figura 14, mostra
através da equacéo dareta (y =0,34x — 5,23, R2=0,997) o valor do coeficiente angular
igual a 0,34, confirmando ser um processo controlado predominantemente por
difuséo, o que corrobora com os estudos conduzidos por Wang e Liu (2009) e Miyano
et. al. (2014).
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Figura 14 — Grafico da relagdo do log I, com o log v
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Paralelo ao estudo sobre natureza do transporte do material eletroativo para a
superficie do eletrodo de DDB, observou-se a partir dos voltamogramas ciclicos que
a cumarina apresenta reacdo de oxidacao irreversivel, pois ndo apresenta sinal de
resposta na faixa em potenciais catddicos. A fim de esclarecer a reversibilidade da
reacao redox da cumarina, voltamogramas de onda quadrada foram registrados e as

componentes direta e reversa foram decompostas, como apresentado na Figura 15.

Figura 15 — Voltamograma de onda quadrada sobre o eletrodo de diamante dopado com boro de uma
solugdo 7,69 ug mL* de cumarina em solucéo tampao BR 0,1 mol L pH 10 (==m) corrente total, (
=) COITENte direta, (m===) corrente reversa. (f = 75 s1, AEs =5 mV e AEp = 50 mV)
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A partir deste estudo, observou-se que ndo ha uma contribuicdo da corrente
reversa na corrente total, ou seja, ndo ha nenhum pico referente ao processo de

reducdo da cumarina indicando, portanto, um processo de irreversibilidade.

4.4  Influéncia do pH

A influéncia do pH sobre a oxidagéo eletrocatalitica da cumarina no eletrodo de
DDB foi investigada com a finalidade de observar a dependéncia da intensidade de
corrente e do potencial de pico com a variacdo de pH numa faixa de 1,8 a 10 em

solucdo tampéo BR 0,1 mol L' como mostra a Figura 16.

Figura 16 —Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida na presenca de 7,69 pg
mL-1 de cumarina em tampéao BR 0,1 mol Lt em diferentes pH ((mmmm—) 1,8, (mm—) 3,5, (. ) 4,5, (—
) 6,0, ( ) 7,0, () 8,0, (mmm=) 10,0)

8,0+

v ] v ) )
14 16 18 20 22 24
E (V) / Ag/AgCI

Observa-se que mesmo com a variagdo de pH, ndo ha deslocamento
significativo do potencial, ou seja, o potencial de pico se mantém praticamente
constante dentro da faixa de pH estudada. Em paralelo, observou-se uma maior
sensibilidade analitica na faixa alcalina em pH=10, sendo este escolhido para os
estudos quantitativos.

Nessa faixa de pH, a partr da equacdo Wiz = 90/n, obteve-se
experimentalmente o valor de Wiz igual a 72 mV, indicando que o mecanismo de

reagdo da cumarina envolve a transferéncia de apenas 1 elétron. O valor de W12
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obtido nesse estudo esta de acordo com o previsto na literatura, no qual valores de
90 e 45 mV correspondem a processos governados pela transferéncia de 1 e 2
elétrons na reacao eletroquimica, respectivamente (BRETT e BRETT, 1996).

Para valores de 6,8 < pH < 11,2, a cumarina encontra-se tanto em sua forma
de lactona quanto de &cido cumarico, como mostra a Figura 17. (HARLE e LYONS,
1950).

Figura 17 — Cumarina em sua forma de (l) lactona e (Il) 4&cido o-cumarico. (Fonte: pagina do site da
Sigma Aldrich?)

HO._.O
" A
N~ N07 Y0 OH
(I) Lactona (I} Acido o-cumarico

No pH de estudo no qual obteve-se maior sensibilidade analitica (pH = 10),
pode-se inferir que existe a presenca de ambas as formas da cumarina. Todavia,
nesse pH, de acordo com o principio de Le Chatelier, ha o deslocamento do equilibrio
para a formacdo do acido cumarico que pode ser oxidado eletroliticamente devido ao
grupo hidroxila ligado ao anel aromatico. Segundo Benvini et al., (2018), o &cido
cumarico € um acido diprético com duas constantes de dissociacdo, pKal = 4,11 e

pKa2 = 9,60, apresentados na Figura 18.

'Disponivel em: <https://iwww.sigmaaldrich.com/brazil.html>. Acesso em: 14 de setembro de 2020
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Figura 18 — Perfis de concentracao para diferentes espécies do acido o-cumarico (Adaptado de:
Benvini et al., (2018))
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Observa-se que em pKal temos a desprotonagdo do grupo carboxila e em
pKa2 a desprotonacéo da hidroxila. Stadins e Hasanli (1993) afirmam que a ruptura
da ligacdo OH facilita consideravelmente a eletroxidacédo de fendis. Logo, no pH em
estudo pode-se concluir que o pico de oxidacdo encontrado é justificado pela

formacado da espécie A%

45 Efeito de memobria

Para avaliar a magnitude do efeito de memdéria do sensor, foram realizadas,
alternadamente, varreduras consecutivas de duas concentragbes diferentes de

cumarina de 3,85 ug mL*e 7,69 ug mL1, como mostra a Figura 19.
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Figura 19 — Efeito de memoria. Resultado extraido dos voltamogramas de onda quadrada consecutivos
em tampdo BR 0,1 mol L? (pH 10,0) para a cumarina. (a) 3,85 ug mL* (b) 7,69 pg mL® (f = 75 s1, AEs
=5 mV e AEp = 50 mV, em janela de potencial de 1,5 a 2,1 V)

Y
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E valido ressaltar que antes de utilizar essas solu¢des para registro dos
voltamogramas, a superficie do eletrodo era lavada com agua. E possivel observar
que ha a regeneracdo da atividade do sensor, uma vez que 0 mesmo nao apresenta
qualquer efeito de memdéria. Desta forma, pode-se dispensar uma etapa de limpeza
eletroquimica, quimica ou até o polimento da superficie do eletrodo, pois apenas uma
lavagem simples com agua é necessaria entre uma medida e outra. O que € um ponto
extremamente relevante para o método desenvolvido, pois quando se insere uma
etapa de limpeza da superficie do eletrodo no procedimento experimental, o tempo de

analise aumenta e a repetibilidade das medidas pode ser comprometida.

4.6 Otimizag&o dos parametros de VOQ

Os parametros experimentais da VOQ foram otimizados, nesse estudo,
buscando condi¢Bes Otimas para determinacdo da cumarina sob a superficie do
eletrodo de DDB, uma vez que esses parametros eletroquimicos influenciam
diretamente na sensibilidade (intensidade) e seletividade (largura do meio pico) da
técnica em estudo.

Os voltamogramas referentes a variacdo da frequéncia de aplicacdo de pulso
de potencial foram obtidos para uma concentragéo de 2,31 ug mL* de cumarina em

uma faixa de 15 e 150 Hz, como pode ser visto na Figura 20.
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Figura 20 — Influéncia da frequéncia sobre a oxidacdo da cumarina. Voltamogramas de onda quadrada
obtidas em 2,31 pg mL?! de cumarina em tampdo BR 0,1 MOl L ((mmmmm)15 HZ, (mmmm) 25 Hz, (. )
50 HZ, (—) 75HZ, ( )100HZ, (—) 150HZ)
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Observa-se que houve um ganho na resposta voltamétrica da cumarina, numa
frequéncia de 75 Hz, sendo esta escolhida para os estudos posteriores.

Com relacdo a amplitude de pulso foi estudada em uma faixa de 10 a 100 mV
e para a realizacdo deste experimento utilizou-se uma concentragéo de 2,31 ug mL?

de cumarina, como mostra a Figura 21.

Figura 21 — Influéncia da amplitude de pulso sobre a oxida¢do da cumarina. Voltamogramas de onda
quadrada obtidas em 2,31 ug mL* de cumarina em tampao BR 0,1 MOl L (wmmmm) 10 MV, (mmm) 20
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0,4

1,7 1,8 1,9 2 2,1
E (V) / Ag/AgCI
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A resposta voltamétrica da cumarina que apresentou maior sensibilidade para
a amplitude de pulso foi de 50 mV, sendo esta escolhida para os estudos
subsequentes.

Além da influéncia da amplitude de pulso e da frequéncia de aplicacao de pulso
de potencial foi investigado também o incremento de varredura em uma faixa de 1 a
10 mV para uma concentracédo de 2,31 ug mL* de cumarina, como mostra a Figura
22.

Figura 22 — Influéncia do incremento de potencial sobre a oxida¢do da cumarina. Voltamogramas de
onda quadrada obtidas em 2,31 uyg mL* de cumarina em tampao BR 0,1 Mol L ((eemmmm) 1 MV, (e )
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O valor de incremento de potencial escolhido foi de 5 mV, pois obteve maior
intensidade de corrente.
Na Tabela 2 sdo apresentados de forma resumida os valores de otimizagdo

dos parametros experimentais da VOQ:

Tabela 2 — Pardmetros eletroquimicos otimizados na VOQ

PARAMETROS VALORES OTIMIZADOS
Frequéncia (Hz) 75
Amplitude de pulso (mV) 50

Incremento de potencial (mV) 5
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4.7 Curva analitica

A Figura 23 mostra a curva analitica, obtida por regressao linear pelo MMQ,
construida a partir de concentracdes crescentes de uma solugcdo de cumarina com
suas respectivas respostas voltamétricas por meio da técnica de VOQ nas condi¢des

experimentais otimizadas em eletrélito suporte BR (pH=10).

Figura 23 — A) Voltamogramas de onda quadrada com linha de base corrigida para adi¢cbes crescentes
de uma solucéo de cumarina em solucéo tampéao BR 0,1 mol L (pH 10,0) sob a superficie do eletrodo
de DDB em concentragfes de 1,54 a 15,30 pyg mL?! (f = 75 s'1, AEs =5 mV e AEp = 50 mV, em janela
de potencial de 1,5 &4 2,1 V). B) Curva analitica

121 () |
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A corrente de pico e a concentragdo obtiveram uma relagdo linear para uma
faixa de 1,54 a 15,30 upg mL* (R2=0,9971 paran=9, e i/uA = 0,73 + (0,001) — 0,702
+ (0,01))

4.8 Validacdo do modelo do método proposto

Nesse estudo, a homocedasticidade dos dados foi comprovada através do teste
de Cochran no qual mostra resultados com valores abaixo do tabelado, C.,; (0,371)
< Cqrit (0,478), assim, ao nivel de 5% de significancia, ndo se rejeitou a hipbétese de
igualdade das variancias podendo inferir que em qualquer nivel de concentracéo o
sinal analitico apresenta variancias dos residuos homogéneas. Diante disso, justifica-

se a utilizagcdo do MMQ para calcular a equagéo de regressao linear visto que se trata
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de um sistema homocedastico, ndo sendo necessario um fator de ponderacao
(INMETRO, 2018). Vale ressaltar que a homocedasticidade geralmente é um requisito
necessario para a ANOVA.

Além disso, a Figura 24 apresenta o grafico dos residuos do modelo de
calibracao no qual foi construido com a finalidade de identificar se existe algum padrao

nos residuos.

Figura 24 — Grafico dos residuos do modelo de regresséo linear da curva analitica para a cumarina
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Pode-se verificar que visivelmente ndo ha tendéncia no grafico de residuos,
sendo observado um comportamento aleatério mostrando que o modelo proposto é
adequado. Embora nédo seja exibido uma eventual falta de ajuste devido a distribuicao
dos residuos, é importante submeter os dados ao teste F para entdo concluir que o
modelo ndo apresenta falta de ajuste, assim como, avaliar a significancia estatistica
da regressao.

Os resultados da ANOVA, apresentados da Tabela 3, foram empregados para

a validacado do modelo do método proposto.
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Tabela 3 — Andlise de varidncia obtida para a curva analitica na faixa de concentracdes de 1,54 a 15,30
ug mL! de cumarina

Fonte de variacio Soma Quadrética Graus de Média quadrética
(SQ) Liberdade (MQ)

Regressao 2,59%x 10710 1 2,59x 10710
Residuo 7,563x 10713 25 3,01x 10714
Falta de ajuste 3,76x 10713 7 5,37x 1014
Erro puro 3,78x 10713 18 2,10x 10714
Total 2,60x 10°10 26

MQRgeg/MQyes 8,58 x 103 F.ie = 4,24

MQraj/MQgp 2,56 Ferir = 2,58

MQgeg: Média quadratica da regressdo; MQ,.s: média quadratica do residuo; MQg,;: média quadratica
da falta de ajuste; MQgp: média quadratica do erro puro.

As médias quadréticas apresentadas nessa tabela foram submetidas aos testes
de falta de ajuste e significancia da regressao, dessa forma, foi atestado que ha
significancia na regressdo do modelo (F., (8,58 x 103%) > F_.; (4,24)), assim como, é
possivel confirmar que a um nivel de confianca de 95% nao ha falta de ajuste F.,;
(2,56) < Fg: (2,58).

ApOGs investigar sobre o comportamento linear do modelo e constatar a
homocedastidade dos dados, comprovar a significancia da regressao e evidenciar que
nao ha falta de ajuste, o sistema estudado foi avaliado com base nas seguintes figuras
de mérito: LD, LQ, exatidao e preciséao.

A partir da construcdo de trés curvas analiticas, como pode ser visto na Figura

25, foram calculados os LD e LQ que foram estimados pelas Equacdes 1 e 2.

Figura 25 — Curvas analiticas utilizadas na determinacao dos limites de deteccao e quantificagédo
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(A) i [pA = 0,742 + (0,0014) — 0,751 + (0,14) R2 = 0,9976
(B) i/uA = 0,734 + (0,0011) — 0,688 + (0,11) R2 = 0,9985
(C) i/uA = 0,721 + (0,0016) — 0,668 + (0,16) R2 = 0,9964

Dessa forma, para o calculo dessas equacdes foram empregados o desvio
padrdo (4,37x10%) obtidos através dos coeficientes lineares mostrados na Figura 25
em suas respectivas equacdes de regressao e R?, e o coeficiente angular da curva
analitica apresentada na Figura 23. Assim, os LD e LQ foram estimados em 0,20 ug
mL?t e 0,62 ug mL, respectivamente. Valores de 2,5 ug mL* e 9,5 ug mL* para LD
e LQ, respectivamente, foram encontrados por Bertoldi et al. (2016) ao quantificarem
cumarina em amostras de extrato de guaco por HPLC-UV. Valores inferiores
referentes aos LD e LQ foram alcangcados no método desenvolvido nesta pesquisa.

A exatidao foi avaliada por meio da comparacéo das médias do método proposto
e do método de referéncia e pelo teste de recuperacdo em seis amostras de infusdo
das folhas de guaco.

O método de referéncia (CLAE) preconizado pela Farmacopeia Brasileira foi
utilizado para validar o método proposto. Logo, o teste t pareado foi aplicado, ao nivel
de 95% de confianca, para comparar as médias das concentracdes de cumarina em
infusbes de seis amostras comerciais de folha de guaco de ambos os métodos,
apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Determinacdo da cumarina em amostras de infusdo de folhas de guaco
Cumarina (ug mL1)

Amostras Método proposto Método de referéncia
Média Média
+ DP + DP

01 24,72 £0,04 25,56+0,6

02 39,10 +£0,2 41,65+1,04

03 8,57 £0,01 7,23+0,06

04 10,23 £0,01 12,45+0,1

05 25,30 +0,05 27,631+0,2

06 24,61 £0,09 25,62+0,01

E possivel concluir que os valores obtidos nos métodos ndo possuem nenhuma

diferenca estatisticamente significativa, uma vez que o valor de t., (2,12) € menor do
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que o valor de t..; (2,23), evidenciando a exatiddo do método. Um outro método para
doseamento da cumarina foi desenvolvido por Silva et al., (2008), onde a cumarina é
determinada no xarope de guaco com cloroformio utilizando espectroscopia UV.
Similarmente a esta pesquisa, as medias do teor de cumarina obtidas pela técnica
espectrofotométrica foram comparadas com aquelas obtidas pela técnica
cromatografica e os 3 lotes quantificados ndo obtiveram diferenca estatisticamente
significativa.

Com relacéo ao teste de recuperacao, foram realizadas fortificagcbes em trés
niveis de concentracdes diferentes: baixa (6,92 ug mL1), média (8,45 pg mL?) e alta

(9,98 ug mL1), conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Resultados para o estudo de recuperacdo em trés niveis de concentracdo de cumarina em
seis amostras de infusdo das folhas de guaco

Cumarina (ug mL™?)

Amostras  ConcentracdoSOCINTET OV cuperacaes o0 )
+ DP + DP

6,92 7,37£0,04 0,53

Amostra 01 8,45 9,1740,03 0,36 107,62+ 0,99
9,98 10,77+0,05 0,50
6,92 5,9340,01 0,22

Amostra 02 8,45 7,3440,001 0,02 86,40+ 0,82
9,98 8,67+0,01 0,13
6,92 7,49+0,01 0,11

Amostra 03 8,45 9,08+0,01 0,16 107,42+ 0,73
9,98 10,65+0,02 0,17
6,92 7,4510,02 0,21

Amostra 04 8,45 9,07+0,02 0,18 106,99+ 0,76
9,98 10,59+0,01 0,13
6,92 5,9940,01 0,18

Amostra 05 8,45 7,331+0,02 0,26 85,85+ 1,45
9,98 8,43+0,01 0,13
6,92 6,784+0,02 0,34

Amostra 06 8,45 8,21+0,03 0,39 97,42+ 0,43
9,98 9,70+0,02 0,20

*CV = coeficiente de variagéo (n=3)
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A ANVISA em sua resolucéo n° 166, 24 de julho de 2017, estabelece que para
determinacao quantitativa do analito em matérias-primas ou em formas farmacéuticas
os limites percentuais do teor do analito devem estar dentro de uma faixa de 80 a
120% da concentracao tedrica do teste (BRASIL, 2003). As recuperacdes obtidas
nesse estudo foram em uma faixa de 85,85 a 107,62%. Dessa forma, nessa faixa de
concentracdo estudada as recuperacdes obtidas sdo aceitaveis, pois estdo de acordo
com os limites sugeridos pela ANVISA.

A precisdo também foi investigada a partir de trés niveis de concentragfes
diferentes: baixa (1,54 pg mL1), média (4,62 ug mL?) e alta (7,69 ug mL?) e expressa
nesse estudo por meio da repetibilidade. Os resultados foram calculados em termos
de coeficiente de variacdo sendo obtido valores entre 0,18 e 1,49 como mostrado na
Tabela 6.

Tabela 6 — Resultados obtidos para determinacdo do estudo de precisdo
Cumarina (ug mL™?)

Concentracao teérica 1,54 4,62 7,69
Concentracgéo predita 01 1,39 4,86 8,16
Concentragéo predita 02 1,39 4,78 8,17
Concentracéo predita 03 1,38 4,71 8,14
Média 1,39 4,78 8,16
Desvio padréo 0,0049 0,071 0,014
CV*(%) 0,36 1,49 0,18
Média CV (%) 0,68

*CV = coeficiente de variagéo (n = 3)

Os valores obtidos nesse estudo de precisdo estdo em concordancia com o
estabelecido pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC) (2016), no qual
sugere que a um nivel de concentracdo de 10 mg L o coeficiente de variagédo obtido
sob condic¢bes de repetibilidade seja menor ou igual a 7,3.

Por fim, a Figura 26 apresenta o gréfico da elipse de confianga conjunta para

0 meétodo proposto por VOQ.
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Figura 26 — Elipse de confianga conjunta para o método proposto por voltametria de onda quadrada
8 -

6f
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0,7 0,8 0,9 1 1,1 1,2
Inclinagao
E possivel notar que a elipse gerada contém o ponto ideal tedrico e dessa forma
podemos concluir que o método desenvolvido para determinar a concentracdo de
cumarina nas infusdes de seis amostras comerciais de folha de guaco, (Mikania

glomerata) estdo de acordo com os valores obtidos pelo método de referéncia.
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5 CONCLUSAO

O estudo realizado neste trabalho evidencia a viabilidade do desenvolvimento
de uma nova metodologia para a quantificagdo da cumarina em infusdo de guaco
utilizando a VOQ e EDDB.

A cumarina apresentou um unico pico de oxida¢do em torno de + 1,77 V, com
caracteristicas de um processo irreversivel com transferéncia de 1 elétron, sendo o
processo de oxidacdo da cumarina predominantemente controlado por difusdo das
espécies. Os melhores resultados analiticos sobre o EDDB em tampao BR foram
obtidos em pH 10, com frequéncia de 75 s, amplitude de pulso de 50 mV e
incremento de potencial 5 mV.

O método proposto mostrou uma relacéo linear em uma faixa de concentragcao
de 1,54 a 15,30 pg mL* (R?2=0,9971), com LD e LQ de 0,20 ug mL* e 0,62 pg mL™?,
respectivamente. As médias das concentracfes de cumarina nas amostras de guaco
pelo método proposto ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa
daqueles obtidos pelo método de referéncia, assim como, foram obtidos excelentes
valores de recuperacédo variando de 85,85 a 107,62%, evidenciando ser um método
exato. Além disso, o0 método desenvolvido mostrou ser preciso ao obter coeficientes
de variacédo (0,36-1,49%) dentro do estabelecido pela AOAC.

Além disso trata-se de uma técnica que utiliza uma instrumentacdo de baixo
custo, rapida execucao, ndo havendo a necessidade de um pré-tratamento complexo
da amostra, descartando a utilizagdo de solventes organicos e garantindo a
simplicidade e rapidez no desenvolvimento da metodologia analitica.
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