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Resumo

O objectivo deste trabalho foi o estudo voltamétrico de citroflavondides utilizando
métodos voltamétricos para esclarecer 0s seus mecanismos de oxidagdo. O estudo
voltamétrico da diosmetina, hesperidina, isoroifolina e linarina foi efectuado e revelou
tratarem-se de processos de oxidacdo complexos e dependentes do pH.

No estudo dos diferentes citroflavondides, observou-se que 0s mecanismos de
oxidagéo consistem na oxidagdo do grupo substituinte do anel B e do grupo resorcinol no
anel A. Os picos de oxidagdo ocorrem para pH superior a 3.50 pois 0 grupo resorcinol é
oxidado a potenciais mais elevados e em solucdo aquosa nao é possivel a sua deteccao
com um eléctrodo de carbono devido & decomposicdo do solvente. O processo de
oxidacdo do grupo catecol é reversivel e ocorre para valores mais baixos de potencial.



Abstract

The objective of this work was the voltammetric study of several citrusflavonoids
using voltammetric methods to establish their oxidation mechanisms.The voltammetric study
of diosmetin, hesperidin, isorhoifolin and linarin was done and revealed a complex and pH
dependent oxidation process.

In the study of different citrusflavonoids, it was observed that the oxidation
mechanism involved the oxidation of the substituent of ring B and the resorcinol group in
ring A. The oxidation peaks occur at pH greater than 3,50 because the resorcinol group is
oxidized at higher potentials and in aqueous solution is not possible to detect with a carbon
electrode due to the decomposition of the solvent. The process of oxidation of the catechol

group is reversible and occurs for lower values of potential.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO



1.1 COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fenolicos sdo todos aqueles que, ndo sendo azotados, tém um ciclo
ou ciclos aromaticos e sdo principalmente derivados do metabolismo do acido xiquimico
e/ou acetato. Estes compostos sdo classificados como metabolitos secundarios das plantas
estando presentes em frutas e vegetais e conferindo-lhes cor e sabor, funcbes de defesa
ante herbivoros e agentes patogénicos, suporte mecanico, atraccdo de polinizadores ou
dispersores de frutos e absorcdo de radiacdo ultravioleta [1].

Existe um grande interesse nos compostos bioquimicos como componentes
bioactivos dos alimentos uma vez que estes compostos tém um efeito positivo contra
certas doencas, algumas formas de cancro e doencas corondrias tendo também efeitos
antialérgicos, antibacterianos, antivirais e ac¢fes vasodilatadoras [2-4]. Os fenois podem
actuar como removedores de radicais livres neutralizando espécies perigosas de oxigénio
reactivo e quelatos de i6es metalicos. O consumo de vegetais, fruta e vinho tinto como
forma de prevencdo de doencas deve-se em grande parte aos seus constituintes
polifendlicos que tém propriedades antioxidantes.

Os principais compostos fendlicos, classificados de acordo com o numero de
atomos de carbono do esqueleto base, sdo os &cidos fendlicos, os flavonbides e 0s
compostos poliméricos lignina e taninos.

O nome “acidos fenolicos” descreve fenois que possuem a funcionalidade do
acido carboxilico. No entanto, quando sdo descritos metabolitos de plantas referem-sea
diferentes grupos de acidos organicos. Os &cidos fendlicos sdo caracterizados pela
presenca de um unico anel benzénico na sua molécula monomérica. Estes dividem-se em
duas classes: uma com estrutura hidroxibenzoica, Ce-Cq, € outra com estrutura
hidroxicinamica, Cg-C3, como é mostrado na figura 1.1 Em muitos casos, aldeidos

analogos sdo tambem agrupados como &cidos fendlicos [5].



Dado que a base permanece sempre a mesma, € 0 nimero e as posi¢fes dos
grupos hidréxilo no anel aroméatico que originam as diferencas entre eles. Aqueles que
possuem dois grupos hidroxilo na posicdo orto-, o &cido cafeico por exemplo, sdo
facilmente oxidaveis a quinonas. Existem diferentes técnicas e metodologias para o

estudo analitico dos acidos fendlicos que estdo indicadas na bibliografia [5-7].
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Figura 1.1 - Esquema geral das duas classes de &cidos fenolicos: A) estrutura

hidroxibenzobica e B) estrutura hidroxicindmica.

A estrutura quimica dos compostos fendlicos é especialmente adequada para
exercer uma accdo antioxidante (como dador de H ou electrdes, ou como receptor de
radicais livres). Em estudos in vitro, muitos compostos fendlicos naturais sdo melhor
antioxidantes que as vitaminas E ou C. A sua capacidade de quelatar metais,
especialmente cobre e ferro, faz com que actuem indirectamente como antioxidantes ja
que inibem a acc¢do catalisadora dos metais na formacéo de radicais livres [8].

A remocdo de radicais livres e as actividades antioxidantes dos compostos
fendlicos dependem do arranjo dos grupos funcionais da estrutura nuclear do composto.
A estrutura bésica de todos os compostos fendlicos consiste na presenca de um ou mais
anéis benzeno hidroxilados. Tanto o numero como a configuracdo desses grupos
hidroxilo dadores de H sdo os fundamentos estruturais principais que influenciam na
capacidade antioxidante dos polifendis [9,10]. No entanto, as ligacdes duplas
conjugadas, que permitem a deslocalizacdo electronica através da moléecula, estabilizam

o radical fenoxilo [11].



A actividade de um antioxidante determina-se por [1]:

. actividade como agente dador de H ou e

. reactividade com outros antioxidantes

. potencial de transicdo metal-quelato

. local de interaccdo do radical antioxidante que é controlado pela sua

habilidade para estabilizar e deslocalizar o electrdo desemparelhado

O potencial dos compostos fendlicos para actuar como antioxidantes €
determinado pelas suas actividades quimicas em termos das suas propriedades redutoras
como agentes dadores de H ou de electrdes.

Vérios estudos, entre os quais técnicas electroquimicas, foram realizados para
estudar a actividade antioxidante dos compostos fenolicos [12-16].

Em geral a oxidagdo de compostos fenolicos produz radicais fenoxilo instaveis
que podem ser oxidados a quinonas ou podem reagir entre eles para formar dimeros que
depois polimerizam em compostos poliaromaticos [17].

A facilidade de oxidacdo dos compostos fendlicos é de grande importancia para a

sua eficiéncia como antioxidantes dai o estudo dos seus potenciais redox [18-21].

1.1.1 FLAVONOIDES

Flavonoide (do latim flavus “amarelo” é o termo genérico com que se identificam
uma serie de metabolitos secundarios das plantas.

Os flavondides sdo compostos fitoquimicos pertencentes a classe dos compostos
fendlicos que se diferenciam entre si pela sua estrutura quimica e caracteristicas
particulares. Existem mais de 6000 flavonoides quimicamente diferenciaveis presentes
naturalmente nas plantas. Estes compostos encontram-se em frutas, vegetais, sementes e
flores, assim como em varios sumos e bebidas naturais, sendo importantes constituintes
da dieta humana [22,23].



1.1.2 ESTRUTURA QUIMICA E CLASSIFICACAO

Os flavonoides pertencem a uma subclasse de polifenois caracterizados por
possuir 15 carbonos. A sua estrutura geral é formada por um anel A, derivado da
cadeia policetidica, um anel B, derivado do &cido xiquimico e trés atomos de carbono
que unem os anéis A e B, correspondentes a parte alquilica do fenilpropano, figura 1.2.

E por isso que sdo conhecidos como C3z-Cg-Cs.

Figura 1.2 - Estrutura geral de um flavondide.

A anélise das estruturas de diferentes classes de flavon6ides mostra claramente
gue na maioria dos flavondides o anel A é um resorcinol enquanto que o anel B é um

derivado do catecol, unidos por um anel pirano, figura 1.3.
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Figura 1.3 - Estrutura de um flavondide onde se mostra o grupo catecol no anel B e o

grupo resorcinol no anel A.



A estrutura pode conformar um heterociclo (y-pironas) que € a mais abundante,
ou uma cadeia aberta, as chalconas. A classificacdo dos flavondides estad baseada
principalmente nas modificacfes existentes no anel C, particularmente no seu estado de
oxidacdo. Esta classificacdo faz a distin¢éo entre flavonol, flavanol, flavanona, flavona,
isoflavona e antocianina [24-26].

A tabela 1.1 apresenta as seis principais subclasses de flavondides bem como os
seus compostos e fontes dietéticas.

Tabela 1.1 - Classificacdo dos flavondides.

Subclasse Estrutura Exemplo Fontes dietéticas
flavanona hesperidina laranja
0 O naringenina, limdo
O neohesperidina menta
.narirutina
o
flavonol compferol cebola
o O quercetina brécolos
O | mirecetina maca
on cereja
[e]
flavanol catequina maca
O epicatequina cha verde
° galocatequina ché preto
O procianidina coco
OH
flavona apigenina vinho tinto
‘ diosmina salsa
° luteolina aipo
O | rutina casca de frutas
piment&o vermelho
° mel
antocianidina cianidina cereja
O delfinidina uva
N amora
O P framboesa
oH repolho
isoflavona genisteina soja
daidizeina ervilhas




As principais caracteristicas estruturais dos flavonoides responsaveis pelas suas
propriedades redutoras sdo a substituicdo do grupo catecol no anel B, que conduz a
formacdo de radicais fenoxilo estaveis, uma dupla ligagdo 2,3 insaturada com 0 grupo
carbonilo no carbono na posicdo 4 no anel C e a presenca combinada do grupo 3-

hidréxilo com a dupla ligacdo por ressonancia para a deslocalizacdo electronica [27].

Flavanona: As flavanonas apresentam o anel B unido ao anel C através de C,, um

grupo cetonico na posicdo do C4 e ndo apresenta insaturacéo no anel C.

Flavonol: Os flavonodis apresentam uma estrutura planar com uma dupla
ligacdo na posicdo C,-C3 do anel C o que confere insaturacdo ao anel; a conexdo do

anel B ao anel C ocorre através de C, e apresenta um grupo cetonico na posi¢do Cs.

Flavanol: Os flavanois apresentam um grupo hidroxilo no C3 e tém o anel B unido
ao anel C através de C,. N&o apresentam insaturacdo no anel C.

Dentro do grupo dos flavandis existem as proantocianidinas, que sdo polimeros
de catequinas. As proantocianidinas sdao compostos que liberta antocianidinas quando
aquecidas em meio fortemente &cido e alcodlico, mediante a ruptura das ligagdes entre
as unidades monoméricas. Consoante se liberte cianidina ou delfinidina, estas moléculas
recebem o nome de procianidinas ou prodelfinidinas. As primeiras sdo polimeros de
catequina e epicatequina e as segundas sdo constituidas por galocatequinas e

epigalocatequinas [28].

Flavona: As caracteristicas estruturais das flavonas sdo a dupla ligacdo entre
0s C,-C3 que lhes conferem insatura¢do no anel C, um grupo cetonico no Cy4, € a unido

do anel B ao anel C através do C,.

Antocianidina: Apresentam o anel B ligado ao anel C atraves de C,, insaturagdo

no anel C devido a duas liga¢cdes duplas, C1-C, e C3-C4, € um grupo hidroxilo no Cs.

Isoflavona: Este tipo de flavonoides tem o anel B ligado ao anel C através de Cs,
apresenta insaturagdo no anel C devido a dupla ligacdo entre os C,-C3 e também possui

um grupo ceténico no Cy.



Os flavondis e as flavonas possuem acgucares unidos preferencialmente ao Cs,
ainda que também possam apresentar-se unidos ao C; do anel A, pelo que estes
compostos encontram-se comummente como O-glicdsidos sendo a D-glucose o residuo
acucar mais frequente. Outros possiveis residuos de aglcares sdo a D-galactose, a L-
-ramnose, a L-arabinose, a D-xilose, bem como o &cido D-glucurdnico. A molécula sem
acucares ligados é conhecida como aglicona. Os compostos glicosilados sdo mais

solveis em agua do que a sua respectiva aglicona [29].

1.1.3 CITROFLAVONOIDES

Nas frutas citricas, os flavondides sdo identificados como flavanonas, flavonas e
flavonas altamente metoxiladas, também conhecidas como polimetoxiladas (PMF). A

figura 1.4 apresenta os principais flavondides citricos.

Fitoquimicos

Fendlicos

Flavandides

[ Flavanonas] [ Flavondis ] [ Elavandis ] [ Flavonas ] [Antocianidinas] [ Isoflavonas

Eriocitrina PMF

Meoeriocitrina [ Sinensetina ] [ Mobelitina ] [ Tangeritina ]

Narirutina Rutina

Naringina Isoroifolina

Roifolina

Hesperidina

— Diosmina
Neohesperidina

Neodiosmina
Neoponcirina
Diosmetina

Poncirina

TR

Linarina

Figura 1.4 - Esquema dos principais flavonoides citricos.
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Figura 1.5 - Estruturas dos flavonoides citricos estudados: A) diosmetina, B)
hesperidina, C) isoroifolina, D) linarina.



No presente trabalho foram estudadas a flavanona hesperidina e as flavonas
diosmetina, linarina e isoroifolina cujas estruturas se encontram representadas na figura
15

Estes compostos encontram-se nas diferentes partes da fruta e em diferentes
concentragOes. Estas concentragOes variam de acordo com o clima, variedade da fruta,
época da colheita entre outros factores [30].

A hesperidina, forma glicosilada da hesperitina, € o mais abundante flavonodide
encontrado nas frutas citricas, principalmente laranjas e tem-lhe sido atribuidas

propriedades analgésicas, anti-inflamatorias, anti-hipertensivas e hipolipidémicas.

1.1.4 PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES

Hoje em dia, os antioxidantes tém um papel importante para a saide humana
estando a ser levados em conta nas recomendagfes alimentares, no desenvolvimento de
alimentos funcionais e na extraccdo de novos compostos potencialmente terapéuticos de
plantas medicinais. Frutas, vegetais, cereais e certas bebidas sdo ricos em flavondides,
compostos da familia polifendlica de fotoquimicos antioxidantes.

A capacidade dos flavondides actuarem como antioxidantes em sistemas
bioldgicos ja foi reconhecida. Os flavondides exibem actividades bioldgicas, incluindo
accOes anti-alérgicas, anti-virais, anti-inflamatorias e vasodilatadoras nas plantas [31-
34].

Os flavonodides possuem estrutura ideal para a reducdo da formacdo de radicais
livres sendo antioxidantes mais eficazes que as vitaminas C e E.

Na oxidacdo ocorre a transferéncia de electrdes de um atomo para outro e
representa uma parte essencial da vida aerébia e do metabolismo humano. A respiracdo
€ um processo oxidativo importante na vida, onde a glucose e os acidos gordos sédo
transformados em energia. Esta transformacdo ocorre no interior da célula, na
mitocondria, onde é produzido ATP. Durante a respiracéo ¢ consumido oxigénio e gerado

ATP, ficando como residuos dioxido de carbono e agua. Neste processo sao
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também produzidas espécies reactivas de oxigénio denominadas radicais livres.
A actividade antioxidante dos flavonoides depende da sua estrutura e pode ser

determinada por 5 factores:

reactividade como agente doador de H e electrdes

. estabilidade do radical flavanoil formado

. reactividade frente a outros antioxidantes

. capacidade de quelatar metais de transicao

. solubilidade e interacgdo com as membranas

De um modo geral, quanto maior o numero de hidroxilos, maior a actividade
como agente doador de H e electrdes. Flavondides monohidroxilados apresentam
actividade muito baixa. De entre os flavonoides dihidroxilados, destacam-se aqueles que
possuem o grupo catecol (3’,4’- dihidroxi) no anel B que confere maior estabilidade a
forma radical e participa na deslocalizacdo dos electrdes. Os flavonodides com maultiplos
hidroxilos como a quercetina, miricetina e luteolina possuem forte actividade
antioxidante quando comparados ao a-tocoferol, acido ascorbico e B-caroteno.

O comportamento electroquimico dos flavonoides foi estudado por vérios autores
[35-40]. Os flavondides podem ser electroquimicamente oxidados e a maioria mostra
reaccOes de oxidacdo. O mecanismo de ac¢do predominante € provavelmente através da
doacdo de um electrdo a um catido radical resultando na formacdo de uma semiquinona

que pode doar mais electrdes para formar a quinona, figura 1.6.

OH 0. 0
OH o- o
ﬁ» _e -, 'H B
catecol semiquinona guinona

Figura 1.6 - Mecanismo de oxidacdo do anel B dos flavonoides.
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Tendo em conta a informacdo encontrada na literatura sobre a relagdo entre o
potencial de oxidacdo e o poder antioxidante dos flavondides, i.e., quanto mais baixo for
o0 potencial de oxidacdo maior € o seu poder antioxidante, verificou-se que os flavondides
exibem diferentes potenciais de oxidagdo e consequentemente, dependendo da subclasse
a que pertencem e dos grupos substituintes que possuem, apresentam diferente poder
antioxidante.

Os métodos electroquimicos s8o muito importantes na caracterizacdo destes
antioxidantes. A capacidade dos antioxidantes para serem oxidados em eléctrodos inertes
permite a sua monitorizacdo usando técnicas electroquimicas em conjunto com as

técnicas de separacao por cromatografia.

1.1.5 INGESTAO, ABSORCAO E METABOLISMO

Os flavondides sdo pigmentos naturais presentes em vegetais que protegem o
organismo dos danos produzidos por agentes oxidantes como raios ultravioleta, poluicéo
ambiental e substancias quimicas presentes nos alimentos A ingestdo humana estimada
de flavonoides varia de 1 a 650 mg por dia e apesar de ja reconhecida a sua
importancia bioldgica ainda ndo foram estabelecidas recomendagfes para a
ingestdo destes compostos. O que se tem observado em estudos actuais € que
qguanto maior a ingestdo de flavondides, menor é o risco de algumas doencas
crénicas. Uma vez que organismo humano ndo pode produzir estas substancias
quimicas protectoras estas devem ser obtidas através da alimentacdo ou na forma de
suplementos estando amplamente distribuidas em plantas, frutas, verduras e em diversas
bebidas. As fontes alimentares principais dos flavonodides sdo, entre outras, o cha preto, a
cebola, a macd, a pimenta preta e as bebidas alcodlicas como o vinho e a cerveja [41].

Os flavondides ndo possuem as caracteristicas das vitaminas: ndo sdo aminas e
pertencem a outro grupo quimico mas, apesar de serem considerados compostos nédo
nutrientes, sabe-se que uma parte é absorvida pelo organismo e a parte ndo absorvida €

excretada pela urina.
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O mecanismo de absor¢do e accdo dos flavonoides no organismo ainda ndo esta
totalmente esclarecido. No intestino delgado a absor¢do dos flavondides parece ocorrer
através da especificidade das enzimas intestinais pela molécula de aclcar ligada ao
composto. No entanto, alguns estudo tém sugerido que parte dos flavonoides ingeridos
sdo metabolizados pela microflora no célon uma vez que a absorcdo é incompleta e até
mesmo poderiam influenciar a composicao da microflora intestinal. Entdo, uma parte dos
flavondides ingeridos seria absorvido e outra parte desempenharia a sua ac¢éo no proprio

tracto intestinal [42].

1.1.6 FORMAGAO DE DIMEROS

Geralmente a oxidagdo de compostos fendlicos produz radicais fendxilo instaveis
qgue podem ser oxidados a quinonas ou podem reagir entre eles e formar dimeros que
depois polimerizam em compostos poliaromaticos. A maioria dos dimeros € formada por
flavona-flavona, flavona-flavanona, flavanona-flavanona e mais raramente os dimeros de

chalconas e de isoflavonas. Na figura 1.7 esta representado um dimero de flavonoides.

OH

OH

OH
OH

Figura 1.7 - Dimero de flavonoides.

Quando as duas unidades sdo iguais, constituem os bisflavondides e quando as
duas unidades sdo diferentes, os biflavonoides. As ligacbes entre as unidades
flavonoidicas podem ser C-C ou C-O-C envolvendo os anéis A, B ou C dos mondmeros.

A primeira biflavona foi isolada em 1929 e é conhecida como gigentina [43].
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1.2 PRINCIPIOS DE ELECTROQUIMICA

Neste capitulo descrevem-se as técnicas electroquimicas que foram utilizadas no
presente trabalho.

A electrogquimica é o ramo da Quimica que estuda as alteragdes quimicas
provocadas pela passagem de corrente eléctrica e a producdo de energia eléctrica
associada a separacdo de carga que muitas vezes leva a transferéncia de carga. Esta
transferéncia de carga pode ocorrer homogeneamente em solucdo (reaccdo de oxidacao-
-reducdo) ou heterogeneamente na interface entre duas fases quimicas (reaccdo de
eléctrodo) [44,45].

Os eléctrodos encontram-se ligados por meios condutores, tanto na solucdo
(através do electrdlito de suporte — transporte i6nico) como externamente (atraves de
fios condutores) de modo a que a carga possa ser transportada. Em todos 0s processos
electroquimicos o eléctrodo de trabalho é o eléctrodo onde ocorre a reaccdo
electroquimica. O potencial deste eléctrodo é controlado através do eléctrodo de
referéncia com a ajuda de um potenciostato. O eléctrodo de referéncia usado na
experiéncia devera possuir uma impedancia elevada de tal modo a ndo passar corrente
por ele. A corrente da célula electroquimica flui entre o eléctrodo de trabalho e o
eléctrodo auxiliar através do electrolito de suporte.

Numa experiéncia electroquimica deverd ser considerado o transporte das
espécies para a superficie do eléctrodo e a reac¢do de transferéncia de electrdo que ai
ocorre. A maioria dos processos de transferéncia de carga envolve a transferéncia de
electrdes. No caso das espécies oxidadas, O e reduzidas, R, a reac¢do de reducdo é

representada da seguinte maneira:

O+ne — R
(_
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Onde O recebe n electrdes para se transformar em R. O par O | R tem uma energia
denominada por energia redox, Ergox que pode ser relacionada com o potencial de

eléctrodo.

difusdo (passo 1)

O* O

., . A
3 asso%’l ‘ kao
g
“ kg — 0 coeficiente de transferéncia de massa

transferencia ks e ke — as constantes de velocidade de

asso 5
l ¢ Ka| |Ke
de electrdes transferéncia de carga anddica e catodica

\ y ko é & constante de velocidade padréo
44, ., d,R

R* =R

Passo 1 — difuséo

Passo 2 — rearranjo da atmosfera idnica

Passo 3 — reorientacdo dos dipolos do solvente

Passo 4 — alteracGes nas distancias entre o ido central e os ligandos
Passo 5 — transferéncia do electréo

Figura 1.8 - Esquema da transferéncia de electrdo num eléctrodo.

Considera-se, em todas as experiéncias electroquimicas, que durante a reaccao de
oxidacdo o eléctrodo de trabalho funciona como receptor de electrdes transferidos e a
corrente aplicada, corrente anddica, l,, tem um valor positivo. Durante a reac¢do de
reducdo o eléctrodo de trabalho funciona como dador de electrdes e a corrente registada,

corrente catodica, Ic, tem um valor negativo.
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1.2.1 TECNICAS VOLTAMETRICAS

A voltametria consiste na medicdo da corrente que flui através do eléctrodo de
trabalho em fungdo de um potencial aplicado. Este potencial d& origem a uma corrente
faradaica, I, que esté directamente relacionada a transferéncia de carga e a uma corrente

capacitiva I, necessaria para organizar as moléculas e os ifes presentes na dupla camada
do eléctrodo.

A corrente total registada é:

It:|c'|'|f

A forma como o potencial é aplicado e, consequentemente, a forma como o sinal
analitico (corrente) é adquirido ird denominar o tipo de técnica voltamétrica em questdo
sendo as mais comuns a voltametria ciclica e as voltametrias de onda quadrada e de

impulso diferencial. A forma de resposta da corrente destas técnicas esta representada na
tabela 1.2.

Tabela 1.2 - Forma de aplicacdo do potencial para cada tipo de voltametria.

Tipo de voltametria | Sinal de excitacdo | Corrente resultante

E

Voltametria ciclica /

Voltametria de
impulso diferencial

Voltametria de onda
guadrada
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1.2.1.1 VOLTAMETRIA CICLICA (CV)

A voltametria ciclica (CV — “Ciclic Voltammetry”) é a técnica mais usada para
obter informacdes qualitativas sobre os processos electroquimicos. Esta técnica fornece
informacOes acerca da termodinamica de processos redox, da cinética de reaccdes
heterogéneas de transferéncia de electrdes e de reaccdes quimicas acopladas a processos
adsortivos. Nesta técnica, quando se atinge um valor de potencial maximo, Emsx, 0 sentido
do varrimento inicial é invertido, figura 1.9.

O potencial aplicado ao eléctrodo varia de forma linear a uma velocidade de

varrimento constante, v = dE / dt, entre um potencial inicial (E;), e um potencial final
(Es), previamente escolhidos. O varrimento prossegue assim, variando entre Eje Ex. O

sentido de varrimento do potencial pode ser positivo ou negativo.

A) B)

[

min

Figura 1.9 - A) Variacdo do potencial com o tempo em voltametria ciclica. Ej —
potencial inicial, Es — potencial final, Eqax — potencial maximo, Enin — potencial

minimo; B) Voltamograma ciclico para uma reacgao reversivel.
Afigura 1.9 A) mostraa fungéo de potencial aplicada ao eléctrodo de trabalho nas

técnicas voltamétricas de varrimento linear. O sentido de varrimento do potencial pode

Ser positivo ou negativo.
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O gréfico resposta, corrente em fungdo do potencial, chama-se voltamograma
ciclico. Na figura 1.9 B) esta representado um voltamograma tipico para um processo de
eléctrodo reversivel. Os respectivos parametros caracteristicos, que podem ser obtidos
graficamente com relativa facilidade sdo chamados potencial de pico anddico (Epa);
intensidade méxima de corrente que resulta da reaccdo de oxidacdo ou pico de corrente
anodica (lpa); potencial de pico catodico (Epc) e intensidade maxima de corrente que
resulta da reacgdo de reducdo ou pico de corrente catodica (lc). As correntes de pico tém
uma relacdo de proporcionalidade com a velocidade da reaccéo de transferéncia de carga
e com a concentragdo em solucdo da espécie que sofre essa reaccao.

A voltametria ciclica permite fazer o diagndstico da reversibilidade, da presenca
de passos quimicos associados as transferéncias electronicas e verificar a ocorréncia de
adsorcdo do reagente ou dos produtos no eléctrodo de trabalho. A principal utilizacdo
tem sido para diagnosticar mecanismos de reacc@es electroquimicas e para a identificacao

de espécies presentes em solugdo.

a) TRANSFERENCIA ELECTRONICA REVERSIVEL

Certas condicBes sd0 necessarias para que um determinado sistema
electroquimico possa ser considerado como tendo um comportamento reversivel. Os

critérios de diagndstico para as reaccOes reversiveis sao:

l,~v”

E, independente de v

AE, = | Epa—Epe | =57/n (mV)
| Eo— Ep | =56,6/n (mV)

| Tpallpe | =1

O valor de 57/n (mV) do terceiro critério é o valor ideal medido quando E,

ultrapassa, pelo menos em 150 mV, o valor de Ey.. Na realidade, o valor experimental
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de AE, vem muitas vezes afectado por distorcGes nos picos devidas aos efeitos da
resisténcia da solucdo. Este efeito torna-se mais importante quando sdo utilizadas

velocidades de varrimento elevadas.

A aplicagdo dos critérios de reversibilidade permite calcular o numero de
electrdes transferidos no processo. Por outro lado, se a reaccdo for reversivel, o

potencial formal de reducdo, E®’, pode ser estimado facilmente:

o EntE,
2

b) TRANSFERENCIA ELECTRONICA IRREVERSIVEL

Se a velocidade da reaccdo de transferéncia electronica for lenta relativamente a
escala de tempo da experiéncia (e relativamente a velocidade de transporte de massa por
difusdo) entdo, as concentracdes das espécies intervenientes na reaccdo de eléctrodo ndo
sdo Nernstianas. O efeito qualitativo serd o desvio do pico catddico para potenciais mais
negativos e do pico anddico para potenciais mais positivos.

Por isso, um sistema que a baixa velocidade de varrimento se comporta como

reversivel, pode mostrar-se ndo-reversivel quando a velocidade de varrimento aumenta.

Os critérios de diagndstico para reaccdes irreversiveis sdo [58]:

|Ep —Ep/2 | =47.7/(an’) (V)
|0 Eya/0 log v | = (29,6/ an) mV

O voltamograma ciclico de um sistema electroquimico irreversivel pode
apresentar picos de corrente que ndo tém associados qualquer pico no varrimento inverso.
A regido de escala de tempo (ou de v) intermédia entre a dos processos reversivel e
irreversivel é denominada de quasi-reversivel. Em sistemas quasi-reversiveis, observa-se

um pico reverso, mas com AE, > 57/n mV.
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1.2.1.2 VOLTAMETRIA DE IMPULSO DIFERENCIAL (DPV)

Na voltametria de impulso diferencial (DPV - “Differential Pulse \Joltammetry”)
sdo aplicados ao eléctrodo de trabalho, pequenos impulsos de amplitude crescente, AE,
com aumentos sempre iguais sobrepostos a uma escada de potencial com degrau AE;,
figura 1.10. A corrente é medida duas vezes, uma imediatamente antes da aplicacdo do
impulso e outra no final deste. A diferenca entre as duas correntes é o valor de corrente
registado num voltamograma de impulso diferencial. Sendo esta voltametria uma técnica
diferencial, a resposta assemelha-se a primeira derivada de um voltamograma diferencial,
ou seja, um pico. O potencial de pico Ep, pode ser identificado aproximadamente com

E1p.

E

Figura 1.10 - DPV. A) Esquema de aplicacdo de potenciais; B) Resposta tipica.

A medida que a irreversibilidade aumenta, E, afasta-se de Ey, € 0 pico torna-se
mais largo havendo uma diminuigéo da sua altura.

Para se escolher a amplitude do impulso a aplicar, deve ter-se em consideragédo a
reaccdo em estudo e a sensibilidade exigida. Amplitudes elevadas geram correntes
capacitivas residuais que podem impossibilitar a deteccao da corrente faradaica.
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Para amplitudes de impulso pequenas, a largura a meia altura do pico de corrente,

W32, é inversamente proporcional ao nimero de electrdes transferidos:

W/ 2 =3,52RT /nF

0 que permite caracterizar 0 mecanismo da reaccdo de transferéncia de carga. A
intensidade do pico de corrente I, & proporcional a concentragéo do analito, mas tambem

depende da velocidade da reac¢édo electroquimica.

1.2.1.3. VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA (SWV)

A voltametria de onda quadrada (SWV - “Square Wave Voltammetry”) é uma
técnica que tem a vantagem de poder fazer andlises a velocidades elevadas com
velocidades de varrimento efectivas da ordem de 1 Vs™, diminuindo o consumo das
espécies electroactivas a analisar e reduzindo o bloqueio da superficie do eléctrodo sem

haver perda da resolucdo dos picos, figura 1.11.

Figura 1.11 - SWV. A) Esquema de aplicacdo de potenciais; B) Resposta tipica.
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Nesta técnica é aplicado ao eléctrodo, durante a primeira metade do ciclo, um
impulso de potencial positivo seguindo-se da aplicacdo de um impulso de potencial
negativo na restante metade. A leitura da corrente é medida antes do fim de ambos os
impulsos (positivo e negativo) em cada ciclo.

A corrente total, Al = I registada corresponde a diferenga entre a corrente
registada no final do impulso de potencial directo I(1) — corrente directa (If — forward
current) e a corrente registada no final do impulso inverso 1(2) — corrente inversa (I, —
backward current). Uma vez que 1(2) possui sinal contrario a 1(1), para sistemas

reversiveis, Al = 1(1) - 1(2) é maior que 1(2).
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CAPITULO 2

EXPERIMENTAL
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2.1 REAGENTES E MATERIAIS

Neste capitulo apresenta-se uma descricdo dos reagentes, solugdes e condicdes
experimentais utilizadas ao longo deste trabalho, nomeadamente, para o estudo
voltamétrico do ferrocianeto de potassio e citroflavondides por voltametria ciclica,
voltametria de impulso diferencial e voltametria de onda quadrada.

O ferrocianeto de potassio, K4[Fe(CNs)].3H,0, usado como modelo, foi adquirido

a Sigma-Aldrich, Madrid, Espanha.

Os citroflavondides hesperidina, hesperetin-7-O-rutinoside, de 98,5% de pureza;
isoroifolina, apigenin-7-O-rutinoside, 98,5% pureza; diosmetina, 3°,5,7-trihydroxy-4-
-methoxyflavone, 99% pureza e linarina, acacetin-7-O-rutinoside, 99% pureza foram
adquiridos a Extrasyntese, Franca.

Todos o0s reagentes necessarios para preparar as solu¢Ges tampao, assim como o
etanol utilizado eram da Merck, de qualidade analitica.

As solugdes tampdo foram preparadas usando agua desionizada ultrapura obtida

pelo sistema Millipore Milli-Q System (conductividade < 0,1 uS cm-1), Millipore S.A.,
Molsheim, Franca.

As solucdes padrdo de flavonoides de concentracdo 10 uM foram preparadas em
etanol/agua 50:50 (v:v).

A solucdo padréo de ferrocianeto de potassio tinha uma concentragao de 10 mM.

Todas as experiéncias voltamétricas foram efectuadas a temperatura ambiente e 0
pH das solugdes utilizadas foi medido utilizando um medidor de pH Crison GLP-21,
Instruments S.A., Barcelona, Espanha, com um eléctrodo de vidro combinado Crison. As
solugdes tampdo de electrolito de suporte de diferentes valores de pH foram preparadas

em conformidade coma Tabela 2.1 a partir de reagentes de pureza analitica.
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Tabela 2.1 - Composicéao das solucdes de electrolito de suporte.

Electrolito de suporte pH

0,2MKCI + 0,2MHCI 1,73

0,2 M NaOAc + 0,2 M HOAc 3,50

0,2 M NaOAc + 0,2 M HOAc 3,79

0,2 M NaOAc + 0,2 M HOAc 5,02

0,2 M Na;HPO, + 0,2 M NaH,PO, 5,83

0,2 M Na;HPO, + 0,2 M NaH,PO, 7,07

0,2 M Na;HPO, + 0,2 M NaH,PO, 8,00

0,025 M Na,B,0,.10H,0 + 0,1 M NaOH 9,11
02MKClI + 0,2M NaOH 12,39

Na medicdo de p-volumes (20-1000 uL) para preparar as diferentes solugdes

foram utilizadas micropipetas Gilson, SAS.

2.2 CELULA ELECTROQUIMICA E ELECTRODOS

No decorrer do trabalho experimental os ensaios voltamétricos foram realizados

numa célula electroquimica de um Unico compartimento com uma capacidade

volumétrica méxima de 2 mL, Cypress System, Inc., USA. Utilizaram-se como eléctrodo

de trabalho um eléctrodo de carbono vitreo — GCE (& = 1,5 mm), eléctrodo de referéncia

um eléctrodo Ag/AgCI (sat.KCI) e eléctrodo auxiliar um fio de platina. O eléctrodo de

trabalho foi polido usando para esse fim spray de diamante seguido de uma lavagem com

agua desionizada.

25



Célula electroquimica
Eléctrodo auxiliar
Pt

Eléctrodo de referéncia
Ag/AgCl / Eléctrodo de trabalho
GCE
\y

/

y

Figura 2.1 - Célula electroguimica e eléctrodos utilizados nos estudos electroquimicos.

A limpeza da superficie do eléctrodo foi comprovada através do registo de varios
voltamogramas na solucdo de electrdlito de suporte até que a resposta electroquimica
permanecesse inalterada.

Durante o0s ensaios a célula electroquimica esteve ligada a um
potenciostato/galvanostato  Autolab, da Metrohm, Utrecht, Holanda ou a um
potenciostato/galvanostato PalmSens, electrochemical sensor Interface, da Palm
Instruments BV, Houten, Holanda, funcionando no modo potenciostatico.

O controlo dos parametros voltamétricos, a aquisi¢do e o tratamento dos dados
obtidos, foi efectuado por intermédio do software GPES (General Purpose
Electrochemical System) versdo 4.9, da Metrohm, Utrecht, Holanda e do Software
PSLite.

Para a apresentagdo dos voltamogramas e graficos foi usado o Software Microcal
Origin (version 6.0).

As medidas voltamétricas por voltametria ciclica (CV) foram realizadas
utilizando um degrau de potencial, AEs de 2 mV.e velocidades de varrimento entre 10 e
1000 mvs™.

As medidas por voltametria de impulso diferencial fizeram-se a uma largura de

impulso de 70 ms, amplitude de impulso de 50 mV e velocidade de varrimento 5 mVs™.
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Por sua vez para as medidas voltamétricas por onda quadrada realizaram-se a um
degrau de potencial de 2 mV, amplitude de impulso de 50 mV, frequéncia de impulso

entre 10 e 300 Hz e velocidade efectiva entre 100 e 300 mVs™.

2.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A diluicdo do composto foi efectuada na prépria célula electroquimicaa partir da
solucdo padrdo. Aplicaram-se as técnicas de voltametria ciclica, impulso diferencial e
onda quadrada nas condi¢fes indicadas anteriormente. Entre cada técnica limpou-se a
superficie do eléctrodo para retirar os possiveis produtos de oxidacdo do composto que
possam ter ficado adsorvidos na superficie e que poderiam influenciar o primeiro

varrimento de cada uma das técnicas.
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CAPITULO 3

RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 ESTUDO VOLTAMETRICO DO FERROCIANETO DE
POTASSIO

O ferrocianeto de potassio, Ka[Fe(CNg)].3H,O é um composto complexo que
resulta da combinacdo do anido complexo [Fe(CN)]* com o catido potassio. O sal
cristalino é solivel em &gua e tem uma cor amarela.

O ido ferrocianeto, [Fe(CN)]*, é o anido do &cido ferrocianidrico, Hs[Fe(CN)g], e
0s sais deste acido sdo denominados de ferrocianetos. A sua forma oxidada é o anido
ferricianeto, um anido do &acido ferricianidrico, Hs[Fe(CN)g].

As solucdes aquosas de ferrocianeto de potassio apenas sdo estaveis quando
guardadas ao abrigo da luz uma vez que sofrem decomposicdo ao fim de algumas horas,
apresentando uma cor azul. Esta mudanca de cor é devida a presenca de quantidades
infimas do ido ferricianeto [46]

A electrolise da solucdo do ido ferrocianeto origina o ferricianeto no anodo:
Fe(CNg)* S Fe(CNg)* + &

sendo o potencial de oxidagdo, E° = + 0,36 V.

O ferrocianeto de potéssio & largamente usado nas industrias farmacéutica e
metaldrgica. Também é usado em testes laboratoriais para a detec¢do de percentagens de
ferro em pigmentos de ocres pois, quando em meio &cido, reage com ides ferro e da
origem ao azul da Prussia [47]. O ferrocianeto de potéassio € muito utilizado em diversas
analises clinicas, nomeadamente na detec¢do de anomalias relacionadas com a caréncia
de ferro. Também é usado na preparacdo de varios pigmentos entre os quais 0 azul da
Prussia, um pigmento produzido industrialmente a partir da primeira metade do século
XIX.
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Uma vez que as solugcbes aquosas de ferrocianeto de potéassio sdo bastante estaveis
este complexo é usado como modelo em muitos estudos electroquimicos.

Foi usada uma solucéo de 10 mM de ferrocianeto de potassio huma solucdo tampao
de forca ionica 1M (1M de acetato de sddio + 1M de acido acético), pH 4,11.

Os testes de voltametria ciclica foram realizados a velocidades de varrimento entre
10 e 1000 mVs™, figura 3.1.

1000mV/s
500mV/s

300mV/s

150mV/s
50mV/s
10mV/s

-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Ep/V vs Ag/AgCI

Figura 3.1 - Voltamograma ciclico do ferrocianeto de potassio 1 mM em tampdo acetato 1
M, pH 4,11. Velocidades de varrimento entre 10 e 1000 mVs™.

O valor do potencial anodico ao qual se da a transferéncia electronica €
praticamente constante para as diferentes velocidades de varrimento e ndo existe um

afastamento significativo dos picos de corrente anodica e catodica.

Os varrimentos de potencial para a voltametria de onda quadrada foram feitos a
velocidades de varrimento entre 10 e 300 mVs™?, figura 3.2. O comportamento
voltametrico revela um caracter reversivel, esperado para este tipo de sistema, uma vez
que existe uma concordancia no potencial dos picos que correspondem aos varrimentos

directo e inverso e independéncia do pH da solucéo.
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072 ) 0.6
Ep IV vs. Ag/AgCI

Figura 3.2 - Voltamograma de onda quadrada do ferrocianeto de potassio 1 mM em

solugéo tampao acetato 1 M, pH 4,11. Frequéncia 25 Hz. I, — corrente total, I — corrente

directa, I, — corrente inversa.

A voltametria de impulso diferencial foi feita em vérias solu¢bes tampédo para

diferentes valores de pH, figura 3.3 e a uma velocidade de varrimento fixa igual a 5 mVs-
! N4o se verifica a dependéncia do pH da soluco.

Figura 3.3 - Voltamograma de impulso diferencial do ferrocianeto de potéassio 1 mM em

diferentes solucBes tampao. Velocidade de varrimento 5 mVs™,
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3.2 ESTUDO VOLTAMETRICO DA DIOSMETINA

A estrutura electroquimica da flavona diosmetina (3’,5,7-trihidroxi-4’-
metoxiflavona) apresenta um grupo funcional no anel A que é electroquimicamente activo.
A presenga da dupla ligagéo nos carbonos 2-3 confere ao anel B uma coplanaridade com o0s
anéis A e C devido ao efeito da conjugacao.

As principais fontes alimentares da diosmetina, bem como do resto das flavonas, sdo

a pele das macas, os brocolos, as uvas, as azeitonas, as cebolas e as alfaces.

a) VOLTAMETRIA CICLICA

Foi efectuado o estudo por voltametria ciclica, figura 3.4 da diosmetina.
O intervalo de pH em que foi estudada a flavona teve iniciou a pH 1,73 mas s a
partir de pH 3,50 apareceu o pico correspondente a oxidacdo do grupo resorcinol do anel

B presente na molécula.

tZHA

T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

E/V vs. Ag/AgCl

Figura 3.4 - CV para diosmetina a 10 uM a pH 3.79 em tampao acetato. Velocidade de

varrimento 500 mVs™.

32



Os varrimentos foram realizados numa janela de potencial entre 0 e 1,4 V. Os
picos de oxidacdo ocorrem para pH superiores a 3,50 pois o grupo resorcinol é
oxidado a potenciais mais elevados e em solucdo aquosa de pH menor que 350 ndo é
possivel a sua deteccdo com um eléctrodo de carbono devido a decomposicdo do
solvente.

O voltamograma ciclico a pH 3,79, figura 3.4, mostrou um Unico pico reversivel
de oxidacdo ao potencial de +0,55 V. Para valores de pH mais elevados que 7,07 ndo foi
possivel verificar nenhum pico de oxidacdo. Este pico corresponde a oxidacdo do grupo
3’ hidroxilo do anel B.

b) VOLTAMETRIA DE IMPULSO DIFERENCIAL

Foi efectuado o estudo por voltametria de impulso diferencial, figura 3.5 da
diosmetina no intervalo de pH de 1,79 a 12,39. Da mesma forma que por voltametria

ciclica, s6 a partir de pH 3,5 foram observados os picos de oxidacao.

‘O.luA

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 3.5 - DPV para diosmetina 10 uM a pH 3,79 em tampao acetato.
(—) 1° varrimento, (....) 2° varrimento

Velocidade de varrimento 5 mVs™.
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O voltamograma de impulso diferencial a pH 3,79, figura 3.5 mostra o pico 1, a E*
=+0,45 V, 0 pico 2, a E*=+0,70 V e 0 pico 3a E* = +1,06 VV
Tal como no caso da voltametria ciclica, verificou-se a ocorréncia de um pico de
oxidagdo a +0.45 V devido grupo 3’ hidroxilo do anel B. Também foi identificado um
pico de oxidacdo a +0.70 V correspondente a oxidacdo do grupo resorcinol. O pico a
+1.06 V € devido a oxidagdo dos produtos de oxidacdo. O grupo resorcinol reage para
potenciais de oxidagdo mais elevados que o grupo catecol.

10- A
A
0.9 4
O o084
(@)
<
S 0.7 -
. ®
w
> 0.6 ®
>
~
W 054
a.
0.4 4
.,E .
03 L] L] L] L] 1
35 4.0 45 5.0 55 6.0

pH

Figura 3.6 - Dependéncia de E, para os 3 picos de oxidagdo com o pH para a
diosmetina

(o) pico 1, (e) pico 2, (A) pico 3.

No gréfico de E, vs. pH, figura 3.6, observa-se uma dependéncia linear do pH até

5,83. A partir deste pH o seu potencial de oxidagdo ocorre a valores mais elevados.
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¢ )VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA

A voltametria de onda quadrada, figura 3.7, confirmou o observado anteriormente
por CV e DPV.

f —!

E/V vs. Ag/AgCI

Figura 3.7 - SWV da diosmetina 10 uM a pH 3,79, tampao acetato. Frequéncia do
varrimento 50 Hz, velocidade efectiva 100 mVs™. I- corrente total, It corrente directa, l,-

corrente inversa.

Tal como no caso da CV verificou-se a ocorréncia de um pico de oxidagdo devido
ao catecol. Para além disto, as curvas de corrente directa e (lf) e inversa (lp) confirmaram a
reversibilidade do processo de oxidacdo do grupo catecol. O voltamograma mostrou que a

oxidacgéo do catecol a pH 3,79 ocorre para valores baixos de potencial.
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3.3 ESTUDO VOLTAMETRICO DA HESPERIDINA

A hesperidina (hesperetin-7-O-rutinoside), é das flavanonas mais comuns
encontrando-se em abundancia nos frutos citricos. Apresenta o anel B ligado ao anel C

através de C,, um grupo cetonico na posi¢do C,4 e ndo apresenta insaturacdo no anel C.

a) VOLTAMETRIA DE IMPULSO DIFERENCIAL

Foi efectuado o estudo por voltametria de impulso diferencial, figura 3.8, da

hesperidina no intervalo de pH de 1,79 a 12,39.
1

‘0.1|,LA

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

E/V vs. Ag/AgCl

Figura 3.8 - DPV para hesperidina 10 uM a pH 3,79 em tamp&o acetato.
(—) 1° varrimento, (....) 2° varrimento

Velocidade de varrimento 5 mVs™.

O voltamograma de impulso diferencial a pH 3,79, figura 3.8, mostra o pico 1, a E*
=+0,35V, 0 pico 2, a E>=+0,60 V e 0 pico 3a E* = +1,09 V.
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Tal como no caso da diosmetina, verificou-se a ocorréncia de um pico de oxidacao a
+0,35 V devido ao grupo 3’ hidroxilo do anel B. Também foi identificado um pico de
oxidacdo a +0,60V correspondente a oxidacdo do grupo resorcinol. O grupo resorcinol tal
como verificado anteriormente reage para potenciais de oxidacdo mais elevados que o
grupo catecol. O pico a +1.09 V é devido a oxidacdo dos produtos de oxidacéo.

Né&o foi possivel observar picos de oxidagéo para valores de pH inferiores a 3,50.
b)VOLTAMETRIA DE ONDA QUADRADA

A voltametria de onda quadrada, figura 3.9, confirmou o observado por

voltametria de impulso diferencial.

12 pPA

T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

E/V vs. Ag/AgCl

Figura 3.9 - SWV da hesperidina 10 uM a pH 3,79, tampao acetato. Frequéncia do
varrimento 50 Hz, velocidade efectiva 100 mVs™. I- corrente total, It corrente directa, l,-

corrente inversa.

Tal como no caso da voltametria de impulso diferencial, verificou-se a existéncia
de 3 picos de oxidacdo. O pico 1, a um valor de +0,40 V corresponde & oxidagdo do grupo
catecol, o pico 2, a +0,60 V corresponde a oxidacdo do grupo resorcinol e o pico 3 a

+1,10 V deve-se a oxidacgéo dos produtos de oxidacdo. O grupo resorcinol reage para
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potenciais de oxidacdo mais elevados e as curvas de corrente directa (lf) e corrente

inversa (lp) confirmam a irreversibilidade do processo de oxidacao deste grupo.

3.4 ESTUDO VOLTAMETRICO DA ISOROIFOLINA E DA
LINARINA

Efectuou-se o estudo voltamétrico das flavonas isoroifolina e da linarina no
intervalo de pH de 1,79 e foi feita a comparacdo com a flavona diosmetina e a flavanona
hesperidina, figura 3.11.

A figura 3.10 mostra a dependéncia de E, do primeiro pico de oxidagdo com o pH

para os diferentes flavonoides estudados

0.60
0.55
0.50
6 0.45 4 i |
<?040
EX QL [ ]
< 0.354 o
0304 . Q..
> ﬁ
.25 - el .
L 025 R T O
0.20 - oy
0.15
010 T T T T 1
35 4.0 45 5.0 55 6.0

pH

Figura 3.10 - Dependéncia de E, para o pico 1 com o pH

(m) diosmetina, (o) hesperidina ( A) isoroifolina,(0) linarina

No gréafico da figura 3.10 é possivel observar-se uma dependéncia linear até ao pH
5,83 para todos os citroflavondides a partir do qual o potencial de oxidagéo € independente
do pH. O declive para as rectas de hesperidina, isoroifolina e diosmetina é de 0,05 V por
unidade de pH o que nos indica 0 mesmo numero de protdes e de electrdes no processo de

oxidacdo. Para a recta de linarina o declive é de 0,04 V por unidade de pH.
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E/V vs. Ag/AgCI

0.2 0.4 0.6 08 1.0 1.2 1.4

E/V vs. Ag/AgCl

}o.1pA
0.2 0.4 06 08 1.0 12 1.4

E/V vs. Ag/AgCI

101uA

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

E/V vs. Ag/AgCl

Figura 3.11 - DPV para A) diosmetina, B) hesperidina , C) linarina e D) isoroifolina

10 M a pH 3,79 em tampéo acetato. Velocidade de varrimento 5 mVs™.

39



Tal como nos estudos efectuados anteriormente a isoroifolina apresenta um pico
de oxidacédo devido ao grupo catecol a +0,30 V, um pico 2 a +0,9 V devido a oxidacao do
grupo resorcinol e um terceiro pico correspondente a oxidacdo dos produtos de oxidacéo.
A linarina por sua vez, ndo possui grupo catecol, sendo possivel identificar um pico de

oxidagéo do grupo resorcinol a +0,30 V.
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CAPITULO 4

CONCLUSOES
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O complexo de ferrocianeto de potassio e de uma série de compostos
fitoquimicos pertencentes as diferentes subclasses de citroflavondides foram estudados
usando varias técnicas electroquimicas de modo a investigar 0s seus mecanismos de
oxidagao.

O estudo das reacgdes de transferéncia de carga do ferrocianeto de potassio,
Ka[Fe(CNg)].3H,0, um composto modelo, foi feito através de técnicas de voltametria
ciclica, de impulso diferencial e de onda quadrada, concluindo-se que este composto
apresenta um comportamento reversivel em meio 4cido, afastando-se da reversibilidade
em meio bésico.

O mecanismo de oxidacao da diosmetina € um processo que apresenta trés picos
de oxidacdo. Os picos de oxidacdo estdo associados ao grupo resorcinol substituinte no
anel A e ao grupo catecol substituinte no anel B ambos electroactivos e & oxidacéo dos
produtos de oxidacdo. Os produtos de oxidacdo também sdo electroactivos. A oxidacao
do grupo do anel B, grupo 3’ hidroxilo dador de electrdes ao anel B ocorre a potenciais
positivos baixos e é uma reaccdo onde estdo envolvidos um electrdo e um protdo. Os
grupos hidroxilo nas posicdes 5 e 7 no anel A também tém um efeito de doacdo de
electrbes sendo a sua oxidacdo uma reaccdo irreversivel e que ocorre a potenciais
positivos mais elevados.

O mecanismo de oxidacdo da hesperidina € um processo que apresenta trés picos
de oxidacao sendo o primeiro correspondente a oxidacdo do grupo catecol, 0 segundo a
oxidagdo do grupo resorcinol e um terceiro pico correspondente & oxidacdo dos
produtos de oxidacao.

O flavonadide citrico isoroifolina apresentou um comportamento semelhante. Aos
anteriores. A flavona linarina ndo possui um grupo catecol no anel B e s6 foram
observados 2 picos de oxidagcdo. O primeiro pico corresponde a oxidagcdo do grupo
resorcinol cujo valor de potencial foi inferior aos valores dos compostos que apresentam
grupo catecol. O segundo pico corresponde & oxidacdo de produtos de oxidacéo.

Os citroflavonoides estudados mostraram uma dependéncia linear dos potenciais
de oxidacdo com o pH até 5,83. A partir deste valor os potenciais de oxidacdo sao
idependentes do pH.
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