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SOLID STATE DIFFERENTIAL PULSE VOLTAMMETRY (DPV) FROM SPOTS OF THIN LAYER CHROMATOGRAPHY

(TLC): ANEW METHOD FOR ANALYSIS OF ANTIOXIDANT PHYTOACTIVES. A new electroanalytical method coupling TLC-
DPV in solid state was developed for quantitative determination of phytoantioxidants with medicinal purpose, e.g. rosmarinic acid

(RA) in samples of phytopharmaceuticals, e.g. rosemary (Rosmarinus officinalis L.). The method showed to be feasible, presenting

linearity in concentrations ranging from 0.694 x 10t0 9.526 x 10°mol L'! (r = 0.9945), good sensibility, selectivity, reproducibility,
repeatability, agility and affordable cost. The concentrations of RA in different extracts of rosemary ranged from 0.05 to 0.52 (%

w/w), presenting high recovery levels when compared to HPLC.
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INTRODUCAO

O dacido rosmarinico (AR) é um éster dos acidos cafeico e
3,4-di-hidroxifenilato, comum nas Boragindceas e na subfamilia
Nepetoideae das Lamidceas.! Intimeras atividades bioldgicas vém
sendo atribuidas a esse marcador, como propriedades antidepressiva,’
hepatoprotetora,® anti-inflamatéria,* antiangiogénica,’ antitumoral,®
antiretroviral’ e antimutagénica.® Além disso, € reconhecido como
um dos mais potentes fitoativos antioxidantes,” o que justifica uma
gama de aplicagdes, incluindo produtos que vao de conservantes de
alimentos e cosméticos, até medicamentos. '’

A identificaco e quantificagdo de marcadores vegetais importantes
como o AR garantem autenticidade e qualidade as matérias-primas
vegetais e, no caso dos fitoantioxidantes, a eficicia do produto.'! Neste
contexto, a andlise quantitativa do AR tem sido realizada por meio de
métodos cromatogréficos demorados e onerosos'>" e o desenvolvimen-
to de métodos mais rapidos, com baixo custo e que também apresentem
menor impacto ambiental, tem sido alvo de vrios estudos.!*

Os métodos eletroanaliticos pertencem a um grupo de métodos
analiticos quantitativos que se baseiam nas propriedades elétricas de
uma solucdo contendo a espécie de interesse (analito) quando este faz
parte de uma célula eletroquimica. Assim, a transferéncia de elétrons
ocorre na superficie do eletrodo, sendo dependente do meio da solugio
eletrolitica e do material do eletrodo. De modo geral, apresentam ca-
racteristicas analiticas adequadas, como viabilidade, boa seletividade,
exatiddo, alta sensibilidade, assim como baixos custo e impacto am-
biental (baixo consumo de reagentes).'"> Dentre as técnicas mais di-
fundidas destacam-se as voltametrias ciclicas e de pulso diferencial,'®
coulometria e ambas as técnicas acopladas ou indiretas.!! Deste modo,
os métodos eletroquimicos apresentam grande aplicabilidade analitica
ao estudo dos fitoantioxidantes, ja que estes sdo espécies eletroativas.
Estes métodos sdo, em geral, mais seletivos e sensiveis que os métodos
espectrométricos e mais reprodutiveis que os métodos biolégicos, como
xantina oxidase e peroxidac@o lipidica.'*!

O desenvolvimento de eletrodos quimicamente modificados
(EQMs) baseia-se, em geral, no uso de espécies que apresentem
alguma resposta ou afinidade especifica a determinado tipo de ana-
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lito. Um grupo de EQMs bastante difundido por sua simplicidade
e versatilidade € o dos eletrodos de pasta de carbono (EPCs)."® Por
sua vez, a modificagdo de EPCs com proporcdes exatas da espécie
eletroativa de interesse pode, segundo a Lei de Faraday, fornecer
dados quali e quantitativos.!''"!s

No caso de fitoterapicos, dada a inerente complexidade quimi-
ca, uma boa alternativa seria proceder a uma separagdo prévia.'
Neste contexto, a cromatografia em camada delgada (CCD) € uma
alternativa simples, rdpida e de baixo custo, que pode ser utilizada
para fornecer quantidades exatas de um analito especifico. Existem
na literatura diversos trabalhos apresentando técnicas envolvendo o
acoplamento da CCD com diferentes métodos de detecgao,* incluindo
métodos eletroanaliticos.?'*? Entre as propostas desenvolvidas para
sistemas de deteccdo eletroquimica em sistemas de cromatografia
planar destacam-se aquelas voltadas a determinacio quantitativa
de fons metélicos.?! Nestes sistemas, microeletrodos sdo colocados
diretamente sobre as cromatoplacas e a fase movel exerce também
fungdo de eletrélito suporte.?*> No caso de compostos orginicos,?
estes dispositivos apresentam além da dificuldade relacionada ao
ajuste 6timo do eletrodo de trabalho, maior dificuldade na reprodu-
tibilidade do tamanho das manchas. Estes fendmenos seriam ainda
mais evidentes em amostras complexas, como os extratos vegetais.
Por sua vez, ainda ndo foram realizados estudos contemplando o
emprego destas duas técnicas na determinacao quantitativa de espécies
eletroativas em matrizes complexas como insumos fitofarmacéuticos.

Neste artigo, apresenta-se um método eletroanalitico em estado
solido para andlise quantitativa do fitoantioxidante 4cido rosmarinico,
isolado por CCD, em amostras de alecrim (Rosmarinus officinalis L.),
onde a silica contendo acido rosmarinico (manchas) foi utilizada no
preparo de EPCs, os quais foram analisados por voltametria de pulso
diferencial (VPD) e os voltamogramas obtidos permitiram determinar
as concentragdes deste marcador nas amostras analisadas.

PARTE EXPERIMENTAL
Amostras, padroes e reagentes

Amostras de tinturas de alecrim foram adquiridas de dois di-
ferentes fornecedores de insumos fitoterdpicos no mercado local.
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Uma terceira tintura foi obtida, por percolagdo, no Laboratério de
Pesquisa em Produtos Naturais (LPPN) da Faculdade de Farmaicia,
Universidade Federal de Goids, a partir de uma amostra de folhas
coletadas de espécimes localizados no Horto de Plantas Medicinais da
Secretaria Estadual da Saude, Goiania-Go (863 m, 16°43°50.3” Sul,
49° 14°32.9” Qeste), as quais foram secas a temperatura ambiente e
trituradas em moinho de facas. Acido rosmarinico (Sigma-Aldrich®,
Steinheim, Alemanha) foi usado como substancia de referéncia. Eta-
nol (Chemis®, Sdo Paulo, Brasil), 6leo mineral (Nujol®, Sdo Paulo,
Brasil), grafite em p6 (Merck S/A, Sao Paulo, Brasil), KCl1 (Synth®,
Sédo Paulo, Brasil ), HC1 (Impex®, Sdo Paulo, Brasil), dcido férmico
anidro (Impex®, Sdo Paulo, Brasil), acetona (Chemis®, Sdo Paulo,
Brasil), cloreto de metileno (Chemis®, Sdo Paulo, Brasil), acetonitrila
grau CLAE (Tedia®, Rio de Janeiro, Brasil), metanol grau CLAE
(Tedia®, Rio de Janeiro, Brasil) e dgua ultrapura obtida a partir de
um sistema de purificagdo Milli-Q (Millipore®, Bedford, EUA) foram
usados como reagentes analiticos.

Cromatografia em camada delgada — CCD

As cromatografias foram realizadas em cromatoplacas de alu-
minio impregnadas com silica gel para fluorescéncia, de 250 um de
espessura (Whatman AL SIL G/UV), sob temperatura ambiente (25
+ 1 °C), utilizando-se cuba cromatografica apropriada previamente
saturada com o vapor da fase mével composta por acetona:icido
férmico:cloreto de metileno (25:8,5:85), conforme proposto pela
Farmacopeia Portuguesa VIII*® na monografia de R. officinalis. Vo-
lumes otimizados de padrdes e amostras foram aplicados a 1,5 cm
da base da placa e ap6s eluicdes de 8 cm (tempo médio de 25 min),
as placas foram secas a temperatura ambiente em capela. Apés 20
min, as manchas correspondentes ao AR eram observadas em luz
ultravioleta a 365 nm. A fase movel e solucdes padrio foram prepa-
radas imediatamente antes dos ensaios cromatograficos, sendo todas
as andlises realizadas em triplicata.

Preparo dos EPCs

As manchas observadas nas cromatoplacas representadas na
Figura 1 correspondentes a fracdo AR das amostras (A1,A2, ... An)e
solugdes padrio em diferentes concentracdes (P1, P2, P3, ... Pn) foram
cuidadosamente raspadas com espdtulas de pldstico para ndo arranhar
a placa de aluminio, recolhidas e guardadas em frasco Ependorft sob
refrigeragdo (4 °C), protegidos da luz e umidade.
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Figura 1. Estrutura do eletrodo de trabalho preparado com manchas de
CCD referentes ao AR

As aliquotas de silica com o analito isolado eram misturadas
com grafite em p6 e 6leo mineral nas propor¢des de 7-9:25:66-68 (%
p/p/p), por no minimo 10 min. As pastas assim obtidas foram utiliza-
das no preparo de EPCs (Figura 1) e os mesmos foram submetidos a
ensaios eletroanaliticos para a determinacio quantitativa do AR. O
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preparo das pastas e as andlises foram feitos imediatamente apds o
isolamento das manchas contendo o AR e silica e nos tempos de 7 e
30 dias apds este isolamento.

Voltametria de pulso diferencial - VPD

Para as andlises voltamétricas foi utilizado um Potenciostato/
Galvanostato Autolab® III PGSTAT (Eco Chemie®, Utrecht, Holanda)
acoplado a um computador equipado com o software PGSTAT 20
versdo 4.9 para aquisi¢do de dados e este, conectado a uma célula
eletroquimica convencional com sistema de trés eletrodos: eletrodo
de trabalho de pasta de carbono modificado com a silica contendo o
acido rosmarinico (@ 2 mm), eletrodo auxiliar de espiral de platina e
eletrodo de referéncia de calomelano. As medidas foram executadas
sob temperatura ambiente tendo uma solugio de KC10,1 mol L' (pH
7,0) como eletrdlito suporte.

Delineamento experimental preliminar

Para fins de otimizacdo, foram avaliados os efeitos de algumas
das principais varidveis envolvidas no método analitico, seguindo
um planejamento fatorial completo do tipo Box-Behnken.?* Os niveis
dos fatores estudados sdo apresentados na Tabela 1, que mostra os
c6digos e valores nao codificados de cada fator. Ainda com o mesmo
proposito, foram avaliados os efeitos de outros pardmetros da VPD
como potencial aplicado, tempo de varredura, velocidade de varredura
e amplitude de pulso.

Tabela 1. Fatores codificados e seus niveis no planejamento fatorial Box-Behnken

Niveis
Fatores -1 0 +1
V (uL) 5 10 20
T, (min) 5 10 15
T, (min) 1 2 4

V = volume aplicado a cromatoplaca; T, = tempo de homogeneizacao da pasta;
T, = tempo de acondicionamento do eletrodo no eletrélito suporte.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE

A titulo de comparag@o, foram realizados experimentos adicio-
nais visando a quantificagdo do AR por CLAE. As andlises foram
realizadas usando um sistema cromatografico liquido Shimadzu®
(modelo LC — 20AT Prominience) equipado de uma bomba quar-
tendria Shimadzu® (LC — 20AT), degaseificador Shimadzu® (DGU
—20A5 Prominience), injetor automatico Shimadzu® (SIL — 20A Pro-
minience) e detector PDA Shimadzu® (SPD — M20A Prominience).

As separagdes cromatogrificas foram conduzidas em coluna
Gemini® FR-C18 3 um (4,6 mm de @ interno x 250 mm de compri-
mento) inserida em um compartimento com temperatura regulada por
termostato Shimadzu® (CTO —-20A Prominience), empregando como
fase movel uma mistura de acetonitrila a 30% (v/v) e 70% (v/v) de
uma solugdo de acetonitrila: dcido férmico:dgua milli-Q (2.5:0.5:97
% vIv)'? sob fluxo isocrdtico de 0.5 mL min™ por 15 min e detecgio
a 254 nm. A aquisicdo e andlise dos dados foram feitas empregando-
se um médulo controlador Shimadzu® (CBM — 20A Prominience)
acoplado a um computador com software Shimadzu® LC Solution.?

Validacio da metodologia

Os parametros de validacio avaliados foram linearidade, seleti-
vidade, limites de detec¢@o e quantificagdo, repetibilidade e precisio
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intermedidria, sendo a andlise dos dados realizada seguindo as dire-
trizes propostas pela Resolugdo RE 899/2003 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria (ANVISA).?

RESULTADOS E DISCUSSAO
Isolamento do analito por CCD

Baseado no delineamento desta etapa analitica, o volume de 5 uLL
mostrou-se 0 mais adequado, uma vez que possibilitou a obtencao de
manchas mais densas e com menor proporcao de silica. No que diz
respeito a composi¢do de fases mével e estaciondria, optou-se pelo
método oficial, de modo que as tinturas aplicadas nas placas croma-
tograficas foram devidamente separadas nessas condi¢des. Manchas
correspondentes ao padrdo de AR em diferentes concentragdes (P1,
P2, ... Pn) e nas amostras de tinturas (A1, A2, ...An) apresentando
Rfde 0,55 + 0,02 foram isoladas para elaboracdo dos EPCs e andlise
em estado solido.

Preparo dos EPCs

O tempo de mistura das pastas de carbono modificadas (PCMs) €,
em geral, determinante para uma perfeita homogeneizagao. Entretan-
to, ndo se observaram diferencas significativas nos tempos avaliados,
adotando-se o tempo de 10 min. Os eletrodos preparados com material
estocado por 7 e 30 dias e analisados por VPD apresentaram perfis
voltamétricos bastante idénticos aqueles preparados imediatamente
ap0s o isolamento (Figura 2). Tal fato demonstra que o AR permanece
estdvel nas condi¢des de acondicionamento propostas. Também foram
avaliadas pastas preparadas com silicone e liquido idnico (cloreto
de 1-Butil-2,3-dimetil-imidazol) nas mesmas proporc¢des citadas
anteriormente, porém, sem nenhuma alteracdo significativa. Assim,
adotou-se o 6leo mineral como agente aglutinante em virtude de seu
menor custo que, agregado as inerentes vantagens de EPCS, i.e.,
baixa corrente de fundo, baixo ruido, amplo intervalo de potencial
de trabalho, versatilidade e simplicidade de preparagdo, fazem destes
eletrodos os mais utilizados entre EQMs .’
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Figura 2. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para eletrodos pre-
parados imediatamente apds isolamento da fra¢do cromatogrdfica contendo
AR e apds 7 e 30 dias. KC1 0,1 mol L' pH 7,0. Velocidade de varredura de
30 mV s7!; amplitude de pulso de 50 mV

Outra grande vantagem desse tipo de EQMs reside na possibilida-
de de serem realizados estudos quali e quantitativos em estado sélido
de espécies eletroativas com baixa ou média solubilidade em meio
aquoso.'® Com base nesta assertiva, sua aplica¢do pode ser estendida
a maioria dos fitocompostos com interesse medicinal, dentre eles os
compostos polifenélicos em geral, i.e., dcidos fendlicos, taninos,
flavonoides, cumarinas, entre outros, que frequentemente apresentam
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baixa ou média solubilidade em meio aquoso, fato este que limitaria
eventuais estudos em solugdes desta natureza.

Medidas eletroquimicas

Apés preparo das PCMs, verificou-se que o tempo ideal para o
acondicionamento deste no eletrdlito suporte foi o de 4 min. Tempos
menores resultaram em aumento de ruido e da corrente capacitiva, bem
como outras distor¢des relacionadas ao processo de hidratac@o das pastas.
Em contrapartida, tempos excedentes de acondicionamento implicariam
em maiores tempos de andlise, podendo ainda resultar na lixiviagao do
analito e consequente reducao do sinal. De fato, verificou-se que apds
10 min de acondicionamento havia uma queda progressiva dos niveis de
corrente, o que pode estar relacionado a moderada solubilidade do AR
em meio aquoso. Desse modo, € necessario que se padronize o T, para
PCMs elaborados com material isolado de padrdes e amostras.

Em estudos preliminares realizados em nosso laboratério, foi
investigado o potencial da redissolucio direta de manchas de CCD
correspondentes a fragdo de AR no eletrélito suporte, sendo necessario
um tempo minimo de 20 min (sob agitag@o) para a lixiviacdo total
(dessorcdo) do analito da silica e estabilizacdo dos niveis de corrente
(Ipc) medidos. Considerando que a maioria dos fitoantioxidantes
polifendlicos sdo tdo ou menos hidrossoldveis que o AR, o método
aqui proposto (em estado sélido) se mostra mais adequado do que
a dissolugdo direta no eletrélito suporte. Outro aspecto vinculado a
fitoantioxidantes diz respeito a adsor¢do e/ou eletropolimerizacdo de
compostos polifendlicos, quando submetidos a potenciais anddicos,
resultando em passiva¢ado da superficie eletrédica e requerendo tempo
adicional para renovagao da superficie de materiais eletrédicos con-
vencionais, i.e., eletrodos de carbono vitreo e platina.'''>*® Qutrossim,
levando-se em considera¢do que a andlise em CCD € uma pratica
rotineira no controle de qualidade de medicamentos fitoterapicos,
a praticidade do método proposto se torna ainda mais evidente. Em-
bora métodos analiticos envolvendo sistemas hibridos com deteccio
direta,??? apresentem ainda maior rapidez e praticidade que o pro-
cedimento aqui proposto, tais dispositivos apresentam dificuldades
operacionais relacionadas ao ajuste 6timo do eletrodo de trabalho
sobre a cromatoplaca. Por sua vez, esta dificuldade implica em falta
de reprodutibilidade na espessura do filme interfacial de eletrélito
suporte (fase mével), constituindo-se num fator de erro experimental.
2122 Qutro fator de erro experimental comum em ensaios CCD € a
falta de reprodutibilidade do tamanho da mancha, problema este, em
geral, maior em compostos organicos e bastante comum em croma-
togramas de amostras vegetais.'>!®?22 Em contrapartida, o método
aqui proposto requer aparatos disponiveis comercialmente, podendo
ser executado em qualquer laboratdrio de controle de qualidade.

Quanto aos pardmetros eletroquimicos, foram investigados aqueles
relacionados a velocidade de varredura e amplitude de pulso, constatando-
se, respectivamente, valores 6timos de 30 mV s e 50 mV (Tabela 2).

Tabela 2. Ajuste dos parametros para VPD

Parametros avaliados Valores investigados ~ Valores otimizados

Potencial catddico (V) 0,012 0,015 0,015
Tempo de varredura (s) 0,4;0,5e¢0,6 0,5
Vel. de varredura (mv s™') 24,25¢ 30 30
Amplitude de pulso (mV) 25,50e 75 50

Nas condicdes otimizadas estabelecidas, obteve-se uma curva
padrdo linear de 0,694 x 10 29,526 x 10°mol L'. A equagdo da reta
encontrada foi I = 3, 15869°C + 1,603097, onde I € a intensidade
de corrente, C a concentragdo de AR em mol L' e r = 0,9945. Com
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relagdo aos outros pardmetros de validagdo avaliados, foram observa-
dos limites de detec¢do e quantificacdo de 1,2 x 10 e 3,6 x 10 mol
L', respectivamente, além de boa reprodutibilidade interensaios com
coeficiente de variagdo (CV) de 3,03% e boa repetibilidade intraen-
saios com CV =2,2%; todos estes indicadores de qualidade cumprem
0s requisitos propostos pela legislagdo vigente.” A Figura 3 mostra
os voltamogramas e a curva correspondente obtidas para eletrodos
de pasta de carbono preparados com diferentes propor¢des de AR.
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Figura 3. Curva padrdo (A) obtida a partir de voltametria de pulso diferencial
(B) para pastas elaboradas com diferentes concentragdes de dcido rosmari-
nico (0,69 x 10°a 9,52 x 10° mol L. KCI 0,1 mol L' pH 7,0. Velocidade de
varredura de 30 mV s”'; amplitude de pulso de 50 mV

Assim sendo, o uso de eletrodos modificados com o analito iso-
lado por CCD mostrou-se eficiente e a voltametria em estado sélido
demonstrou ser uma técnica capaz de realizar medidas quantitativas
de acido rosmarinico em amostras comerciais, bem como em amostras
preparadas artesanalmente em nosso laboratério (Figura 4).
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Figura 4. Voltamogramas de pulso diferencial para pastas elaboradas com
AR isolado por CCD de diferentes amostras de tinturas de alecrim. I) Tintura
comercial, fornecedor A; Il) tintura comercial, fornecedor B; IIl) tintura
produgdo propria. KCI 0,1 mol L. pH 7,0. Velocidade de varredura de 30
mV s”'; amplitude de pulso de 50 mV

A partir de calculos baseados nos dados da curva padrio obtiveram-se
concentracdes de AR para as diferentes amostras de tinturas, que apre-
sentaram excelente taxa de recuperagio quando comparadas a métodos
tradicionais como CLAE (Tabela 3). Neste caso, o0 método apresentou
linearidade em intervalos de concentragio de 2,5-50 pg/mL, com r =
0.999. Nas condicdes estabelecidas, os tempos de reten¢do das amostras
de padrdo de AR em diferentes concentracdes e nas amostras de tinturas
de alecrim foram de 11,26 + 0,03 e 11,33 + 0,07, respectivamente.
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Tabela 3. Taxas de recuperagdo para método proposto (CCD-DPV) frente a
método CLAE, obtidas na analise de diferentes amostras de tintura de alecrim

Amostra AR /CCD-DPV  AR/CLAE Taxa de recuperagido

(% m/m) (% m/m) (%)
Fornecedor A 0,05 0,05 100,0%
Fornecedor B 0,105 0,11 95.5%
Producao prépria 0,52 0,54 96,3%
CONCLUSOES

O hibrido CCD-VPD proposto demonstrou um potencial analitico
considerdvel, uma vez que este apresentou caracteristicas desejdveis
como baixo custo, rapidez e facilidade de execugdo, linearidade,
reprodutibilidade e repetibilidade, além de possibilitar a eliminagao
do efeito de interferentes, o que culminou no aumento da seletividade
e sensibilidade do método, o qual pode ainda ser aplicado a outros
fitoantioxidantes em praticas de controle de qualidade de fitoterdpicos.

Ademais, estes fatores nos permitem concluir que o método
proposto pode ser aplicado com sucesso na quantificacdo do dcido
rosmarinico em insumos fitoterdpicos de alecrim, contribuindo na
avaliacdo e garantia da qualidade destes, bem como na manuten¢do
de sua eficécia.
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