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NOTACAO: SIMBOLOS PRINCIPAIS

Unidades
E potencial de eléctrodo \/
Ep potencial de pico
AE; degrau de potencial
Eredox energia do par redox eV
f frequéncia Hz
I corrente eléctrica A
I corrente capacitiva
It corrente faradaica
o corrente de pico
k constante de velocidade heterogénea ms?
Ka constante de velocidade de oxidacao
Ke constante de velocidade de reducéo
n numero de electrBes transferidos —
t tempo S
T temperatura K
Wy largura a meia-altura do pico mV
SUBSCRITOS
a anddico
C catodico
max valor méximo
min valor minimo
p pico
ABREVIATURAS
CVv voltametria ciclica (Cyclic Voltammetry)
DNA acido desoxiribonucleico (Desoxyribonucleic acid)

DPV voltametria de impulso diferencial (Differential Pulse Voltammetry)



GCE eléctrodo de carbono vitreo (Glassy Carbon Electrode)

HIV virus da imunodeficiéncia humana (Human Immunodeficiency virus)
NOS espécies reactivas de nitrogénio (Reactive Nitrogen Species)

ROS radicais reactivos de oxigénio (Reactive Oxygen Species)

SWv voltametria de onda quadrada (Square Wave Voltammetry)

CONSTANTES FISICAS

constante de Faraday 9,648 x 10* C mol™

R constante dos gases ideais 8,314 J K* mol™



RESUMO

Os danos induzidos pelos radicais livres podem afectar muitas moléculas
bioldgicas incluindo os lipidos, as proteinas, os hidratos de carbono e as vitaminas
presentes nos alimentos. Uma vez que, os compostos fenolicos podem participar in vivo
em varias reaccdes redox entre diferentes espécies é fundamental a clarificacdo dos
mecanismos de transferéncia de carga através de métodos electroquimicos que, por sua
vez, tém a capacidade de fornecer informacgOes para a determinagdo das causas que
levam os compostos bioldgicos a exercer as suas actividades fisioldgicas.

O presente trabalho teve por objectivo, o estudo do mecanismo de oxidacdo do
acido ferulico, da capsaicina, da dihidrocapsaicina e da curcumina, que sd0 compostos
com alta relevancia biologica. Os mecanismos redox destes compostos com
propriedades antioxidantes foram estudados utilizando técnicas electroquimicas como a
voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada e de impulso diferencial, num
eléctrodo de carbono vitreo.

O comportamento electroquimico do &cido feralico mostrou que este composto
pode ser oxidado num processo irreversivel dependente do pH, em duas etapas de
transferéncia de dois electrbes e dois protGes para cada uma. A oxidacdo do &cido
feralico origina um produto de oxidacdo que sofre reaccBes redox reversiveis,
dependentes do pH, com a transferéncia de dois electrdes e de dois protdes.

O estudo voltamétrico da capsaicina e da dihidrocapsaicina mostrou que ambos
0s compostos sofrem oxidacdo num processo irreversivel e dependente do pH. O
mecanismo de oxidacdo da capsaicina e da dihidrocapsaicina consiste num processo que
ocorre num s6 passo, correspondente a transferéncia de dois electrfes e de dois protdes;
com a formacdo de um produto de oxidacdo. O produto de oxidacdo dos dois
capsaicindides sofre um processo de oxidacdo reversivel e dependente do pH,
envolvendo a transferéncia de dois electrfes e de dois protdes.

A oxidagéo da curcumina revelou que 0 seu mecanismo de oxidacgao ocorre em
duas etapas irreversiveis, dependentes do pH do electrélito de suporte. O mecanismo de
oxidacdo envolve a transferéncia de dois electrdes e de dois protdes para cada uma das
etapas. O produto de oxidacdo resultante é posteriormente oxidado com a transferéncia

de dois electrdes e de dois protdes num processo reversivel e dependente do pH.



ABSTRACT

The harmful effects caused by free radicals inside the living cells affect many
biological molecules, such as lipids, proteins, carbohydrates and vitamins. Phenolic
compounds present anti-oxidant properties reducing the effect caused by free radicals.
Since phenolic compounds may participate in several redox reactions in vivo, the
clarification of these charge transfer mechanisms assumes a major importance.
Furthermore, the elucidation of such mechanisms may also be useful for a better
understanding of the physiological processes in which these biological compounds are
implicated.

The aim of this work was to investigate the electrochemical oxidation
mechanisms of four biological compounds known by their antioxidant properties:
ferulic acid, capsaicin, dihydrocapsaicin and curcumin. The redox mechanisms
associated to these compounds were studied in a wide pH range using cyclic, square
wave and differential pulse voltammetry, with a glassy carbon electrode (GCE), in
different supporting electrolytes.

The electrochemical oxidation of ferulic acid occurs in an irreversible, pH-
dependent, two-step mechanism, where two electrons and two protons are transferred in
each step. The product of ferulic acid oxidation is also electroactive and is reversibly
oxidized in a pH-dependent reaction, with the transfer of two electrons and two protons.

The voltammetric study of capsaicin and dihydrocapsaicin revealed that both
compounds are irreversibly oxidized in a pH-dependent reaction, which occurs with the
transfer of two electrons and two protons. The products of capsaicin and
dihydrocapsaicin oxidation reactions undergo further oxidation through reversible,
pH-dependent mechanisms, where two electrons and two protons are transferred.

Curcumin is electrochemically oxidized at the GCE surface in an irreversible
two-step reaction. Both steps of the curcumin oxidation mechanism are pH-dependent
and each involves the transfer of two electrons and two protons. The oxidation product
formed at the GCE surface is further oxidized in an reversible, pH-dependent reaction,

in which two electrons and two protons are transferred.
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1. Introducéo

1.1. Compostos Fendlicos

Nos dias de hoje, ha um crescente interesse no estudo de compostos fitoquimicos
como componentes bioactivos dos alimentos. Estes compostos sdo substancias
biologicamente activas presentes em plantas, frutas, legumes e cereais, que contribuem
para o seu sabor, cor e odor. Estudos recentes tém revelado que a ingestdo de frutas e
legumes de forma frequente contribui para a prevencdo de doencas. A capacidade
demostrada pelos compostos fitoquimicos na prevencdo de doencas foi atribuida
essencialmente, as propriedades antioxidantes dos seus constituintes fendlicos [1-3].

Os compostos fenolicos sdo classificados como metabolitos secundarios
sintetizados pelas plantas, tanto no seu desenvolvimento normal, como em resposta a
condigdes externas a planta [2, 4, 5]. Desempenham func¢des antimicrobianas, antivirais
e anti-inflamatorias juntamente com elevadas capacidades antioxidantes. Algumas das
caracteristicas demonstradas pelos compostos fendlicos tornam-os de grande interesse
nutricional pela sua forte contribui¢cdo na manutencdo da satde humana [2, 6-8].

Os compostos fenolicos, presentes em grandes quantidades nas plantas, sdo uma
parte essencial da dieta humana que ao longo dos tempos tem suscitado um crescente
interesse devido aos seus efeitos antivirais, antibacterianos, antialérgicos e
vasodilatadores, bem como pelas suas propriedades antioxidantes [3, 9-14].

Estes compostos caracterizam-se por possuirem na sua estrutura um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilo. As suas estruturas podem variar
desde uma molécula simples, de baixo peso molecular, até polimeros complexos de

elevado peso molecular. A estrutura molecular, em particular o nimero, a posi¢do dos
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grupos hidroxilo no anel aromatico e a natureza dos seus substituintes, ttm uma grande
importancia na actividade antioxidante dos compostos fendlicos [3, 8, 15-17].

A actividade de um antioxidante é determinada pela sua reactividade como
agente dador de protdes ou de electrdes; pelo local de interaccdo do radical antioxidante
resultante que é controlado pela sua habilidade para estabilizar e deslocalizar o electrdo
desemparelhado; pela sua reactividade com outros antioxidantes; e pela possibilidade de
quelatar ides metalicos [18].

O grande interesse demonstrado no estudo da actividade antioxidante de
compostos fenolicos deve-se em grande parte a sua capacidade de retardar ou inibir as
lesGes provocadas pelos radicais livres nas células, evitando a propagacdo de reacgdes
de oxidag&o em cadeia [19].

Diversos estudos tém salientado que o consumo de substancias antioxidantes na
dieta diaria pode produzir uma ac¢éo protectora efectiva contra os processos oxidativos
que ocorrem naturalmente no organismo, essencialmente devido a sua capacidade de
proteger o DNA contra os danos induzidos pelos radicais livres. Por outro lado, estudos
recentes evidenciam a possibilidade dos compostos fendlicos produzirem efeitos
pré-oxidantes que podem implicar potencial toxicidade e assim constituir a base de
certas accOes mutagénicas e citotoxicas para o organismo [19-21].

O envelhecimento das células, dos tecidos e do organismo como um todo, é uma
accao dos radicais livres e 0s seus efeitos sobre 0 organismo sdo, de uma maneira geral,
nocivos, estando relacionados com diversas condic¢Bes clinicas, como por exemplo, o
cancro, doencas cardiovasculares e alteracbes no sistema nervoso [22]. O papel dos
radicais livres nas doengas humanas, biologia, toxicologia e na deterioracdo de
alimentos tornou-se deste modo uma area de investigacdo de grande interesse. Assim,
diversos metodos quimicos, biologicos e electroquimicos tém sido propostos e aplicados
nesta &rea de investigacdo [20].

Embora muitos compostos naturais e sintéticos apresentem uma actividade
antioxidante de elevada importancia essencialmente para aplicacdo em farmacologia, a
lista de aditivos autorizados € bastante limitada o que se deve essencialmente a falta de
conhecimentos sobre a sua composi¢cdo molecular, quantidades de composto activo
presente no material de origem, disponibilidade de dados relevantes sobre toxicidade e
ainda devido a problemas de solubilidade [23, 24].

O objectivo deste trabalho é o estudo das propriedades antioxidantes de
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compostos fendlicos, por métodos electroquimicos, de modo a analisar 0s seus
potenciais redox tendo em conta que a sua facilidade em oxidar-se serd de grande
importancia para a eficiéncia como antioxidante. As técnicas voltamétricas e. g.
voltametria ciclica, onda quadrada e impulso diferencial sdo muito utilizadas para o
estudo de processos de oxidacao reducdo em varios meios, adsorcdo em superficies de
eléctrodo e mecanismos de transferéncia de diversos compostos bioldgicos. Assim, este
trabalho consiste no estudo do comportamento electroquimico o acido ferulico, da
capsaicina, do seu analogo dihidrocapsaicina e da curcumina, para uma ampla gama de
electrolitos de suporte de diferentes valores de pH na superficie de um eléctrodo de
carbono vitreo. Informacgdes sobre o seu comportamento electroquimico, a partir dos
resultados obtidos em diferentes pHs desempenham um papel crucial para a

compreensdo das suas propriedades, e do seu metabolismo num sistema biolégico.

1.1.1. Acido Ferulico

O écido ferulico (C1oH1004, Figura 1.1) é um composto fendlico, presente nos
tecidos vegetais e considerado um importante ingrediente bioactivo de muitos
alimentos. Muitos dos alimentos basicos que constituem a alimentacao diaria, como por
exemplo, cereais integrais, farelo de trigo, citrinos, banana, café, repolho, espinafres,
brdcolos, beterraba, sdo importantes fontes de ingestéo ricas em acido ferulico [25].

H,CO N

OH

HO

Figura 1.1 — Estrutura do acido ferulico.

Foi isolado pela primeira vez a partir de uma resina comercial, em 1866, e

quimicamente sintetizado em 1925. Contudo, os seus efeitos biolégicos s6 comecaram a
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ser assinalados em 1970, quando investigadores japoneses descobriram as propriedades
antioxidantes de esteres de &cido ferulico extraidos de Oleo de arroz. Os dados
promissores, encontrados durante os estudos iniciais, proporcionaram um elevado
interesse no estudo e compreensdo dos seus efeitos bioldgicos [25].

Durante os ultimos anos tém sido atribuidas ao acido ferulico propriedades
anti-carcinogénicas e radioprotectoras, antimicrobianas, antioxidantes, hipotensivas,
anti-inflamatorias e ainda propriedades fotoprotectoras, concedendo-lhe um potencial
bastante promissor no tratamento de um elevado numero de patologias [25-27].

As propriedades antioxidantes sdo dos efeitos bioldgicos atribuidos ao &cido
feralico que tém recebido uma maior atencdo. A actividade antioxidante demonstrada
por si permite a defesa do DNA e dos lipidos contra a oxidacdo por ac¢do de espécies
reactivas de oxigénio (ROS). Assim, o acido feralico pode ser considerado benéfico na
prevencdo e/ou tratamento de distarbios ligados ao stress oxidativo, incluindo a doenca
de Alzheimer, diabetes, cancro, hipertensdo e aterosclerose. A forte ligacdo entre a
inflamacdo e o stress oxidativo sugere ainda a eficacia do acido feralico contra doencas
inflamatorias [25, 28-30].

Estudos recentes avaliaram a capacidade do acido feralico na eliminacdo de
radicais livres em culturas de neurdnios e sistemas de sinaptossomas expostos a radicais
hidroxilo e peroxilo. Estes estudos demonstraram que a presenca do acido ferulico reduz
significativamente os danos provocados pelos radicais livres nos sistemas de células
neuronais, sem provocar a morte celular, produzindo efeitos mais significativos do que
os obtidos em tratamentos com compostos quimicos semelhantes, acido vanilico,
cumarico e cinamico. Os resultados apresentados sugerem a importancia do acido
fertlico na metodologia de intervencdo terapéutica contra doencas neurodegenerativas
em que o stress oxidativo e o principal implicado [31].

Considerando o elevado numero de propriedades farmacoldgicas atribuidas ao
acido ferdlico é de extrema importancia o desenvolvimento de mais estudos que
clarifiguem as suas propriedades e 0s seus mecanismos de accdo de modo a

proporcionar uma melhor compreenséo e desenvolvimento de aplicacGes futuras.
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1.1.2. Capsaicina e Dihidrocapsaicina

A pimenta do género Capsicum esta entre uma das especiarias mais consumidas
no mundo, particularmente no Sudoeste Asiatico e paises latino-americanos. O sabor
ardente da pimenta é induzido por compostos derivados de alcalGides, o0s
capsaicinoides. A capsaicina (Figura 1.2) e o seu derivado dihidrocapsaicina, que possui
a cadeia lateral totalmente saturada (Figura 1.3), sdo o0s capsaicindides que possuem
uma maior pungéncia e compreendem 80-90% dos capsaicindides encontrados nas
pimentas [32-35].

o)
HsCO > CHs
N
H
CHs
HO

Figura 1.2 — Estrutura da capsaicina

@)
H3CO CH3
N
H
CHs;
HO

Figura 1.3 — Estrutura da dihidrocapsaicina

A capsaicina, CigH2;NO3 e a dihidrocapsaicina, CigHzgNO3, sdo alcaldides
naturais derivados da pimenta vermelha, introduzida na Europa, apds a viagem de
Colombo ao Novo Mundo, em 1494. S&o substancias resinosas picantes encontradas nas
sementes e membranas dos frutos do género Capsicum, responsaveis pela sensacdo de
ardor e dor na mucosa bucal. A capsaicina e a dihidrocapsaicina sdo moléculas
hidrofdbicas, inodoras e de sabor pungente. Para a sua dissolucéo s&o usados alcoois e

outros solventes organicos [33, 36].
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A capsaicina possui uma grande aplicacdo como aditivo alimentar em diversos
géneros de cozinha, sendo actualmente cada vez mais utilizada para fins terapéuticos.
Tem também vasta utilizagdo como produto da inddstria bélica, na confeccdo de sprays
para defesa pessoal, “peper spray” e “peper foam” [32].

Considerando o consumo frequente de capsaicina como aditivo alimentar e a sua
aplicacdo para fins terapéuticos, € importante o desenvolvimento dos estudos de modo a
ter uma avaliacdo correcta e precisa da toxicidade deste composto, das suas
propriedades funcionais e dos seus efeitos nocivos para a satde publica.

Esta molécula apresenta propriedades farmacoldgicas de accdo na dissolucdo de
coagulos, como expectorante, descongestionante, indutor da termogénese (efeito de
transformar parte das calorias dos alimentos em calor), além de actuar como
antibacteriana e de ter um forte poder antioxidante [33, 36-38].

Alguns estudos revelaram a ac¢do da capsaicina com efeito protector de mucosa
gastrica inibindo a producdo de mediadores inflamatorios em doencas gastricas. Foram
também obtidos grandes éxitos clinicos com o uso da capsaicina contra a dor e a
inflamagdo em patologias como artrite reumatdide e osteoartrite. No entanto, a sua
ingestdo primaria pode causar ardor na boca e na garganta, secre¢cdo nasal e
lacrimejamento, e quando em excesso pode mesmo causar inflamagfes, nauseas,
vomitos, dor abdominal e diarreia [33, 39, 40].

Uma das propriedades fisiologicas mais conhecidas da capsaicina é a sua
selectividade para efeitos sobre a parte periférica do sistema nervoso sensorial,
particularmente sobre os neurénios. E um composto conhecido por reagir com o
neurotransmissor dos impulsos dolorosos como a substancia P dos terminais do nervo
sensorial, o que fornece uma fundamentacdo para a sua utilizagdo como ferramenta
experimental versatil no estudo dos mecanismos da dor e também para aplicagdes
farmacoldgicas, no tratamento de alguns estados periféricos dolorosos, como a artrite
reumatdide, sindroma da dor pos-mastectomia e diabetes [34, 36, 40-42].

Alguns estudos tém revelado efeitos da capsaicina como antimutagénica,
antigenotoxica e efeitos anticarcinogénicos, sugerindo que este composto é um
importante dietético fitoquimico com uma potencial actividade quimiopreventiva [37].
Outros relataram que a capsaicina foi aplicada para inibir mutagcBes cromossémicas,
quebras no DNA, e ligacGes covalentes de potentes agentes cancerigenos. O pré-

tratamento com capsaicina de varios tecidos tem mostrado resultados na diminuicéo dos
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danos por radicais livres, mediados por substancias exdgenas [43]. Em contra partida,
alguns estudos revelam a possibilidade da capsaicina ser carcinogénica e genotoxica.
Levando a que capsaicina seja sujeita a uma extensa investigagéo [37, 44].

Tendo em conta a grande variedade de estudos efectuados pode concluir-se que,
a capsaicina apresenta uma grande diversidade de efeitos benéficos assim como um
potencial bastante significativo no tratamento de multiplas doencas que resultam do
stress oxidativo. Os efeitos protectores da capsaicina, assim como do seu anélogo,
dihidrocapsaicina, sdo atribuidos as suas propriedades antioxidantes que devem ser
extensamente investigadas para uma melhor compreensdo das suas propriedades em

aplicacdes futuras.

1.1.3. Curcumina

A curcumina [1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3, 5-diona],
Figura 1.4, é um fitoquimico natural de cor amarela, isolado do rizoma da planta
Curcuma longa L., que é uma planta medicinal amplamente usada na China, india e no
Sudoeste Asiético, também conhecida por turmeric e agafrdo-da-india. E considerada

uma preciosa especiaria, muito usado na culindria como corante e conservante natural

de alimentos.
(@] O
H3CO N = OCHj
HO OH

Figura 1.4 — Estrutura da curcumina.

A curcumina tem atraido um consideravel interesse nos Ultimos anos devido ao

elevado potencial medicinal apresentado. Assim, a curcumina € aplicada no tratamento
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de varias doencas devido a uma vasta gama de propriedades farmacologicas, incluindo
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antibacterianas, hipocolesterolémicas,
anticancerigenas e quimiopreventivas [45-56]. O potencial uso da curcumina na
prevencdo do cancro e no tratamento da infeccdo com o virus da imunodeficiéncia
humana (HIV) é objecto de intensa pesquisa laboratorial e clinica [24, 56, 57].

Recentemente foi demonstrado que a curcumina regula tanto a via classica como
a via alternativa de activagdo do sistema nervoso, inibindo as suas maiores vias centrais
de activagdo. O que a torna de elevada importancia no tratamento de pacientes com
Alzheimer, Esclerose Multipla e deméncia provocada pelo HIV, pois sdo doencas do
sistema nervoso central associadas com a activacdo da via do sistema complementar
[58]. Age, ainda como agente antibacteriano, promovendo a destoxificacdo do figado
através da inibicdo da actividade da glutationa S-transferase [55, 59].

Um dos factores mais importantes responsavel por todas as actividades da
curcumina € a sua capacidade em captar radicais livres de oxigénio (ROS) e nitrogénio
(NOS) reactivos. Esta exibe uma forte actividade antioxidante, comparavel com a
actividade antioxidante apresentada pela vitamina C e D. O que torna a investigagéo do
seu processo de oxidacdo-reducdo e da sua actividade catalitica de elevado interesse
bioldgico [48, 50, 51, 60].

Estudos recentes evidenciam que varios metais actuam como catalisadores na
deterioracdo oxidativa de macromoléculas bioldgicas. A toxicidade demonstrada por
estes metais pode dever-se em parte a sua capacidade em gerar radicais livres. Uma vez
gue a curcumina € uma dicetona, e que as capacidades quelantes de dicetonas tém sido
amplamente investigadas para um grande namero de ifes metélicos, esta pode ser de
grande importancia no tratamento de intoxicacdo por metais. Esta capacidade de ligagédo
da curcumina com alguns metais de transicéo, e.g. ferro e cobre, € considerada bastante
atil no tratamento da doenca de Alzheimer. Foi mostrado que entre as populacGes
indigenas a utilizacdo regular de acafrdo podia ser um dos motivos responsaveis pela
reducéo do risco de doenca de Alzheimer [50, 61].

A curcumina é também aplicada na investigacdo da oxidacao electrocatalitica de
alcéois simples, glicose e alguns aminoacidos, em eléctrodos de carbono vitreo
modificados com Ni-curcumina. Estes estudos baseiam-se na oxidac&o-reducéo do par
Ni(I11) / Ni(1l) com o complexo Ni(ll)-curcumina como centro catalitico [47, 62, 63].

A curcumina é bem absorvida pelo organismo, tanto in vitro como in vivo
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[64, 65]. Do ponto de vista toxicologico é relativamente inerte, ndo apresentando assim,
quaisquer efeitos toxicos tanto para 0s animais como para 0s seres humanos, mesmo em
doses bastante elevadas. Apesar da sua segura eficicia, a curcumina ainda ndo foi
aprovada como agente terapéutico. Os principais problemas apontados séo a sua baixa
solubilidade em agua, biodisponibilidade relativamente limitada e ainda a sua coloragéo
intensa [49-51].

Em conclusdo, a curcumina apresenta uma variedade de efeitos benéficos e
parece ter um potencial bastante promissor no tratamento de mdltiplas condigdes
patoldgicas com forte incidéncia em patologias que resultam do stress oxidativo. Os
efeitos protectores da curcumina sdo atribuidos principalmente as suas propriedades
antioxidantes, tornando imperativo avaliar o seu poder antioxidante e os mecanismos
pelos quais a curcumina exerce a sua actividade, numa tentativa de correlacionar a

actividade antioxidante com as caracteristicas estruturais da molécula.

1.2. Principios de Electroquimica

Ao longo deste trabalho, os mecanismos de oxidacdo do acido ferulico, da
capsaicina, da dihidrocapsaicina e da curcumina vao ser investigados recorrendo a
métodos electroquimicos. Assim, nesta seccdo apresenta-se uma breve descricdo dos
fundamentos teoricos dos diferentes métodos aplicados nos estudos efectuados.

A electroquimica envolve o estudo de fendmenos quimicos associados a
separagdo de cargas. Muitas vezes esta separacao de cargas pode levar a transferéncia de
carga, ocorrendo homogeneamente em solucéo, ou heterogeneamente na superficie do
eléctrodo. De modo a assegurar a electroneutralidade, tém lugar duas ou mais reacc¢oes
de transferéncia de carga, em direcgbes opostas. Com excepcdo das reacgdes redox
homogéneas, as reaccBes de transferéncia de carga estdo separadas no espago,
ocorrendo geralmente em eléctrodos diferentes imersos em solugdo numa célula
electroquimica [66].

Em todos os processos electroanaliticos a célula electroquimica contém trés
eléctrodos: o eléctrodo de trabalho, o eléctrodo de referéncia e o eléctrodo auxiliar. O

eléctrodo de trabalho é o eléctrodo onde ocorre a reaccdo electroquimica e cujo
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potencial € controlado através do eléctrodo de referéncia com a ajuda de um
potencidstato. A corrente da célula electroquimica flui entre o eléctrodo de trabalho e o
eléctrodo auxiliar através do electrélito de suporte. O eléctrodo de referéncia utilizado
numa experiéncia electroquimica deve possuir uma impedancia elevada de forma a por
ele ndo possa passar corrente, mantendo o seu potencial constante. Os eléctrodos estdo
ligados por meios condutores, tanto na solucdo (através do electrolito de suporte —
transporte idénico) como externamente (através de fios condutores) de tal modo que
possa ser possivel o transporte de carga [66].

O conhecimento e compreensdo dos processos que ocorrem no eléctrodo de
trabalho e a escolha da técnica electroquimica tém um papel muito importante na
obtenc&o e explicacdo dos dados obtidos experimentalmente.

A maioria dos processos de transferéncia de carga envolve a transferéncia de
electrdes e no caso das espécies oxidadas O, e reduzidas R, a reaccdo redox pode ser

representada esquematicamente por:

O+ne” >R

onde O, espécie oxidada, recebe n electrGes para dar origem a R, espécie reduzida. O
par O/R tem uma energia associada, energia redox, Ereqox, que pode ser relacionada com

o0 potencial de eléctrodo.

Eléctrodo

7

7,
O*

’ Y
V/ -
///,’ Y, SO% 'L ' kd ' ©
“l Qo®
///, ",

, Transferéncia k| Lk
", de electrdes e
(passo 5)

///, ",
I,"
/,
///, ", y kd, R
", R*= R
‘0,

Difuséo

Difusdo (passo 1)

=0

Figura 1.5 — Esquema de um processo de transferéncia de electrdo num eléctrodo [66]; passo 1 — Difusao
das espécies; passo 2 — Rearranjo da atmosfera idnica; passo 3 — Reorientagdo dos dipolos do solvente;

passo 4 — Alteracfes nas distancias entre o ido central e os ligandos; passo 5 — Transferéncia do electréo.
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Durante uma experiéncia electroquimica, ao ser aplicado um potencial
conhecido ao eléctrodo de trabalho, as espécies electricamente carregadas sdo atraidas
electrostaticamente para a superficie do eléctrodo. Ao mesmo tempo, outras espécies
presentes em solucdo podem também interagir com a superficie do eléctrodo de trabalho
através da adsorcao. Assim, de modo a descrever um processo de eléctrodo, tem de se
ter em consideracgéo o transporte das espéecies para a superficie do eléctrodo bem como a
reac¢do de transferéncia de electrdo que ocorre na superficie do eléctrodo.

Na proximidade da superficie do eléctrodo (camada de difuséo) o transporte das
espécies s6 ocorre por difusdo. Na Figura 1.5 encontra-se uma representacdo
esquematica dos processos de eléctrodo relativos a transferéncia de electréo.

A dupla camada ¢ a regido interfacial que consiste num ordenamento de cargas
positivas ou negativas na superficie do eléctrodo e num ordenamento em quantidade
igual e de carga oposta na solucdo para neutralizar a carga do eléctrodo. E a parte da
solucdo proxima do eléctrodo e a mais afectada pelas reaccdes de eléctrodo.

Nas experiéncias electroquimicas, considera-se que durante a reaccdo de
oxidacdo o eléctrodo de trabalho funciona como receptor de electrfes transferidos,
gerando uma corrente positiva, ou seja, uma corrente anodica, l,. Ao contrario,
considera-se que, durante a reaccdo de reducdo o eléctrodo de trabalho actua como
dador de electrdes e a corrente registada, a corrente catodica, I, tem um valor

negativo [66].

1.2.1. Técnicas de Voltametria

A voltametria € uma técnica electroquimica onde as informagdes qualitativas e
quantitativas de uma espécie quimica sdo obtidas a partir do registo de curvas corrente-
potencial, feitas durante a electrélise dessa espécie. No decorrer de cada experiéncia
voltameétrica, tanto o potencial aplicado como a corrente registada variam com o tempo.
A curva de intensidade de corrente (1), em Amperes (A), em funcdo do potencial
aplicado (E), em Volts (V), obtida é designada por voltamograma. A variacdo de
potencial ao longo do tempo designa-se por velocidade de varrimento, v.

A aplicacdo de um potencial a um eléctrodo origina uma corrente faradaica, I,

12
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que estd directamente relacionada com a transferéncia de carga, e uma corrente
capacitiva, l;, necessaria para organizar as moléculas e os ifes presentes na dupla

camada do eléctrodo [66, 67]. A corrente total registada, I, é descrita pela equacéo:

=1+ Ik
Das técnicas voltamétricas existentes as utilizadas no presente trabalho s&o:
voltametria ciclica, que é uma técnica de varrimento ciclico de potencial, e que consiste
na aplicacdo de um potencial, ao eléctrodo de trabalho, que varia ciclicamente com o
tempo; voltametria de impulso diferencial e voltametria de onda quadrada, que séo
técnicas voltamétricas de degrau e impulso e que consistem na aplicacéo ao eléctrodo de
trabalho de um degrau de potencial ou de corrente, alterando instantaneamente o

sistema electroquimico.

1.2.1.1. Voltametria Ciclica (CV)

A voltametria ciclica (Cyclic Voltammetry, CV) é uma técnica muito utilizada
para obter informacdo qualitativa de uma reaccdo electroquimica, permitindo o
diagnostico dos mecanismos da reaccdo electroquimica, identificacdo de espécies
electroactivas presentes em solucdo ou andlise semi-quantitativa da cinética das
reacces. Quando se recorre ao estudo electroquimico de um novo sistema, é muitas
vezes a primeira técnica a ser aplicada, uma vez que permite obter de forma répida a
informacdo sobre 0s potenciais a que ocorrem 0s eventuais processos de transferéncia
de carga [66].
Esta tecnica consiste na aplicacdo de um potencial ao eléctrodo de trabalho,
que varia de uma forma linear a uma velocidade de varrimento constante, v=dE / dt. O
potencial aplicado varia entre um potencial inicial (E;), e um potencial final (Es),
previamente escolhidos, oscilando ciclicamente entre um valor de potencial maximo
(Emax) € um valor de potencial minimo (Enin), Figura 1.6. Podendo o sentido do
varrimento do potencial ser positivo ou negativo [66].
A corrente faradaica, I, devida a reaccdo de eléctrodo, € registada na zona

relevante de potencial onde ocorre a reaccdo de eléctrodo, juntamente com uma
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contribuicdo capacitiva, I.. Com o varrimento de potencial a carga da dupla camada
varia e a contribuicdo capacitiva aumenta com o aumento da velocidade de

varrimento [66].

E
Emax
Ef
Ei
0 -
t
Emin

Figura 1.6 — Variagdo do potencial aplicado em funcdo do tempo numa experiéncia de voltametria

ciclica. E; - potencial inicial; E; - potencial final; E,.. - potencial maximo; E,,;, - potencial minimo.

Os parametros fundamentais a considerar em voltametria ciclica séo:

e O potencial inicial — E;

O sentido inicial do varrimento

A velocidade de varrimento, v, dada por v = |[dE/dt|

O potencial maximo — Enax

O potencial minimo — Enin

O potencial final - E¢

A variagdo da corrente em funcdo do potencial aplicado ao sistema é
representada num grafico, ao qual se da o nome de voltamograma ciclico. Este
apresenta o registo de picos de corrente que correspondem as semi-reac¢des de oxidagdo
e/ou reducao no eléctrodo.

A CV permite fazer um diagnostico da reversibilidade, da presenga de passos
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quimicos associados as transferéncias electronicas e verificar a ocorréncia de adsor¢édo

do reagente ou dos produtos no eléctrodo de trabalho.

Transferéncia electronica reversivel

Na Figura 1.7, encontra-se representado um voltamograma ciclico tipico para
um processo de transferéncia de carga reversivel, assim como o0s pardmetros
caracteristicos que permitem a caracterizacdo do processo de eléctrodo do sistema em
estudo. Estes parametros sdo: o potencial de pico anddico (Epa), a intensidade maxima
de corrente que resulta da reaccdo de oxidacédo ou pico de corrente anodica (lpa), 0
potencial de pico catodico (Eyc), € a intensidade maxima de corrente que resulta da

reaccdo de reducéo ou pico de corrente catodico (lyc) [66].

pa

Figura 1.7 — Voltamograma ciclico tipico para uma reaccéo reversivel. E,, — potencial de pico anddico;

I, — corrente de pico anddico; E, — potencial de pico catddico; I, — corrente de pico catodico.

Existem varias relagdes entre os parametros definidos e a velocidade de
varrimento de potencial, que fornecem informacdes tanto de natureza termodinamica
como cinética e que permitem caracterizar o sistema em estudo.

De modo a que um determinado sistema electroquimico seja considerado como
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tendo um comportamento reversivel através de voltametria ciclica, este deve obedecer

as seguintes condic¢des de diagndstico [1]:

e Ip~v

Ep independente de v

AEp = | Epa— Epc | = 57/n (V)

| Ep — Epi2 | = 56,6/n (MV)

A aplicacdo dos critérios de reversibilidade acima descritos, permite calcular o

namero de electrdes transferidos no processo electroquimico.

Transferéncia electronica irreversivel

Quando ndo se verificam as condicGes necessarias para que se caracterize um
sistema como reversivel, este pode ser considerado como irreversivel ou
quasi-reversivel.

A extensdo da irreversibilidade de um sistema intensifica-se com o aumento da
velocidade de varrimento, verificando-se a0 mesmo tempo, que os valores de Iy, € lpc Se
tornam bastante diferentes. Em comparagdo com o caso reversivel, verifica-se ainda
uma crescente separacao entre picos anodicos e catodicos e a diminuigdo das correntes
de pico. Assim, um sistema que a baixa velocidade de varrimento se comporta como
reversivel, pode mostrar-se como ndo-reversivel quando se aumenta a velocidade de
varrimento.

Os critérios de diagnostico para que um sistema electroquimico seja considerado

irreversivel sdo [66]:

o |Ep—Ep2|=47,7/(an’) (mV)
e E,dependente de v

e |dE,/dlog | = 29,6/ (an) (mV)
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O voltamograma ciclico de um sistema electroquimico irreversivel pode
apresentar picos de corrente que ndo tém picos inversos associados no varrimento do
potencial no sentido inverso. Entre os processos de eléctrodo reversiveis e irreversiveis,
encontram-se 0S Processos quasi-reversiveis, em que se observam picos inversos

agquando do varrimento oposto, mas com AE, > 57/n (mV).

Espécies adsorvidas

A resposta voltamétrica de um sistema electroquimico € influenciada
substancialmente pela adsorcéo do reagente ou dos produtos de reac¢do na superficie do
eléctrodo de trabalho. As moléculas organicas, devido ao caracter hidrofébico,
adsorvem facilmente na superficie de eléctrodos sélidos. A adsorcdo por parte das
moléculas organicas deve-se em parte, ao facto de estas apresentarem ligacGes duplas na
sua constituicdo. As moléculas organicas podem adquirir uma orienta¢do na superficie
do eléctrodo seguindo uma geometria especifica das varias orientacdes, dependendo do
potencial aplicado ao eléctrodo ou da concentracdo na solucdo da substancia em estudo.
Independentemente da orientacdo das moléculas adsorvidas, 0s resultados
electroquimicos vao ser influenciados pelo fendmeno de adsorc¢éo.

Os efeitos da adsorcdo na resposta voltamétrica de um sistema electroquimico
sdo varios, desde o efeito catalitico da reaccdo redox até ao fendmeno mais comum que
é o bloqueamento da superficie do eléctrodo de trabalho. Consequentemente, verifica-se

uma alteracdo da forma da onda voltamétrica.

1.2.1.2. Voltametria de Impulso Diferencial (DPV)

O desenvolvimento das técnicas de impulso de potencial teve por principal
objectivo, diminuir o efeito da corrente capacitiva na corrente total. Depois de se aplicar
um impulso de potencial, a corrente capacitiva extingue-se mais rapidamente do que a
corrente faradaica, assim, a corrente € medida no fim do impulso [66]

A voltametria de impulso diferencial (Differential Pulse Voltammetry, DPV)
consiste na aplicacdo de impulsos de potencial sucessivos com uma amplitude de

impulso AE, (amplitude de impulso), em intervalos periodicos de tempo t, sobre uma
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escada de potencial com degrau AEs, a corrente é medida imediatamente antes da aplicacao
do impulso e no fim deste, Figura 1.8 A). A diferenca entre estas correntes é o valor de

corrente registado num voltamograma de impulso diferencial, Figura 1.8 B).

A B

AR, Al
Al=1,-1,

|

i
l

_I"

— 7 — t

T — E

Figura 1.8 — Voltametria de impulso Diferencial. A) Esquema de aplicacdo de potenciais; B) resposta

tipica.

A velocidade de varrimento € determinada pelo tempo de intervalo entre duas
aplicacdes sucessivas de impulso conjuntamente com o valor de AEs: v = t AE..
Normalmente, a velocidade de varrimento efectiva varia entre 1 e 10 mV s™.

Como a voltametria de impulso diferencial é uma técnica diferencial, a resposta
é semelhante a primeira derivada de um voltamograma diferencial, isto é, um pico.

A amplitude escolhida para o impulso de potencial AE,, deve ter em conta a
reaccdo em estudo e a sensibilidade exigida, pois grandes amplitudes geram correntes
capacitivas residuais que podem diminuir a deteccdo da corrente faradaica.

Para amplitudes de impulso pequenas, a largura a meia altura do pico de

corrente, Wy,, é inversamente proporcional ao numero de electrdes transferidos:
Wy, =3,52RT / nF
0 que permite caracterizar 0 mecanismo da reaccao de transferéncia de carga. A intensidade
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do pico de corrente, Ip, € proporcional a concentra¢édo do analito; no entanto, também

depende da velocidade da reaccao electroquimica.

1.2.1.3.Voltametria de Onda Quadrada (SWV)

Em voltametria de onda quadrada (Square Wave Voltammetry, SW) a forma de
onda utilizada combina uma onda quadrada de amplitude de impulso AE, de larga
amplitude com uma escala de potencial com degraus de amplitude AEs. O resultado é
uma corrente que pode ser obtida a elevadas velocidades efectivas de varrimento.
Devido & construcéo da onda, durante cada ciclo de frequéncia /' = 7, é aplicado ao
eléctrodo um impulso de potencial positivo durante metade do ciclo seguindo-se a
aplicagdo de um impulso de potencial negativo na restante metade. O tipo de onda de
potencial e a resposta tipica de um sistema reversivel sdo 0s representados na
Figura 1.9, [66].

Figura 1.9 — Voltametria de pulso Diferencial. A) Esquema de aplicagdo de potenciais; B) resposta tipica.

Nesta técnica, a amostragem da corrente é efectuada antes do fim de ambos o0s
impulsos, positivo e negativo, em cada ciclo (pontos 1 e 2 na Figura 1.9 A). A corrente

total, A7 (l;) que é registada resulta da diferenca entre a corrente I(1) registada no final
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do impulso de potencial directo — corrente directa (If — forward current), e a
corrente 1(2) registada no final do impulso inverso — corrente inversa (I, — backward
current). Como 1(2) possui sinal contrério 1(1), para sistemas reversiveis Al = 1(1) - 1(2)
é maior que I(1), Figura 1.9 B).

Este tipo de amostragem e tratamento da corrente € responsavel por uma maior
sensibilidade desta técnica comparativamente com a voltametria de impulso diferencial.

A voltametria de onda quadrada tem também por vantagem a possibilidade de
serem realizadas analises a velocidades elevadas com velocidades efectivas da ordem de
1 Vs?, diminuindo assim o consumo de espécies electroactivas a analisar, quando
comparado com a voltametria de impulso diferencial, reduzindo ainda problemas que

advém do bloqueio da superficie do eléctrodo [66].
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2. Experimental

Ao longo deste capitulo é apresentada uma descricdo do procedimento
experimental, incluindo a preparacéo de solucdes de reagentes, bem como das diferentes
metodologias envolvidas na preparacao e execucao das experiéncias; da instrumentacao
electroquimica utilizada e dos parametros experimentais associados a cada uma das
técnicas aplicadas, assim como do tratamento e apresentacdo dos resultados obtidos ao
longo deste trabalho experimental.

2.1. Reagentes e Solucdes

Na execucdo experimental utilizou-se para o estudo electroquimico curcumina,
C21H200s, capsaicina, C1gH27NO3 e dihidrocapsicina, C1gH29NO3; que foram adquiridos
a Extrasynthese, Franca. Foi ainda usado acido ferdlico, CioH1004, adquirido a
Sigma-Aldrich.

As solucdes padrdo dos compostos estudados electroquimicamente foram
preparadas em etanol (C,HsOH), de qualidade analitica e guardadas a 4°C até ao
momento da sua utilizagdo. As concentracbes especificas usadas durante o estudo
voltamétrico encontram-se descritas ao longo do trabalho, tendo a sua preparacdo sido
feita directamente na celula electroquimica a partir das solu¢cbes mae por diluicdo no

electrolito de suporte desejado.
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Para a medicéo de micro-volumes (2-1000 pL) das solucGes preparadas e usadas
ao longo de todo o trabalho experimental foram utilizadas pipetas ajustaveis Pipetman
da Gilson S. A., Villiers-le-Bel, Franca.

Todas as solucbes de electrdlito de suporte foram preparadas de acordo com a
Tabela 2.1, a partir de reagentes de pureza analitica em agua desionizada ultrapura
obtida através de um sistema Millipore Milli-Q System (condutividade < 0,1 uS cm™),
Millipore S. A., Molsheim, Franca. As medidas de pH das solugdes tampéo de
electrélito de suporte foram realizadas utilizando um medidor de pH Crison micropH

2001, Barcelona, Espanha, com um eléctrodo de vidro combinado Ingold.

Tabela 2.1 - Composicdo das solu¢des tampéo de electrdlito de suporte.

Electrélito de suporte pH

0,2 M KCI +0,2 M HCI 1,3

0,2 M KCI + 0,2 M HCI 2,0

0,2 M NaAcO + 0,2 M HAcO 3,5
0,2 M NaAcO + 0,2 M HAcO 4.3
0,2 M Na,HPO, + 0,2 M NaH,PO, 6,1
0,2 M Na,HPO,+ 0,2 M NaH,PO, 6,9
0,2 M Na,HPO, + 0,2 M NaH,PO, 8,1
2 M NH; + 2 M NH,CI 9,9

0,2 M KCI + 0,2 M NaOH 12,0

Todos as medidas experimentais foram realizadas a temperatura ambiente
(25 £1°C).

2.2. Instrumentacéao

As medidas voltametricas foram realizadas utilizando um
potencidstato/galvandstato  Autolab PGSTAT 10, da Autolab Electrochemical
Instruments, Utrecht, Holanda, funcionando no modo potenciostato, controlado por um
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computador com Software GPES (General Purpose Electrochemical System), versdo
4.9 da Eco-chemie, Ultrecht, Holanda, Figura 2.1.

Figura 2.1 — Potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 10.

2.3. Parametros Voltamétricos

Os parametros voltamétricos em cada um dos ensaios realizados, bem como a
aquisicdo e o tratamento dos dados obtidos foram controlados com o recurso ao
programa GPES, versdo 4.9 da Eco-chemie, Ultrecht, Holanda.

Para a avaliacdo por DPV, em todos os ensaios realizados, 0s parametros
experimentais foram os seguintes: largura do impulso de 70 ms, amplitude de impulso
de 50 mV e velocidade de varrimento de 5 mVs™.

No estudo por SWV foi aplicado um degrau de potencial de 2 mV, uma
amplitude de impulso de 50 mV e uma frequéncia de impulso de 50 Hz, correspondendo
a uma velocidade efectiva de 100 mVs™. Nas medidas por CV foram aplicadas

velocidades de varrimento num intervalo de velocidades entre 0.01 e 2 Vs™.

2.4. Célula Electroquimica

Todos os estudos electroquimicos foram efectuados numa célula electroquimica
de um Unico compartimento com capacidade volumétrica maxima de 2 mL, da Cypress
System, Inc., EUA, constituida por trés eléctrodos: um eléctrodo de referéncia de
Ag/AgClI (3 M KCI), um eléctrodo de trabalho de carbono vitreo (GCE) de 1,5 mm de
didmetro e um fio de platina como eléctrodo auxiliar, Figura 2.2.
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Eléctrodo auxiliar

Pt
E ectrogo g\e rcelferenma Eléctrodo de trabalho Celula electroquimica
g/Ag [ 4 GCE
\

™~

Figura 2.2 — Eléctrodos e célula electroquimica.

Antes de cada ensaio electroquimico a superficie do GCE foi polida numa placa
de polimento com spray de diamante com particulas de 1 um (Kemet International Ltd,
Reino Unido) e de seguida lavado com &gua milli-Q. Depois de efectuado o
procedimento anterior, realizou-se o condicionamento electroquimico da superficie do
eléctrodo através do registo de varios voltamogramas na solucdo tampéo de electrdlito
de suporte, até se obter uma resposta electroquimica estavel.

Todas as experiéncias foram realizadas a temperatura ambiente de 25 + 1 °C.

2.5. Tratamento dos Dados

A apresentacdo de todos os graficos e voltamogramas electroquimicos, bem
como o tratamento dos dados obtidos ao longo deste trabalho experimental, foram
executados usando o software Origin, versao 6.0, da Microcal Software, Inc. USA.

Para a representacdo das estruturas quimicas das moléculas estudadas foi
utilizado o programa ChemDraw Ultra, versdo 8.0 da Cambridge Soft Corporation,
EUA.
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3. Estudo Voltamétrico do Acido Fertlico

Ao longo deste capitulo é efectuada uma descricdio do comportamento
electroquimico do &cido ferulico, investigado para uma vasta gama de electrdlitos de
suporte.

3.1. Comportamento electroquimico do &cido ferulico

O mecanismo de oxidacdo electroquimica do acido ferdlico na superficie do
GCE foi investigado por CV, DPV e SWV no intervalo de pH indicado na Tabela 2.1.
Para os estudos por CV foi usada uma solu¢do de acido ferulico 100 uM e para 0s

estudos por DPV e SWYV foi usada uma solu¢do de acido fertlico 10 uM.

3.1.1. Voltametria Ciclica

Os resultados obtidos numa solugdo de 100 uM para pH 4,3 com um GCE,
Figura 3.1, mostram que num primeiro voltamograma se observou, no varrimento
anodico, o aparecimento de dois picos de oxidagdo, pico 1, e 2, a um potencial de
Epia = + 0,535 V e de Epa = + 0,670 V, respectivamente. Os picos observados foram
atribuidos a oxidacéo do &cido ferdlico. Quando o sentido do varrimento foi invertido,
no varrimento catddico observou-se o aparecimento de um pico de reducdo, pico 3, a
um potencial de Epsc = + 0,354 V. O aparecimento do pico 3. foi atribuido a redugdo das

espécies formadas na superficie do eléctrodo apds a oxidacdo do &cido ferdlico. Com o
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3. Estudo Voltamétrico do Acido Fertlico

registo de um segundo varrimento observou-se 0 aparecimento de um novo pico de
oxidagao, pico 3,, a Epza = + 0,306 V. Este pico foi atribuido a oxidacéo dos produtos de
oxidacdo do acido ferulico. O aparecimento dos picos 3, e 3, evidenciou a
reversibilidade da reac¢do redox dos produtos de oxidacéo do acido ferulico.

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E/Vvs. Ag/AgCI

Figura 3.1 — Voltamogramas ciclicos obtidos numa solu¢do de acido fertlico 100 uM, em tampéo
acetato, pH 4,3, a uma velocidade de varrimento de 0,50 Vs™; (—) primeiro, (- - -) segundo e (*+*) terceiro

varrimentos.

Com o registo de voltamogramas sucessivos, verificou-se, que com o0 aumento
do nimero de varrimentos, a corrente dos picos 1, e 2, tende a diminuir, enquanto que, a
corrente dos picos 3; e 3. aumenta com o0 aumento do numero de varrimentos,
Figura 3.1. Esta observacdo e explicada pela adsor¢do dos produtos de oxidacdo do
acido ferulico na superficie do GCE ao longo dos varrimentos sucessivos, levando a
uma diminuicgéo da sua area electroactiva livre.

Com o intuito de perceber qual dos picos, 1, ou 2, levava a formacgdo dos
produtos de oxida¢&o de acido ferulico foram registados voltamogramas ciclicos, onde o
sentido do varrimento foi invertido imediatamente ap0s o aparecimento do pico 1,

Figura 3.2. Constatou-se que 0s picos 3, e 3. correspondentes a oxidacéo e reducéo das
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3. Estudo Voltamétrico do Acido Fertlico

espéecies formadas durante a oxidacdo do acido fertlico se devem aos produtos

formados no pico 1,.

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

E/Vvs. Ag/AgCI

Figura 3.2 — Voltamogramas ciclicos obtidos numa solu¢do de éacido fertlico 100 uM, em tampéo
acetato, pH 4,3, a uma velocidade de varrimento entre 0,50 Vs™; (—) primeiro varrimento entre 0,0 V e
0,9 V; (—) primeiro e (- - -) segundo varrimentos entre 0,0 V e 0,59 V.

Pela equacdo | Epa - Epc | = 57 / n (mV), onde Ep, € 0 potencial do pico anddico,
Epc 0 potencial do pico catddico e n o numero de electrdes transferidos, para processos
reversiveis, e considerando que a diferenca entre os potenciais dos picos anddico e
catddico do produto de oxidacdo do acido ferulico é de 30 mV, verificou-se que o
mecanismo redox que origina o par de picos 3, — 3. envolve a transferéncia de dois
electrdes [66].

De modo a estudar simultaneamente a influéncia da velocidade de varrimento e
do pH no comportamento electroquimico de uma solucdo de acido ferdlico, foram
registados voltamograma ciclicos a diferentes velocidades de varrimento para toda a
gama de electrolitos de suporte presente na Tabela 2.1. O estudo por voltametria ciclica

foi realizado para velocidades de varrimento entre 0,01 e 1,00 Vs
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1.00 vs™
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0.10 vs™
0.05 Vs
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L e
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0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E/V vs. Ag/AgCI

B 1.00 vs™

0.50 vs™

0.10 vs™
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0.01Vs™
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Figura 3.3 — Voltamogramas ciclicos obtidos numa solugdo de &cido fertlico 100 puM, a velocidades de

varrimento entre 0,01 — 1,00 Vs™: A) em tampéo acetato pH 4,3; B) em tampéao fosfato pH 6,9.
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3. Estudo Voltamétrico do Acido Fertlico

Observou-se, por andlise dos resultados obtidos para pH 4,3 e pH 6,9,
Figura 3.3, que o valor da intensidade da corrente aumenta com o0 aumento da
velocidade de varrimento de uma forma linear sem variagéo do respectivo potencial de
oxidagdo, para ambos os valores de pH do electrolito de suporte. De facto, verificou-se
um comportamento similar para toda a gama de electrélitos de suporte estudada.

Para ambos os valores de pH verificou-se uma dependéncia do valor do
potencial de oxida¢do com o pH, este tende a adquirir valores menos positivos com 0
aumento do pH do electrélito de suporte.

A dependéncia do mecanismo de oxidacdo do acido ferulico foi verificada para
electrolitos de suporte com pH < 9,0. Esta observacdo evidenciou que o mecanismo de
oxidagdo do acido feralico envolve transferéncia de electrdes e de protdes.

Para electrdlito de suporte com valores de pH superiores a 9,0, 0 mecanismo de
oxidagdo mostrou-se independente do valor do pH, uma vez que, o potencial dos picos

se manteve constante, evidenciando apenas a transferéncia de electrdes.

3.1.2. Voltametria de Impulso Diferencial

De modo a estudar a influéncia do pH do electrolito de suporte no mecanismo de
oxidacdo do acido ferulico foram registados voltamogramas para solucdes de acido
feralico 10 uM em cada um dos electrélitos de suporte estudados.

Nos primeiros voltamogramas registados, Figura 3.4, verificou-se para todos 0s
valores de pH, o aparecimento do pico 1, e do pico 2,, correspondentes a oxidacdo do
acido feralico. Observou-se também, que com o aumento do valor do pH do electrolito
de suporte se verifica uma reducdo da intensidade de corrente dos picos assim como
uma maior separacéo entre eles.

Para electrolitos de suporte com pH inferior a 9,0, o potencial do pico 1; e do
pico 2, foi deslocado para valores menos positivos com o aumento do pH, Figura 3.4.
Com a representacdo do valor do potencial em funcdo do pH do electrolito de suporte,
Figura 3.5, para os dois picos, observou-se uma dependéncia linear entre o potencial de
oxidacdo e o valor do pH do electrolito de suporte. Para o pico 1, a dependéncia segue a
relacdo Epia (V) = 0,767 — 0,060 pH, com uma recta de inclinagdo de 60 mV por
unidade de pH. Esta observacdo permitiu concluir que a reac¢do de oxidacdo que da
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3. Estudo Voltamétrico do Acido Fertlico

origem ao pico 1, envolve a transferéncia do mesmo nimero de electrdes e de protdes.
Para 0 pico 2, observou-se uma relagdo linear de Ep (V) = 0,822 — 0,060 pH. O
declive da recta de 60 mV por unidade de pH, permitiu concluir que, tal como
aconteceu para 0 pico 1,, 0 passo do mecanismo que d& origem ao pico 2, envolve nao
sO a transferéncia de electrbes como também de igual nimero de protBes. Pela largura a
meia altura Wy, = 60 mV de ambos o0s picos de oxidagdo do acido feralico concluiu-se
que as reacgdes de oxidacdo dos picos 1, e 2, envolvem, cada uma, a transferéncia de

dois electrdes e de dois protes.

50 nA

Figura 3.4 — Representacéo gréfica 3D de voltamogramas de impulso diferencial, obtidos num primeiro

varrimento em solug@es de &cido feralico 10 uM, nos diferentes electrolitos de suporte, em funcdo do pH

Para electrdlitos de suporte com valores de pH superiores a 9,0, o potencial dos
picos 1, e 2, manteve-se constante, indicando que as suas reacgOes de oxidagdo sdo

independentes do pH, envolvendo apenas a transferéncia de electrdes.
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Pela interseccdo da recta com inclinacdo de 60 mV por unidade de pH com a

recta horizontal, determinou-se para o acido ferulico o valor de pK, = 9,0.
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Figura 3.5 — Representacdo grafica do potencial dos picos (m) la e (@) 2a, em fungdo do pH; primeiro

varrimento.

Voltamogramas de impulso diferencial foram também sucessivamente
registados. Os resultados obtidos para pH 6,9, Figura 3.6, mostraram, num primeiro
varrimento, o aparecimento de dois picos de oxidagdo, o pico 1, a um potencial de
Epia = + 0,372 V e 0 pico 2, a um potencial de Epp, = + 0,447 V. Com 0 registo de um
segundo varrimento, observou-se 0 aparecimento de um novo pico de oxidagéo, pico 3;,
a um potencial de Epza = + 0,196 V. A ocorréncia de um novo pico a potenciais mais
baixos do que os verificados para 0s picos 1, e 2,, foi atribuido a oxidagdo das espécies
formadas durante a oxidacéo do acido ferulico.

Com o registo de varrimentos sucessivos, observou-se uma diminuigdo
progressiva da intensidade de corrente do pico 1, e do pico 2, com o aumento do
namero de varrimentos. Esta observacdo é atribuida & adsor¢do dos produtos de
oxidacdo do &cido ferulico a superficie do GCE, que leva a uma diminui¢do da sua area
electroactiva livre. De facto, para o pico 3, observou-se um aumento gradual da sua

intensidade de corrente, com o aumento do numero de varrimentos. A adsor¢cdo do
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produto de oxidacdo do &cido ferdlico foi também demonstrada quando, no fim da
realizacdo de trés varrimentos sucessivos na solucédo de acido ferdlico, o eléctrodo foi
retirado da solugdo e lavado com um jacto de agua desionizada. Apés este
procedimento, foram registados Vvarios voltamogramas no electrdlito de suporte,
mostrando apenas o0 pico 3, caracteristico da oxidacdo dos produtos redox do acido

ferulico.

10 nA

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

E/Vvs. (Ag/AgClI)

Figura 3.6 — Voltamogramas de impulso diferencial obtidos numa solucéo de acido feralico 10 uM, em

tampao fosfato, pH 6,9: (—) primeiro, (- - -) segundo e (+++) terceiro varrimentos.

De modo a estudar a dependéncia dos produtos de oxidagdo do &cido feralico em
funcdo do pH do electrdélito de suporte, foi registado um segundo varrimento sucessivo
em cada uma das soluges investigadas, Figura 3.7.

Para solucbes com pH inferior a 9,0, o potencial do pico 3, foi deslocado para
valores menos positivos com o aumento do pH, Figura 3.8. Observando-se, uma
dependéncia linear do potencial do pico 3, com o pH, segundo a relagéo
Epsa (V) = 0,602 — 0,060 pH, e o declive, 60 mV por unidade de pH, ¢ indicativo de um
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mecanismo de reac¢do com a transferéncia do mesmo nimero de electrdes e de protdes.

Pelo que se pode concluir que a reaccao subjacente ao pico 3, envolve a transferéncia de

dois electrdes e de dois protdes.

{50 nA
\J

Figura 3.7 — Representacgdo grafica 3D de voltamogramas de impulso diferencial, obtidos num segundo

varrimento em solugdes de acido ferdlico 10 pM, nos diferentes electrolitos de suporte, em fungéo do pH.
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Figura 3.8 — Representagdo grafica do potencial do pico (A) 3a, em fung@o do pH; segundo varrimento.
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Para solucdes com pH superior a 9,0, ndo foi verificada qualquer dependéncia do
potencial do pico 3; em relacdo ao pH do electrolito de suporte. Assim, para electrélitos
alcalinos, o mecanismo de reac¢do € independente do pH e envolve apenas a
transferéncia de dois electrdes, Figura 3.8.

Foi também verificada a diminuicdo da intensidade de corrente do pico 3; com o

aumento do pH, Figura 3.7.

3.1.3. Voltametria de Onda Quadrada

Com o intuito de melhor caracterizar o comportamento electroquimico do acido
ferulico, foram realizadas experiéncias de SWV.

O estudo por SWV revelou resultados similares aos obtidos por CV e DPV,
confirmando o aparecimento, num primeiro varrimento, dos picos 1, e 2, € em
varrimentos subsequentes o aparecimento do pico 3,.

Os resultados obtidos para pH 4,3 mostraram, que no primeiro varrimento
ocorreu a oxidagéo do acido feralico com o aparecimento do pico 1, a Ep1a = + 0,536 V
e do pico 2, a Eppa = + 648 V, Figura 3.9 A). Através da desconvolugéo da corrente total
nas suas componentes, directa e inversa, verificou-se que a reaccdo de oxidacdo do
acido ferulico a superficie do GCE é uma reaccao irreversivel, uma vez que a corrente
directa apresenta dois picos anddicos com correntes semelhantes as da corrente total,
enguanto que a corrente inversa ndo apresenta qualquer pico catodico.

Com o registo de um segundo varrimento sucessivo na mesma solucdo, sem
limpar a superficie do GCE, observou-se o aparecimento do pico 3;, a Egsa = + 0,366 V,
Figura 3.9 B). Verificou-se a reversibilidade do pico 3, uma vez que as correntes
anodicas e catddicas sdo iguais. Observou-se ainda a diminui¢do da corrente dos picos
1, e 2, devido a adsor¢do das espécies formadas no primeiro varrimento a superficie do
GCE.

Nos resultados obtidos numa solucdo de &cido feralico em tampdo fosfato
pH 6,9, Figura 3.10, confirmou-se o comportamento irreversivel dos picos 1, e 2,, assim

como a reversibilidade dos produtos de oxidacgdo obtidos, pico 3,.

36



3. Estudo Voltamétrico do Acido Fertlico
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Figura 3.9 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos huma solucdo de &cido ferdlico 10 uM, em
tampdo acetato, pH 4,3, a uma frequéncia de 50 Hz; A) 1° varrimento; B) 2° varrimento; I, — corrente

total, Is — corrente directa, |, — corrente inversa.
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Figura 3.10 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos numa solugdo de acido fertlico 10 uM, em
tampéo fosfato, pH 6,9, a uma frequéncia de 50 Hz; A) 1° varrimento; B) 2° varrimento; I, — corrente

total, I; — corrente directa, |, — corrente inversa.
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Os estudos por voltametria de onda quadrada confirmaram, para toda a gama de
electrolitos de suporte estudada, a irreversibilidade dos picos 1, e 2,, atribuidos a
oxidacdo do acido ferulico; e a reversibilidade do pico 3,, atribuido & oxidagdo dos
produtos de oxidagédo do &cido ferulico.

3.2.  Mecanismo de oxidacao do acido feralico

Considerando todos os resultados electroquimicos obtidos para a oxidagdo do
acido ferulico concluiu-se que a primeira etapa, pico 1,, do seu mecanismo de oxidacao,
corresponde a oxidacdo do anel aromatico com a adicdo de um grupo hidroxilo no
carbono Cs dando lugar a formacdo de uma orto-hidroquinona, Esquema 3.1. O produto
de oxidacdo, resultante da oxidacdo do acido ferdlico sofre oxidacdo electroquimica de

maneira reversivel, num mecanismo redox que envolve a perda de dois electrdes e dois

protdes, pico 3,.

O
H5CO
- 267 -2H" ° X OH
—_—
pico 1,
HO
OH
-2e;-2H"
+2e:+2HY /f-2e;-2H" pico 2,
pico 3¢ pico 3,
(0] OH (0]
HsCO HaCO §
X OH OH
(e} HO
(0] OH

Esquema 3.1 — Mecanismo proposto para a oxidagéo do acido fertlico e dos seus produtos de oxidacao.
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Numa reac¢éo subsequente ocorre a oxidacdo na ligacdo dupla existente entre o
carbono C, e o carbono C3; da molécula de acido ferulico [68]; assim, 0 pico 2,
corresponde a quebra da ligacdo dupla C,-C3 com a remocdo de dois electrBes e de dois
protdes e adigdo de um grupo hidroxilo ao carbono Cs.

O mecanismo proposto para o processo de oxidacao do acido ferulico e dos seus

produtos de oxidacao esta representado no Esquema 3.1.

3.3. Conclusoes

O comportamento electroquimico do é&cido ferulico foi investigado por
voltametria ciclica, de impulso diferencial e de onda quadrada em solucdes de
electrélito de suporte com diferentes valores de pH utilizando um GCE. Baseado nos
resultados obtidos, foi proposto um mecanismo para a oxidacdo do acido ferdlico.

Os resultados voltamétricos obtidos permitiram concluir que a oxidagédo
electroquimica do acido ferdlico € uma reaccdo irreversivel, dependente do pH até
valores préximos do seu pK, e ocorre em duas etapas sucessivas, com a transferéncia de
dois electrdes e de dois protbes, em cada uma das etapas.

Para valores de pH superiores a 9,0 observou-se que o acido feralico passa por
um processo de oxidacdo independente do pH e que ocorre apenas com a transferéncia
de dois electrbes para cada uma das duas etapas. Assim, o valor de pK,; = 9,0 foi
determinado para o 4cido ferulico.

O registo de voltamogramas sucessivos demonstrou que a oxidacdo do &cido
feralico na superficie do GCE leva a formacgéo de um produto de oxidacéo, pico 3,, que
sofre um mecanismo de oxidagdo por meio de uma reacgdo reversivel com a

transferéncia de dois electrdes e de dois protdes.
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4. Estudo Voltamétrico da Capsaicina e da Dihidrocapsaicina

Neste capitulo apresenta-se uma descricdo do comportamento electroquimico da

capsaicina e da dihidrocapsaicina em diferentes electrolitos de suporte.

4.1. Estudo electroquimico da capsaicina

O comportamento electroquimico da capsaicina foi estudado por CV, DPV e
SWV, no intervalo de pH indicado na Tabela 2.1. Nos estudos por CV foi usada uma
solug@o de capsaicina 10 uM, e para os estudos por DPV e SWV foi usada uma solugéo

de capsaicina 1 uM.

4.1.1. Voltametria Ciclica

O estudo do comportamento electroquimico da capsaicina foi iniciado com
experiéncias de CV, com um GCE, em solugdes de capsaicina 10 uM preparadas em
diferentes electrolitos suporte.

O voltamograma ciclico numa solucdo de capsaicina 10 pM em tampé&o acetato,
pH 4,3, Figura 4.1, apresentou, num primeiro varrimento, um pico de oxidag&o, pico 1,
a Ep1a = + 0,589 V, atribuido a oxidagéo da capsaicina. Quando o sentido do varrimento
foi invertido, verificou-se o aparecimento de um novo pico, pico 3, a Epsc = + 0,309 V.
O aparecimento do pico 3; foi atribuido a reducdo das espécies formadas durante o

varrimento andédico.
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Com o registo de um segundo varrimento sucessivo, na mesma solucdo, sem
limpar a superficie do GCE, observou-se 0 aparecimento de um novo pico de oxidacéo,
pico 3, a Epsa = + 0,335 V. O aparecimento do pico 3, foi atribuido a oxidagéo dos
produtos de oxidacdo da capsaicina, reduzidos durante o varrimento catédico. O valor
de Epa - Epc de aproximadamente 30 mV indicou um mecanismo redox reversivel e que

envolve a transferéncia de dois electrdes.

fsoo nA
|

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E/Vvs. Ag/AgCI

Figura 4.1 — Voltamogramas ciclicos obtidos numa solucdo de capsaicina 10 uM, em tamp&o acetato
pH 4,3, a uma velocidade de varrimento de 0,50 Vs*: (=) primeiro, (- - -) segundo e (s*+) terceiro

varrimentos.

Com realizagcdo de voltamogramas sucessivos, Figura 4.1, observou-se que a
corrente do pico 1, tende a diminuir com o aumento do nimero de varrimentos. Em
relagdo aos picos 3, e 3;, observou-se que sua intensidade de corrente aumenta
significativamente com 0 aumento do ndmero de varrimentos sucessivos. Estas
observagdes sdo consequéncia da adsor¢do dos produtos de oxidagdo da capsaicina a
superficie do GCE, levando a uma diminuicéo da sua area electroactiva livre.
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4.1.2. Voltametria de Impulso Diferencial

Com o intuito de avaliar a influéncia do pH do electrolito de suporte no
comportamento electroquimico da capsaicina foram realizadas experiéncias de DPV em
electrolitos com diferentes valores de pH.

No primeiro varrimento, verificou-se a presenca do pico 1, em todos o0s
voltamogramas registados, independentemente do pH do electrdlito de suporte,
Figura 4.2. Foi também verificada uma diminuicéo da intensidade de corrente do pico 1,

com o aumento do pH, a corrente maxima foi registada para valores de pH mais acido.

10 nA ﬂ

Figura 4.2 — Representacéo gréfica 3D de voltamogramas de impulso diferencial, obtidos num primeiro

varrimento em solucgdes de capsaicina 1 uM, nos diferentes electrélitos de suporte, em func¢éo do pH.

Observou-se, no primeiro varrimento, que o aumento do pH esteve sempre
associado ao deslocamento do potencial de oxidagcdo do pico 1, para valores menos
positivos, Figura 4.3. A dependéncia foi linear e seguiu a equacao
Epta (V) = 0,79 — 0,06 pH. O declive de 60 mV por unidade de pH mostrou que a
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4. Estudo Voltamétrico da Capsaicina e da Dihidrocapsaicina

reaccdo de oxidacdo que origina o pico 1, envolve a transferéncia do mesmo numero de
electrdes e de protdes. Tendo em conta o valor da largura a meia altura do pico 1,,
Wy, = 67 mV, conclui-se que a reaccdo envolve a transferéncia de dois electrdes e de
dois protdes.

0.8 -
= 06 ..I"
Q- '3
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m
s 041 -
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Figura 4.3 — Representacéo grafica do potencial do pico (m) 1a, em funcéo do pH; primeiro varrimento.

Os voltamogramas obtidos para pH 6,9, Figura 4.4, apresentaram, no primeiro
varrimento, o aparecimento de um pico de oxidagdo, pico 1, a Epia = + 0,383 V. 0
aparecimento do pico 1, corresponde a oxidacdo da capsaicina. Com o registo de um
segundo varrimento observou-se o aparecimento de um novo pico de oxidagdo para
potenciais mais baixos do que os verificados para o pico 1,. O novo pico observado no
segundo varrimento, pico 3,, a Epsa = + 0,157 V, foi atribuido a oxidagdo das espécies
formadas durante o primeiro varrimento.

O registo de voltamogramas sucessivos, Figura 4.4, permitiu observar uma
diminuicdo progressiva da corrente do pico 1, a partir do segundo varrimento. Em
contra partida, verificou-se um aumento da intensidade de corrente do pico 3, com o
aumento do numero de varrimentos sucessivos. Esta observacdo € atribuida a uma

consequéncia da forte adsorcdo dos produtos de oxidacdo da capsaicina a superficie do
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GCE, ndo permitindo a chegada por difuséo da capsaicina a superficie do GCE para ser

oxidada.

3 nA

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

E/Vvs. (Ag/AgCl)

Figura 4.4 — Voltamogramas de impulso diferencial obtidos numa solugio d capsaicina 1 uM, em tampao

fosfato, pH 6,9: (—) primeiro, (- - -) segundo e (*+*) terceiro varrimentos.

Com o registo do segundo varrimento sucessivo verificou-se o aparecimento do
pico 3, para todos os valores de pH estudados, Figura 4.5.

Observou-se o deslocamento do potencial do pico 3; para valores menos
positivos com o aumento do pH, Figura 4.6. Verificou-se uma dependéncia linear do
potencial do pico 3, com o pH, que segue a relagéo linear, Eyz, (V) = 0,57 — 0,06 pH,
com uma recta de inclinagdo 60 mV por unidade de pH, o que permitiu concluir que o
mecanismo de oxidacdo dos produtos de oxidacdo da capsaicina envolve a transferéncia
do mesmo namero de electrdes e de protdes. Sendo a largura a meia altura do pico 3, de

aproximadamente 65 mV tem-se que a reacgao envolve a transferéncia de dois electrdes

e dois protdes.
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Figura 4.5 — Representacgdo grafica 3D de voltamogramas de impulso diferencial, obtidos num segundo

varrimento em soluc@es de capsaicina 1 uM, nos diferentes electrélitos de suporte, em func¢éo do pH.

E/V (vs. Ag/AgCl)

0.6 -
0.5-.
0.4
0.3-.
021
011

0.0 4

-0.1

Figura 4.6 — Representacao grafica do potencial do pico (A) 3a, em funcdo do pH; segundo varrimento.
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Foi também verificado que a intensidade de corrente do pico 3, tende a diminuir

com o aumento do pH do electrdlito de suporte.

4.1.3. Voltametria de Onda Quadrada

O estudo por SWV foi efectuado em solucdes de capsaicina 1 UM preparadas
nos diferentes electrolitos de suporte estudados.

Esta técnica apresentou resultados similares com os obtidos por CV e DPV.
Confirmando a oxidagdo da capsaicina, num primeiro varrimento, com o aparecimento
do pico 1, e 0 aparecimento do pico 3,, pico da oxidacdo dos produtos de oxidacdo da
capsaicina, com a realizacdo de um segundo varrimento sucessivo.

Nos voltamogramas obtidos a pH 4,3 observou-se no primeiro varrimento, o
aparecimento do pico 1, a Epia = + 0,547 V, Figura 4.7 A). Através da comparagdo
entre as correntes total, directa e inversa, verificou-se que a reaccdo de oxidacdo da

capsaicina a superficie do GCE, pico 1,, € um processo irreversivel.

200 nA

' ' ) . ' I )
f o thOnA b

Ll Ll Ll Ll
0.2 0.4 0.6 0.8

E/Vvs. (Ag/AgCl)

Ll v Ll v Ll v Ll
0.2 0.4 0.6 0.8

E/Vvs. (Ag/AgCl)

Figura 4.7 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos numa solucdo de capsaicina 1 pM, em tampao
acetato pH 4,3, a uma frequéncia de 50 Hz; A) 1° varrimento; B) 2° varrimento; I — corrente total,

I+ — corrente directa, I, — corrente inversa.
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No segundo varrimento registado na mesma solucao, observou-se o pico 3, a um
potencial de Epsa = + 0,337 V, Figura 4.7 B). Por analise dos resultados obtidos para o
pico 3, verificou-se a reversibilidade do mecanismo da reaccdo de oxidagdo do pico
observado, uma vez que as correntes de oxidacao e de reducdo sdo equivalentes.

Nos resultados obtidos em tampéo acetato pH 6,9, confirmou-se o aparecimento
do pico 1, por meio de um processo irreversivel, no primeiro varrimento, Figura 4.8 A).
No segundo voltamograma registado, confirmou-se o aparecimento do pico 3,, assim

como a sua irreversibilidade, Figura 4.8 B).

B
If
If
L thO nA X (100 nA
OT 0?2 . 0?4 . 076 . 078 . OTO ' 072 ' 0T4 ' 076 ' 0T8
E/Vvs. (Ag/AgCl) E/Vvs. (Ag/AgCl)

Figura 4.8 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos numa solugdo de capsaicina 1 uM, em tampdo
fosfato pH 6,9, a uma frequéncia de 50 Hz; A) 1° varrimento; B) 2° varrimento; I, — corrente total,

ls — corrente directa, I, — corrente inversa.

Para todas as experiéncias realizadas por SW foi verificada a diminuicdo da
intensidade de corrente dos picos 1, e 3; com 0 aumento do pH do electrolito de suporte.
Assim como o deslocamento do potencial dos picos 1, e 3, para valores mais negativos
com o aumento do pH. Observou-se também a diminuigdo gradual da intensidade de
corrente do pico 1,, assim como o0 aumento da intensidade de corrente do pico 3,, com o

aumento do nlimero de varrimentos sucessivos.
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4.2. Estudo electroquimico da dihidrocapsaicina

O estudo do comportamento electroquimico da dihidrocapsaicina foi efectuado
por CV, DPV e SW para electrélitos de suporte com diferentes valores de pH. Nas
experiéncias de CV foi usada uma solugdo de dihidrocapsaicina 10 uM e nas
experiéncias de DPV e SW foi usada uma solucéo de 1 uM.

4.2.1. Voltametria Ciclica

Os estudos por CV de uma solucdo de dihidrocapsaicina 1 pM confirmam o0s
resultados obtidos para o comportamento electroquimico do seu anédlogo capsaicina.
Verificou-se a irreversibilidade do mecanismo de oxidacdo do pico 1, e a
reversibilidade do processo de oxidacao dos produtos de oxidacao da dihidrocapsaicina.

Nos voltamogramas ciclicos obtidos em tampdo acetato pH 4,3, Figura 4.9,
observou-se, a oxidagdo da dihidrocapsaicina com o aparecimento, no sentido anddico

do primeiro varrimento, do pico 1, a Epa = + 0,587 V.

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E/Vvs. Ag/AgCI

Figura 4.9 — Voltamogramas ciclicos obtidos numa solugdo de dihidrocapsaicina 10 uM, em tampéo
acetato pH 4,3, a uma velocidade de varrimento de 0,50 Vs™: (—) primeiro, (- - -) segundo e (**+) terceiro

varrimentos.
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Quando se inverteu o sentido do varrimento, verificou-se o aparecimento de um
novo pico de redugdo, pico 3¢, a Epsc = + 0,302 V. No segundo voltamograma, 0 seu
correspondente anodico pico 3, ocorreu a um potencial de Epz, = + 0,333 V. A diferenca
entre os potenciais dos dois picos, Eys - Epc foi de aproximadamente 31 mV o que
indicou que a reaccdo redox atribuida ao pico 3 ocorre por meio de um processo
reversivel que envolve a transferéncia de dois electrdes.

Com o registo de voltamogramas sucessivos verificou-se uma diminui¢cdo da
intensidade de corrente do pico 1, com o aumento do numero de varrimentos. Para 0s
picos 3, e 3 verificou-se um aumento da sua intensidade de corrente com o aumento do
nimero de varrimentos, Figura 4.9. Estas observacGes sdo explicadas como uma
consequéncia da adsorcdo dos produtos de oxidacdo da dihidrocapsaicina a superficie
do GCE que levam a uma diminui¢do da sua area electroactiva livre.

Os resultados obtidos por CV para uma solucdo de dihidrocapsaicina confirmam

os resultados obtidos para os mesmos estudos realizados em solugdes de capsaicina.

4.2.2. Voltametria de Impulso Diferencial

O efeito do pH do electrolito de suporte no potencial e na corrente de oxidacao
da dihidrocapsaicina foi estudado em diferentes electrolitos de suporte com diferentes
valores de valores de pH, entre 1,3 e 12,0, por DPV.

Para um primeiro varrimento efectuado numa solucdo de dihidrocapsaicina
observou-se a presenca do pico 1, para todos os valores de pH estudados, Figura 4.10.
Verificou-se também um deslocamento do potencial de oxidagdo do pico 1, para valores
mais negativos com o aumento do pH. Com o registo dos valores do potencial de
oxidagdo em funcdo do pH, Figura 4.11, observou-se uma dependéncia linear que segue
a relagdo Epia (V) = 0,79 — 0,06 pH. O declive de 60 mV por unidade de pH permitiu
concluir que o mecanismo de oxidacéo da dihidrocapsaicina envolve a transferéncia do
mesmo numero de electrbes e protdes. A largura a meia altura registada para o pico 1,
foi de Wy, = 60 mV, o que levou a conclusdo de que a reaccdo subjacente ao pico 1,

envolve a transferéncia de dois electrdes e de dois protdes.
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10 nA

Figura 4.10 — Representagdo grafica 3D de voltamogramas de impulso diferencial, obtidos em solugGes

de dihidrocapsaicina 1 uM, nos diferentes electrdlitos de suporte, em funcdo do pH, primeiro varrimento.
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Figura 4.11 - Representagdo grafica do potencial do pico (m) 1., em funcdo do pH; primeiro varrimento.
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Os resultados obtidos para uma solucao de dihidrocapsaicina em tampéao fosfato,
pH 6,9, Figura 4.12, mostraram o aparecimento do pico 1, a Epa = + 0,390 V,

correspondente & oxidagdo da dihidrocapsaicina, no primeiro varrimento.

thA

OTO - 072 - 074 - 076 - 0.8
E/Vvs. (Ag/AgCl)

Figura 4.12 — Voltamogramas de impulso diferencial obtidos numa solucdo de dihidrocapsaicina 1 pM,

em tampao fosfato pH 6,9: (—) primeiro, (- - -) segundo e (=) terceiro varrimentos.

Num segundo varrimento, observou-se o aparecimento de um novo pico de
oxidacdo correspondente a oxidacdo dos produtos de oxidacdo da dihidrocapsaicina,
pico 3, a Epza = + 0,161 V. Com 0 aumento do numero de varrimentos sucessivos
verificou-se um aumento da intensidade de corrente do pico 3;, devido & formacdo de
uma maior quantidade de produto de oxidacdo da dihidrocapsaicina a superficie GCE,
Figura 4.12.

Com o intuito de estudar o comportamento electroquimico dos produtos de
oxidagédo da dihidrocapsaicina foram registados voltamogramas sucessivos, para cada
uma das soluc@es preparadas nos diferentes electrdlitos de suporte estudados.

Verificou-se, com o registo do segundo varrimento, 0 aparecimento do pico 3,,

que, como mencionado anteriormente, corresponde a oxida¢do dos produtos de
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oxidacdo da dihidrocapsaicina formado a superficie do GCE durante o primeiro

varrimento, Figura 4.13.

20 nA

Figura 4.13 — Representacdo gréfica 3D de voltamogramas de impulso diferencial, obtidos num segundo
varrimento em solucdes de dihidrocapsaicina 1 pM, nos diferentes electrdlitos de suporte estudados, em

funcéo do pH.
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Figura 4.14 — Representacdo grafica do potencial do pico (A) 3, em fungdo do pH; segundo varrimento.
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Verificou-se uma dependéncia linear do potencial de oxidacdo do pico 3; em
funcdo do pH, este tende a adquirir valores menos positivos com o aumento do pH. A
dependéncia linear do pico 3, segue a relacéo linear Eyz, (V) = 0,57 — 0,06 pH, o declive
da recta de 60 mV por unidade de pH sugere que 0 mecanismo de oxidagdo subjacente

ao pico 3, envolve a transferéncia de dois electrdes e de dois protdes, Figura 4.14.

4.2.3. Voltametria de Onda Quadrada

O comportamento electroquimico de uma solucdo de dihidrocapsaicina 1 pM
para diferentes electrélitos de suporte foi investigado por SWV.

No primeiro varrimento efectuado em tampéo acetato a pH 4,5, verificou-se a
ocorréncia de um anico pico, pico 1, a Epa = + 0,427 V, que mostrou ser irreversivel,
Figura 4.15 A). No segundo varrimento registado na mesma solucdo, sem limpar a
superficie do GCE, observou-se o aparecimento do pico 3, a Epa = + 0,191 V,
Figura 4.15 B). Através da comparagdo entre as correntes total, directa e inversa,
confirmou-se a reversibilidade da reaccdo de oxidacdo dos produtos de oxidacdo da
dihidrocapsaicina.

A

- thO nA S [200 nA
_(;2 074 0:6 078 072 0:4 0?6 078
E/Vvs. (Ag/AgClI) E/V vs. (Ag/AgCl)

Figura 4.15 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos numa solucdo de dihidrocapsaicina 1 pM, em
tampéo acetato pH 4,3, a uma frequéncia de 50 Hz; A) 1° varrimento; B) 2° varrimento; I; — corrente total,

I — corrente directa, I, — corrente inversa.
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L thOnA Lo thOnA
00 02 o4 oo 0 00 02 04 06 08
E/V vs. (Ag/AgCl) E/V vs. (Ag/AgCl)

Figura 4.16 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos numa solucdo de dihidrocapsaicina 1 pM, em
tampao fosfato pH 6,9, a uma frequéncia de 50 Hz; A) 1° varrimento; B) 2° varrimento; I; — corrente total,

Is — corrente directa, I, — corrente inversa.

Nos resultados obtidos em tampdo acetato, pH 6,9, foi confirmada a
irreversibilidade da reaccdo de oxidacdo da dihidrocapsaicina, atribuida ao pico 1,
obtido no primeiro varrimento, Figura 4.16 A). Assim como, a reversibilidade mostrada
pelo produto de oxidacdo da dihidrocapsaicina, pico 3, no seu processo de oxidacao,
Figura 4.16 B).

4.3. Mecanismos de oxidagao propostos

Considerando os resultados voltamétricos obtidos para a oxidacdo da capsaicina
e da dihidrocapsaicina e tendo em conta as semelhangas tanto estruturais como na
resposta electroquimica e o acido ferulico, estudado no capitulo anterior (Capitulo3), o
mecanismo proposto para a oxidacgao da capsaicina e da dihidrocapsaicina, tem por base
0 mecanismo de oxidacdo proposto para a oxidacdo do anel aromatico com a adicéo de

um grupo hidroxilo, dando lugar a formacéo de uma orto-hidroguinona. Os produtos de
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oxidacdo resultantes da oxidacdo tanto da capsaicina como da dihidrocapsaicina sofrem
oxidacdo electroquimica por meio de uma reacgdo redox reversivel envolvendo a perda

de dois electrdes e de dois protdes.
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(@)
CH ic HaCO )I\
onde R & /\/\/\r 3 paraacapsaicinae 3 N R
CHs H
0]
/\/\/\rCHS para a dihidrocapsaicina o
CHj

Esquema 4.1 — Mecanismo proposto para a oxidagao da capsaicina e da dihidrocapsaicina.

O mecanismo proposto para 0 processo de oxidacdo da capsaicina e da
dihidrocapsaicina, incluindo dos seus produtos de oxidacdo, estd representado no

Esquema 4.1.

4.4. Conclusoes

Ap0s a realizacdo dos estudos por CV, DPV e SWV em solucGes de electrdlito
de suporte com diferentes valores de pH utilizando um CGE, foi possivel propor um

mecanismo de reacc¢do que explica a oxidacéo da capsaicina e da dihidrocapsaicina.
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As experiéncias efectuadas revelaram que os dois capsaicindides sofrem um
processo de oxidacéo irreversivel, dependente do pH que ocorre com a transferéncia de
dois electrdes e de dois protdes.

Os resultados obtidos com o registo de voltamogramas sucessivos indicaram que
a oxidacdo electroquimica da capsaicina e da dihidrocapsaicina envolve a formacao de
um produto de oxidacdo, pico 3,, por uma reacgdo reversivel e dependente do pH onde

ocorre a transferéncia de dois electrdes e de dois protdes.
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Capitulo 5

Estudo voltameétrico da curcumina



5. Estudo Voltamétrico da Curcumina

Ao longo deste capitulo é feita uma descricdo do comportamento electroquimico

da curcumina para uma vasta gama de electrolitos de suporte.

5.1. Estudo electroquimico da curcumina

O estudo da oxidacdo electroguimica da curcumina a superficie do GCE foi
efectuado por CV, DPV e SWV no intervalo de pH indicado na Tabela 2.1. Para CV 0s
estudos foram realizados numa solucdo de curcumina 500 uM. Nos estudos por DPV e

SWYV foi usada uma solucdo de curcumina 10 uM.

5.1.1. Voltametria Ciclica

Os voltamogramas ciclicos obtidos em tampao acetato pH 4,3, a uma velocidade
de varrimento de 0,50 Vs, Figura 5.1, mostraram que num primeiro voltamograma se
observou, no varrimento anddico, o aparecimento de dois picos de oxidag&o, o pico 1, a
Epia =+ 0,591 V e 0 pico 2, a Eyza = + 0,688 V. O aparecimento dos picos 1, e 2, foi
atribuido ao processo de oxidacao da curcumina. No varrimento catodico, verificou-se o
aparecimento de um terceiro pico 3¢, a um potencial de redugdo Epsc = 0,347 V,
correspondente a reducdo das espécies formadas durante o varrimento anddico.

Nos voltamogramas subsequentes observou-se 0 aparecimento de um novo pico,
pico 3, no varrimento anodico a um potencial de Epsa = + 0,371 V. Este pico foi
atribuido & oxidagdo das espécies formadas durante a oxidagdo da curcumina,
Figura 5.1.
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Sendo o valor de Ep, - Epc para o pico 3 de aproximadamente 24 mV, verificou-se
gue 0 mecanismo redox subjacente ao par de picos 3, — 3¢ € um processo reversivel que

envolve a transferéncia de dois electrdes.

0.0 ' 072 ' 074 ' 076 ' 0.8
E/Vvs. Ag/AgCI

Figura 5.1 — Voltamogramas ciclicos obtidos numa solu¢do de curcumina 500 uM, em tampao acetato
pH 4,3, a uma velocidade de varrimento de 0,50 Vs*: (=) primeiro, (- - -) segundo e (**+) terceiro

varrimentos.

Foi também observado, que com o aumento do numero de varrimentos a
intensidade de corrente dos picos 3; e 3. aumenta, enquanto que para o pico 1, e 2, se
verificou uma diminuicdo da intensidade de corrente. Esta observagdo pode ser
explicada como sendo uma consequéncia da adsorcdo dos produtos de oxidagdo da
curcumina sobre a superficie do eléctrodo ao longo dos varrimentos sucessivos.

Nos voltamogramas ciclicos obtidos a pH 4,3 observou-se a irreversibilidade do
pico 1, e 2, e a reversibilidade do pico 3,, Figura 5.1. Esta observacao foi verificada
para toda a gama de electrélitos de suporte estudada ao longo deste trabalho.

De modo a estudar simultaneamente a influéncia da velocidade de varrimento e
do pH do electrdlito de suporte na oxidagdo electroquimica da curcumina, foram

registados voltamogramas ciclicos a diferentes velocidades de varrimento,

60



5. Estudo Voltamétrico da Curcumina

entre 0,01 — 2,00 Vs™. Observou-se, por analise dos voltamogramas obtidos em pH 4,3
e pH 6,9, Figura 5.2, um aumento da intensidade de corrente com o aumento da
velocidade de varrimento de uma forma linear sem variagdo do seu potencial de
oxidagao.

A 1

2 2.00vs™

1.00Vs™

050 Vs™

= 0.10Vs™

0.01Vs™

5uA
3

C

0.0 0.2 0?4 0?6 0?8 1.0
E/Vvs. (Ag/AgCl)

1.00 vs™

0.50 Vs™

0.10 vs™

0.05Vs™
0.01Vvs™

1A

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

E/Vvs. (Ag/AgCl)

Figura 5.2 — Voltamogramas ciclicos obtidos numa solugdo de curcumina 500 uM, a velocidades de

varrimento entre 0,01 — 2.00 Vs-1: A) em tampd&o acetato, pH 4,3; B) em tampd&o fosfato, pH 6,9.
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Verificou-se também que com o aumento do valor do pH do electrélito de

suporte, os potenciais de oxidagdo tendem a adquirir valores menos positivos.

5.1.2. Voltametria de Impulso Diferencial

O efeito do pH sobre o comportamento electroquimico da curcumina foi
investigado por DPV num intervalo de pH entre 1,3 e 12,0.
No primeiro varrimento, verificou-se para todos os electrolitos de suporte o

aparecimento do pico 1, e do pico 2,, atribuidos a oxidacdo da curcumina, Figura 5.3.

Figura 5.3 — Representacao grafica 3D de voltamogramas de impulso diferencial, obtidos num primeiro

varrimento em solugdes de curcumina 10 uM, nos diferentes electrélitos de suporte, em funcéo do pH.

Para valores de pH inferiores a 9,0, verificou-se que o potencial do pico 1, e do

pico 2, € dependente do valor do pH do electrolito de suporte, e que este se desloca
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progressivamente para valores menos positivos com o aumento do pH, Figura 5.3. Pelo
gréfico do potencial em funcdo do pH, Figura 5.4, observou-se uma dependéncia linear
entre o potencial de oxidacdo e o valor do pH do electrdlito de suporte, para os dois
picos observados no primeiro varrimento. Esta variacdo do potencial com o pH sugere a
envolvéncia na reaccdo ndo so de electrbes como também de protdes. Para o pico 1,
verificou-se uma dependéncia linear que segue a relagéo de Ep1a (V) = 0,72 — 0,06 pH,
com uma recta de inclinagdo de 60 mV por unidade de pH, o que permitiu concluir que
0 mecanismo da reac¢do envolve a transferéncia do mesmo nimero de electrfes e de
protdes. Para o pico 2, observou-se uma relagéo linear de Epz, (V) = 0,88 — 0,06 pH,
com uma recta de declive de 60 mV por unidade de pH, o que, tal como para 0 pico 1,,
permitiu concluir que o mecanismo da reaccéo envolve a transferéncia de igual nimero
de electrbes e de protdes. A largura a meia altura registada para os dois picos foi de
Wy, = 60 mV. Assim, concluiu-se que as reaccdes de oxidacdo dos picos 1; e 2,

envolvem, cada uma, a transferéncia de dois electrdes e de dois protdes.
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Figura 5.4 — Representa¢do gréafica do potencial dos picos (m) 1, e (e) 2,, em fun¢do do pH; primeiro

varrimento.

Para valores de pH superiores a 9,0 observou-se que o potencial do pico 1, e do

pico 2, ndo sofre alteragdes, tendo-se assim que, a oxidagdo da curcumina é
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5. Estudo Voltamétrico da Curcumina

independente do pH do electrdlito de suporte, envolvendo apenas a transferéncia de
electrdes, Figura 5.4. Assim, determinou-se o valor de pK, = 9,0 para a curcumina.
Voltamogramas de impulso diferencial foram também sucessivamente
registados. Nos voltamogramas obtidos em tampédo fosfato, pH 6,9, Figura 5.5,
observou-se, no primeiro varrimento, a existéncia de dois picos de oxidagéo, pico 1, e
25, correspondentes a oxidagdo da curcumina, a um potencial de Ey;a = + 0,302 V e
Ep2a = + 0,496 V. Nos varrimentos subsequentes, observou-se o aparecimento de um
novo pico de oxidacéo, pico 3, a um potencial de oxidagédo de Eyz, = + 0,198 V. O
aparecimento do novo pico, pico 3, foi atribuido a oxidacdo das espécies formadas

durante a oxidacgdo da curcumina, num primeiro varrimento.

0.0 . 072 . OT4 . 076 . 0.8
E/Vvs. (Ag/AgCl)

Figura 5.5 — Voltamogramas de impulso diferencial obtidos numa solucdo de curcumina 10 uM, em

tampéo fosfato, pH 6,9: (—) primeiro, (- - -) segundo e (++*) terceiro varrimentos.

Com o registo de voltamogramas sucessivos na mesma solugéo (Figura 5.5), sem
limpar a superficie do GCE, verificou-se um aumento da intensidade de corrente do pico

32 e a diminuicdo progressiva da intensidade de corrente do pico 1, e 2, Esta
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observacao € uma consequéncia da adsorcdo dos produtos de oxidacdo da curcumina a
superficie do eléctrodo de carbono vitreo, levando a uma diminuicdo da sua area
electroactiva livre. De facto, a adsor¢cdo do produto de oxidagdo de curcumina foi
demonstrada quando, no fim de trés varrimentos sucessivos na solugdo de curcumina o
eléctrodo foi retirado da solucdo e a sua superficie lavada com um jacto de agua
desionizada. Ap0s este procedimento, o eléctrodo foi mergulhado no electrolito e varios
voltamogramas foram registados mostrando apenas o pico 3, caracteristico da oxidacdo
dos produtos redox da curcumina.

Com o intuito de estudar a dependéncia dos produtos de oxidacdo da curcumina
em funcdo do pH do electrdlito de suporte, foram registados voltamogramas sucessivos

em cada uma das solugGes investigadas, Figura 5.6.

¢50nA

Figura 5.6 — Representacdo grafica 3D de voltamogramas de impulso diferencial, obtidos num segundo

varrimento em solugdes de curcumina 10 uM, nos diferentes electrélitos de suporte, em funcéo do pH.
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Verificou-se que o potencial dos produtos de oxidacdo da curcumina possui uma
dependéncia linear com o pH, deslocando-se para valores menos positivos com o
aumento do pH, segundo a relagdo Epz, (V) = 0,62 — 0,06 pH, a inclinacéo da recta de
60 mV, sugere que este processo envolve a transferéncia de dois electrdes e de dois

protdes Figura 5.7.
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Figura 5.7 — Representacdo gréfica do potencial (A) e da corrente (A) do pico 3, , em funcdo do pH,

segundo varrimento.

Para electrélitos de suporte com pH > 9,0, observou-se que o potencial do
pico 3; manteve-se constante, ou seja, 0 seu mecanismo de oxidacdo é independente do
pH do electrdlito de suporte, envolvendo unicamente a transferéncia de dois electrdes.
Tendo por base os resultados obtidos, determinou-se o valor de pK, =~ 9,0 para os
produtos de oxidagdo da curcumina.

Observou-se também que a corrente do pico 3, apresenta valores mais altos para
electrolitos de suporte com valores de pH do electrélito de suporte mais baixos,

Figura 5.7.
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5.1.3. Voltametria de Onda Quadrada

O estudo por SWV foi efectuado para uma solucdo de curcumina 10 uM numa
vasta gama de valores de pH. Este estudo apresentou resultados similares aos obtidos
para CV e DPV, confirmando o aparecimento do pico 1, e 2, num primeiro varrimento e
nos varrimentos subsequentes o aparecimento do pico 3,.

Nos voltamogramas obtidos para pH 6,9, observou-se num primeiro varrimento
a oxidacdo da curcumina com o aparecimento do pico 1, a um potencial de
Epia = + 0,354V e do pico 2, a um potencial de Ep. = + 0,550 V, Figura 5.8 A).
Verificou-se que a oxidacdo da curcumina € um processo irreversivel, pois a
componente directa da corrente dos dois picos, apresenta picos anodicos de corrente
semelhante a corrente total, enquanto que a componente inversa nao apresenta qualquer

pico catddico.

A

[200nA oo 500 nA

I v I v I v I v I " ' ' '
00 02 04 06 o8 00 02 04 06 0.8

E/Vvs. (Ag/AgCl) E/Vvs. (Ag/AgCl)

Figura 5.8 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos numa solu¢éo de curcumina 10 uM, em tampao
acetato, pH 6,9, a uma frequéncia de 50 Hz; A) 1° varrimento; B) 2° varrimento; I, — corrente total,

I — corrente directa, I, — corrente inversa.

Com o registo de um segundo varrimento observou-se 0 aparecimento do

pico 3, a um potencial de Epza = + 0,224 V, correspondente a oxidagéo dos produtos
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formados durante a oxidacdo da curcumina, Figura 5.8 B). Através da separacdo da
corrente total nas suas componentes, directa e inversa, verificou-se a reversibilidade do
pico 3,, uma vez que as correntes anodicas e catodicas sdo iguais.

A irreversibilidade dos picos 1, e 2, foi verificada por SWV para toda a gama de
electrolitos de suporte usada. Também a reversibilidade do pico 2, foi comprovada em

toda a faixa de electrolitos de suporte aplicada ao longo do trabalho.

5.2. Mecanismo de oxidagdo da curcumina

De uma maneira geral, o comportamento electroquimico verificado para a
curcumina foi semelhante ao comportamento electroquimico do &cido ferdlico, estudado
anteriormente (Capitulo 3). Tendo em conta as semelhangas verificadas, o mecanismo
de oxidacdo proposto para a curcumina estd baseado no mecanismo previamente

apresentado para a oxidacdo do acido ferdlico.

(0]
HsCO
- 2e7; -2H* : X R
_———
pico 1,
HO
OH
-2e;-2HY
+2e+2H" //-2e;-2H" pico 2,
pico 3¢ pico 3,
OH 0]
H,CO H,CO A
X R R
o O HO
P OCHjs o OH

Onde R é:

OH

Esquema 5.1 — Mecanismo proposto para a oxidagdo da curcumina e dos seus produtos de oxidacao.
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O mecanismo proposto para a oxidacdo da curcumina, estd representado no

Esquema 5.1.

5.3. Conclusdes

Com a realizacdo do estudo do comportamento electroquimico da curcumina por
CV, DPV e SWV em solugdes de electrélito de suporte com diferentes valores de pH utilizando
um CGE, foi possivel propor um mecanismo de oxidacdo para a oxidacdo electroquimica da
curcumina.

Os resultados electroquimicos obtidos revelaram que a curcumina apresenta um
mecanismo de oxidacdo que ocorre em duas etapas, por meio de um processo
irreversivel e dependente do pH até valores de pH préximos do seu pK,, envolvendo a
transferéncia de dois electrdes e de dois protdes para cada uma das etapas. Para valores
de pH superiores ao valor de pK,; o processo de oxidacdo da curcumina tornou-se
independente do pH do electrolito de suporte, envolvendo apenas a transferéncia de dois
electrdes, para cada uma das etapas.

Apos a realizacdo de voltamogramas sucessivos, verificou-se que a oxidacao da
curcumina origina a formagédo de um produto de oxidacdo electroquimicamente activo.
O produto de oxidacdo da curcumina demonstrou ter um processo de oxidagdo
reversivel, dependente do pH envolvendo a transferéncia de dois electrdes e de dois
protbes. Para valores de pH mais alcalinos a reac¢do de oxidagdo do produto formado

mostrou ser um processo independente do pH com a transferéncia de dois electrdes.
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6. Conclusoes

A investigacdo efectuada ao longo deste trabalho teve como objectivo o estudo
do comportamento electroquimico do acido ferulico, da capsaicina, da dihidrocapsaicina
e da curcumina na superficie do GCE, numa ampla gama de pH aplicando técnicas
voltamétricas.

Concluiu-se que o acido fertlico sofre oxidacdo por meio de um processo que
ocorre em duas etapas irreversiveis. Para electrélitos com pH < 9,0 a oxidacdo do &cido
feralico é dependente do pH e ocorre com a transferéncia de dois electrdes e de dois
protdes em cada uma das etapas.. Para valores de pH superiores a 9,0 foi observada
apenas a transferéncia de dois electrbes em cada uma das etapas. Verificou-se ainda que
a oxidacdo do acido ferulico origina a formacdo de um produto de oxidacdo que é
posteriormente oxidado, numa reaccdo reversivel, dependente do pH e envolvendo a
transferéncia de dois electrdes e de dois protdes.

As experiéncias realizadas com o0s dois capsaicindides, capsaicina e
dihidrocapsaicina, permitiram determinar que estes sofrem um processo de oxidacao,
por intermédio de uma Unica etapa, com perda de dois electrdes e de dois protdes; numa
reaccdo dependente do pH. Verificou-se que a oxidacdo da capsaicina e da
dihidrocapsaicina apresentou a formagdo de um produto de oxidagdo que é
posteriormente oxidado com a transferéncia de dois electrdes e de dois protdes. Este
processo mostrou ser reversivel e dependente do pH.

Apbs o estudo do comportamento electroquimico da curcumina nos diferentes
electrélitos de suporte utilizados, concluiu-se que a curcumina sofre oxidagao
electroquimica na superficie do GCE por um processo irreversivel, dependente do pH

do electrolito de suporte até valores proximos do seu pK,, ocorrendo em duas etapas,
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com a transferéncia de dois electrdes e de dois protbes, para cada uma delas. Para
valores superiores ao valor de pK, a reac¢do de oxidacdo passou a ser independente do
pH deixando de existir transferéncia protonica.

A oxidacdo da curcumina originou a formagdo de um produto de oxidacdo
reversivelmente oxidado. O produto de oxidacdo da curcumina mostrou um pico de
oxidacgdo correspondente a uma reaccdo que envolve a transferéncia de dois electrbes e

de dois protbes, num processo dependente do pH.

Tabela 6.1 — Potenciais de oxidacdo do &cido ferulico, capsaicina, dihidrocapsaicina e da curcumina
obtidos em pH 6,9 por DPV.

Pico 1, Pico 2, Pico 3,
Acido Fertlico 0,372V 0,447V 0,196 V
Capsaicina 0,383V - 0,157V
Dihidrocapsaicina 0,390 V - 0,161V
Curcumina 0,302 V 0,496 V 0,198 V

Baseados na semelhanca verificada entre a electroactividade do éacido ferulico,
da capsaicina, da dihidrocapsaicina e da curcumina, Tabela 6.1, foram propostos
mecanismos para a oxidacdo de cada um dos compostos fenolicos estudados assim
como para a oxidagédo dos produtos de oxidagdo formados.

As técnicas electroquimicas sdo de grande utilidade para a analise do
comportamento electroquimico de compostos fendlicos devido a sua actividade
electroactiva, com reaccGes de transferéncia electronica de oxidacdo e reducdo.
Tornando-se esta informacdo de grande importancia para a compreensdo da sua
actividade como antioxidantes.

Sendo os compostos fenolicos estudados importantes componentes bioactivos
dos alimentos e devido as suas capacidades em participar em vérias reac¢oes in vivo foi
importante o estudo dos seus potenciais de oxidacdo e dos seus mecanismos.
Informacdes sobre o comportamento electroquimico do &cido ferdlico, da capsaicina, da
dihidrocapsaicina e da curcumina, a partir dos resultados obtidos neste trabalho
desempenham um papel crucial para a compreensdo das suas propriedades e do seu

metabolismo num sistema bioldgico.
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