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RESUMO

O m%todo desenvolvido nesta dissertal”o % definido como um m%todo
qgu€mico de quantifica!"o indireta da capacidade redutora de extratos vegetais.
Baseia-se na redu!"o de €ons Fe** por subst&ncias qu€micas contidas nos extratos e
posterior quantifical”o de €ons Fe“" por t%cnica espectrofotom%itrica na regi'o do
vis€vel usando o m%todo adaptado do reagente 1,10enantrolina. A metodologia de
desenvolvimento e valida!"o adotada foi composta po r tr#s partes: caracteriza!"o
da quantifical”o de €ons Fe?* na forma do complexo [Fe(fen)s]**; redu!"o de €ons
Fe®" por subst&ncias org&nicas e extratos vegetais; e a@racteriza!"o do m%todo
proposto. ‘cido asc*rbico, hidroquinona, catecol, p irogalol, quercetina, Trolox/,
BHA, BHT, ciste€na e glutationa foram usados como edutores de refer#ncia. As
amostras de extratos vegetais secos foram obtidas do banco de extratos do
Laborat*rio de Bioprospec!"o e Biotecnologia, insta lado na Coordena!"o de
Pesquisas em Produtos Naturais (CPPN) do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amaz4nia (INPA). O crit%rio para a escolha dos extatos usados no processo de
valida!"o foi baseado em medidas (picos ou bandas d e oxida!"o) por t%cnica de
voltametria c€clica. O complexo [Fe(fen}]** % est5vel e nas condil6es testadas
apresentou absor!"o mb5xima em 708,8 nm com absortiv idade molar em torno de
(1,089 + 0,003) ~ 10° L.molt.cm™. A quantifical”o de €ons Fe?" na forma do
complexo [Fe(fen)s)]** % linear na faixa de 0,2 a 10,0 g.mL™. A reta ajustada obtida
pelo m%todo dos m€nimos quadrados apresentou equa!'o ABS = 0,01999 £ 0,1<91>
"~ [Fe*] (R® = 0,<<<9) para concentral6es at% 10,0 g.mL™ e ABS = 0,002?3 +
0,1<<>9" [Fe?"] (R* = 0,<<<>) at% 7,7 g.mL™. O processo de oxida!"o estabelecido
consiste em duas etapas: (1) rea!"o com €ons Fe>*" e (2) rea!"o com €ons Fe®* na
presen'a de 1,10-fenantrolina. O grau de oxida!"o e a linearidade variam de acordo
com o mecanismo de rea!"o. O m%todo proposto apresentou resposta positiva para
0 pept€deo glutationa, diferentemente de outros m%ados descritos na literatura. O
m%todo desenvolvido e validado apresenta as seguinés caracter€sticas: Limite de
decis"o, de detec!"o e de quantifical"o iguaisa 0, 1> gFe*’.mL™ 0,20 g Fe?* .mL
e 0,31 g Fe**.mL?, respectivamente; Reprodutibilidade e repetibilidade entre
0,7@ e 3,<@; Discrep&ncia absoluta entre 1,3@ e 3,€) para 0s seguintes redutores
5cido asc*rbico, hidroquinona e BHA. Etanol, metanol, acetona e DMSO podem ser
usados para dissolver os extratos vegetais. Etilenoglicol e DMF podem ser usados,
mas podem coordenar com €ons FE'GF&". A coordena!"o dos €ons Fe* GF&" por
ligantes presentes no extrato % I5bel em relal"o ao quelante 1,10-fenantrolina. Os
€ons CG*, Cu?*, Ni**, Mn?*, Sn**, Zn**, Mg?*, Ca®", Na*, K", NHy", SO¢*, CI e NO3°
n"o interferem na quantifical"o do complexo [Fe(fen )s]**, mas o €on PQ? interfere
em concentral6es maiores que 10 g.mL™. A radia!"o UV produz um falso positivo,
convertendo Fe** em Fe?*. Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que o
m%todo desenvolvido para quantifical"o da capacidade redutora de extratos
vegetais mostrou-se adequado e de f5cil execu!"o.



ABSTRACT

The developed method in this work is defined as a chemical method of indirect
quantification of the reducing capacity of vegetable extracts. It is based on the
reduction of ions Fe®* by chemical substances contained in the extracts and
subsequent quantification of Fe?* ions for spectrophotometric technique in range of
the visible using the adapted method of the reagent 1,10-phenanthroline. The
procedure of the development and validation was composed by three parts:
characterization of the quantification of Fe®" in the form of the complex [Fe(fen)s]*";
reduction of ions Fe** by organic compounds and vegetable extracts; and
characterization of the proposed method. Ascorbic acid, hydroquinone, catechol,
pirogallol, quercetine, TroloxQ, BHA, BHT, cisteine and glutathione were used as
reference reducing. The samples of dry vegetable extract were obtained from bank of
extracts of the Laboratory of Bioprospection and Biotechnology, installed in the
Coordenas€o de Pesquisas de Produtos Naturais (CPPN) of the Instituto Nacional
de Pesquisas da Amaz!nia (INPA). The criterion for the choice of the extracts used
in the validation process was based on measures (peaks or oxidation bands) by
cyclic voltammetry technique. The compound [Fe(fen)s]** is stable and in the tested
conditions it did present maximum absorption in 708.8 nm with molar absorptivity
around (1.089 + 0.003) * 10° L.mol™*.cm™. The quantification of ions Fe** in the form
of the compound [Fe(fen)s)]” is linear in the range from
0.2 t0 10.0 g.mL™. The adjusted line obtained by the method of minimum squares
presented equation ABS = 0.01999 + 0.1<91> ~ [Fe®] (R® = 0.<<<9) for
concentrations up to 10.0 g.mL? and ABS = 0.002?3 + 0.1<<>9 ~ [Fe®]
(R? = 0.<<<>) up to 7.7 g¢.mL™. Established oxidation process consists of two
stages: (1) reaction with ions Fe®*" and (2) reaction with ions Fe** in the presence of
1,10-phenanthroline. The oxidation degree and the linearity vary in agreement with
the reaction mechanism. The proposed method presented positive answer for the
glutathione, differently of other methods described in the literature. The developed
method and validated presents the following characteristics: Limit of decision, of
detection and of quantification was of 0.1> g Fe**.mL*, 0.20 g Fe*’.mL™ and
0.31 g Fe*.mL™, respectively; Reproducibility and repeatability between 0.7@ and
3.<@; absolute discrepancy between 1.3@ and 3.<@ fo the following reducing:
ascorbic acid, hydroquinone and BHA. Ethanol, methanol, acetone and DMSO can
be used to dissolve the vegetable extracts. Ethylene glycol and DMF can be used,
but they can coordinate with Fe** GF&" ions. The coordination of the Fe** GF&" ions for
ligands present in the extract are labile in relation to chelante 1,10-phenanthroline.
The Co?*, Cu®, Ni#*, Mn?*, Sn?*, Zn*, Mg?*, Ca®*, Na*, K*, NHg*, SOs”, CI e NO3’
don®t interfere in the quantification of the comple [Fe(fen)s]**, but POy> ion interfere
in higher concentrations than 10 g Fe*’.mL™. The UV radiation produces false
positive, converting Fe®* in Fe?*. With base in the obtained results, it can be
concluded that the method developed for quantification of the reducing capacity of
vegetable extracts was appropriate and of easy execution.
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absorb&ncia (em alguns casos o €ndice indica o compimento de onda
em nm no qual a absorb&ncia foi medida, p. ex., ABS;os s)

5cido 2,20-azinobis-(3-etillbenzotiazolino-?-8lf4nico)
2(3)-terc-Butil-9-met*xi-fenol

2,?-Di-terc-butil-9-metil-fenol

N,N-dimetilformamida

Dimetilsulf*xido

radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazila

desvio padr”o relativo de um conjunto de dados

desvio padr”o relativo percentual de um conjunto de dados
1,10-fenantrolina

poder antioxidante para reduzir Fe**, do ingl#s Ferric Reducing
Antioxidant Power

capacidade de absorb&ncia do radical oxig#nio, do ingl#s Oxygen
Radical Absorption Capacity

capacidade antioxidante em equival#ncia ao Trolox, do ingl#s Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity

2,9,?-tri(2-piridil)-1,3,7-triazina



x|

m5x

| ABS|

€
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m%dia de um conjunto de dados

desvio padr'o de um conjunto de dados

valor predito de x

distribui!o normal com m%dia e desvio padr'o
logaritmo negativo da constante de dissocia!"o 5c ida K,
valor predito de y

comprimento de onda

comprimento de onda de m5xima absorb&ncia

mY%dia populacional

fator multiplicativo (exemplos: 1 L =107 litro; 1 g = 10" grama)
desvio padr'o populacional

valor absoluto da varia!"o de absorb&ncia

nota!"o da teoria dos grupos relacionada a opera!6e s de simetria;
aplicado para orbitais d com dire!"o dos eixos coordenados X,y e z

i-n%simo res€duo da regress”o linear (¢ = y; £ ), onde y; % 0 i-n%simo
valor observado e ;% o i-n%simo valor predito dejy

nota!"o da teoria dos grupos relacionada a opera!6 es de simetria;
aplicado para orbitais d situados entre os eixos coordenados X, y e z

diferenla energ%tica entre os orbitais ey € toq
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INTRODU#3$0

A valida!"o de m%todo pode ser definida como o processo destinado a
estabelecer suas caracter€sticas e limital6es, bem como, identificar os fatores que
podem modificar essas caracter€sticas e com qual exens"o (EUROCHEM, 2007).
Por exemplo, um m%todo qu€mico anal€tico validadoeVe responder s seguintes
perguntas: quais analitos ou subst&ncias podem ser quantificadas, em quais
matrizes, e na presenla de quais interferentes} Nes sas condi!6es, quais n€veis de

precis’o e exatid"o podem ser aceitos}

A valida!"o e o desenvolvimento de um procedimento experimental s"o,
geralmente, indissociSveis, uma vez que, na maioria dos casos, % imposs€vel
determinar exatamente quando o desenvolvimento termina e a valida!"o comela.
Muitos par&metros do procedimento submetidos ¢ valida!"o s"o, ao menos, partes

do desenvolvimento.

O grau ou extens"o da valida!"o de um m%todo pode v ariar de acordo com
0 prop*sito. Se o prop*sito do m%todo % a anblise @& subst&ncias qu€micas, a
valida!"o incluir5 os par&metros de exatid"o, preci s"o, seletividade, sensibilidade,
estabilidade, interferentes e efeito de matriz. Para a anblise de drogas e seus

metab*litos, al%m dos par&metros j5 mencionados, ouros relacionados com a
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bioanal€tica e farmacologia ser"o inclu€dos, e se br necessbrio, o procedimento
deve ser feito com a participal!”o de outros laborat *rios (valida!"o interlaboratorial).

Em alguns casos, o processo deve seguir um protocolo definido por um determinado
setor ou *rg"o internacional, como a AOAC International no caso de anb5lises de

alimentos.

Isolar constituintes de plantas com atividade farmacol*gica requer um longo
processo e muita paci#ncia. Por esse motivo, % impatante dispor de m%todos
v5lidos que eliminem procedimentos de separa!"o des necess5rios. Testes qu€micos
qualitativos eGou quantitativos podem identificar retab*litos em extratos ou
direcionar a separa!"o de classes de constituintes eteis, e assim, economizar muito

tempo.

Nos eltimos anos, a 5rea fitoqu€mica tem-se ocupado numa classe de
metab*litos secund5rios com propriedade antioxidante, da qual se destacam as
subst&ncias fen*licas. A tabela 1 apresenta a classifica!"o das subst&ncias fen*licas
comumente encontradas em anblises de plantas. A maioria das subst&ncias
fen*licas origina-se, usualmente, da rota do 5cido chiqu€mico e % armazenada nos
vaceolos das c%lulas vegetais. Com exce!6es importantes, as funl6es das
subst&ncias fen*licas s"o obscuras e muitas vezes s "o simplesmente consideradas
co-produtos. Acredita-se que sejam antioxidantes na planta e os pigmentos fen*licos

sirvam como atrativos para polinizadores (BONNER, 1<>7?; SALISBUR,, 1<<2).

V5rios m%todos t#m sido utilizados para estimar a @pacidade antioxidante
em extratos vegetais, entre eles: TEAC, usando ABTS na forma de um c5tion radical

(LEON_, 2002; PIETTA, 2000); ensaio com o radical D PPH- (LIU, 200>; LUIS,
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200?); FRAP, usando Fe*" coordenado com o ligante TPTZ (_UO, 2003; WON_,

2007?); e ORAC, usando a prote€na fluorescente ficoeitrina (PRICE, 2007;
THAIPON_, 2007?). ORAC e ensaio com DPPH- s"o m%todo s baseados em real6es
de transfer#ncia de 5tomos de hidrog#nio, enquanto que FRAP e TEAC,
transfer#ncia de el%trons. Outros m%todos mais sadticados usam t%cnicas como
coulometria (PE,RAT-MAILLARD, 2000), voltametria c€clica (CHEVION, 2002),
polarografia de onda quadrada e pulso diferencial com pr%-concentra!"o em gota de
mercerio = stripping analysis + (HERN'NDEZ, 1<<7), resson&ncia spin-el%tron (HU,

2002) e DNA imobilizado na superf€cie de eletrodos(MELLO, 2007?).

Tabela 1: Classifica!"o e ocorr#ncia de fen*is em a n5lises de plantas

_rupo Fen*is mais comuns

Hidroquinona, catecol, orcinol, floroglucinol

Fen*is livres )
e pirogalol.

‘cidos p-hidroxibenz*ico, protocat%quico,

‘cidos fen*licos : ) :
van€lico e sir€ngico

‘cidos ‘cidos fererico, sin5pico, caf%ico e p-
hidroxicin&micos coumbsrico
Fenilpropan*ides Coumarinas Umbeliferona, esculetina e escopoletina
Lignanas e . .
. Miristicina, eugenol e isoeugenol
fenilpropenos

Antocianinas, flavon*is, flavonas,

Flavon*ides :
flavononas, isoflavonas
. Taninos condensados, galotaninos,
Taninos o )
elagitaninos, prototaninos
. Benzoquinonas, naftaquinonas,
Yuinonas

antraquinonas e quinonas isopren*ides

Fonte: HARBORNE, 1<<8.

Segundo Prior (1<<<), antioxidante % definido comouma subst&ncia que,

quando presente em concentralées pequenas comparadas com do substrato
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oxid5vel, previne ou diminui os efeitos do pr*-oxidante no substrato. Um pr*-
oxidante seria uma subst&ncia t*xica que causaria danos oxidativos em
biomol%culas importantes (lip€deos, prote€nas e 5#bs nucl%icos), ou seja, pr*-
oxidante seria um oxidante de import&ncia biol*gica. Assim, ele redefine alguns
termos, dizendo que redutor e oxidante s"o termos gu€micos, enquanto que
antioxidante e pr*-oxidante tem significado no contexto de sistemas biol*gicos. Para
reforlar sua coloca!"o, Prior cita 0 m%todo FRAP qu e trata redutor e antioxidante
como sin4nimo ao relacionar a capacidade antioxidante com a redu!"o de €ons Fe **,
mas, no entanto, o m%todo n"o quantifica glutationa (um antioxidante celular

importante). A partir dele, tais defini!6es vem sen do usadas constantemente.

Na base de dados ScienceDirect, observa-se que 0 termo antioxidante
aparece pela primeira vez em uma publica!"o de qu€mica dos pol€meros no in€cio do
s%culo passado, como sin4nimo de redutor (USE, 1<24. O primeiro artigo na 5rea
biol*gica a usar o termo foi publicado em torno dos anos 70 (SWICK, 1<72). J5, o
termo pr*-oxidante % usado para subst&ncias ou agertes que induzem a oxida!"o
(BUDOWSKI, 1<?0; HUSBANDS, 1<><; RANAWEERA, 1<>?). Al%m disso, a maioria
dos m%todos usados para quantificar a capacidade arioxidante, acima citados,

baseia-se em real6es de oxi-redu!"o.

Yuanto ¢ defini'"o de antioxidante, a mesma s* faz sentido quando as
enzimas s"0 mencionadas. A propriedade antioxidante do 5cido asc*rbico, por
exemplo, est5 indubitavelmente relacionada ao fato dele ser um bom agente redutor.
Sua forma oxidada (5cido deiidroasc*rbico) pode ser reduzida pela glutationa
formando um sistema revers€vel de oxi-redu!"o, catalisada pela enzima glutationa-

desidrogenase (CONN, 1<80).
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A import&ncia dos antioxidantes % devida ¢ capacidade de manter o balan!o
redox de sistemas biol*gicos, evitando o estresse oxidativo. O balan!o redox, na
c%lula, pode ser representado pela soma dos produte do potencial de redu!"o
(obtida pela equal!"o de Nernst) e da capacidade red utora (concentra!"o de
esp%cies reduzidas) de uma s%rie de pares redox acplados (equa!'o 1). A
intensidade e patogenicidade destes desequil€briosv'o depender das concentral6es
locais de esp%cies pr* e antioxidantes, das constantes de velocidade de real!"o com
mol%culas-alvo e da compartimentaliza!’'o celular destes processos

(VASCONCELOS, 200>).

Balaneo redox = (Ei ’ [redutor]i) (Eq. 1)
[

Portanto, um m%todo antioxidante no contexto biol*gco ser5 v5lido se for
realizado in vivo. Nesse contexto, nenhum dos m%todos citados acimaser5 v5lido
para a avalia!"o de extratos com propriedade antiox idante, uma vez que todos se
baseiam em procedimentos in vitro. Ou seja, n"o passam de m%todos para estimar a
capacidade redutora de extratos vegetais. Desses, 0 mais simples % o0 m%todo
usando o radical DPPH-, que possui a desvantagem de ser inst5vel em intervalos de
tempo maiores que 30 minutos (MOL,NEUX, 2009). Al%m da desvantagem similar

ao radical DPPH-, 0 m%todo TEAC possui um preparo nuito longo.

Esse trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um m%todo simples
para estimar a capacidade redutora de extratos vegetais baseado na redu!"o de
€ons F€* e quantifical”o dos €ons Fe?" usando o ligante 1,10-fenantrolina. A

identifica!"o de extratos redutores pode auxiliar n a escolha do material vegetal a ser
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priorizado em estudos fitoqu€micos e farmacol*gicos, ou ainda, indicar a
potencialidade do uso de tais extratos na indestria de alimentos e cosm%ticos em
estado bruto. Segundo Khopde (2001), subst&ncias em formula!"o 2natural® podem

ser mais ativas que na forma isolada.
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METODOLOGIA

Para um maior entendimento desta se!"o, o princ€pio qu€mico e 0s pontos
abordados no desenvolvimento e valida!"o do m%todo proposto est'o

esquematizados na figura 1. A metodologia adotada foi composta por tr#s partes:

2+

caracteriza!"o da quantifica!"o de €ons Fe na forma do complexo [Fe(fen)s]**;

redu"o de €ons Fe® por subst&ncias org&nicas e extratos vegetais; e

caracteriza!"o do m%todo proposto.

Quantidade
Espécie quimica

_ Quantificagao
Redutor Oxidante fen

\j = Fez+ \
(@ag) ~ K\ (ag) ™ K

Redutor Oxidante fen

Fed*

=~ [Fe(fen),]**

v
Limites de deteccao e quantificacao
Tempo de reagéao
Interferentes
Precisao
Exatidao

Figura 1: Esquema do princ€pio qu€mico e das cara@r€sticas do m%todo proposto.
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1 MATERIAIS

Tubos de 1,7 mL com tampa, fabricante Eppendorf, modelo Standard 3810;

Ponteiras para micropipetas, fabricante _ilson, mo delos Diamond D200 e

D1000;
Indicador universal de pH (0+19) em tiras, fabricante Merck;
Bal6es volum%itricos de 10, 70, 100 e 1000 mL;

B%queres de 10 e 70 mL;

2 REAGENTES E SOLVENTES

Acetato de s*dio (C ;H30O,Na ~ 3H,0) + Merck;
Acetona (C3H-,0) = Merck;

‘cido ?-hidroxi-2,7,>,8-tetrametil-cromano-2-carbo x€lico [Trolox/] (C 19H180g)

+ Aldrichf;

‘cido ac%tico glacial (C ;HyO,) = Merck;

‘cido asc*rbico (C ,HgO,) + Merck;

‘cido clor€drico fumegante (HCI) £ Merck;
2,?-Di-terc-butil-9-metil-fenol [BHT] (C17H290) £ Sigma-Aldrichf;
2(3)-terc-Butil-9-met*xi-fenol [BHA] (C 11H1,0,) £ Sigmaf;

Cloreto de hidroxilam4nio (HsNO “ HCI) + J. T. Baker,
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Etanol (C;H-,0) = Cromoline;

Etilenoglicol (C,H-0;) + Vetec;

1,10-Fenantrolina (C12HgN, ~ H,O) * Vetec;

1,1-Difenil-2-picril-hidrazila [DPPH-] (C18H12N70>) - Sigma-Aldrichf;

1,2-Dihidroxibenzeno [Catecol] (C,H-,O,) + J. T. Baker;

1,9-Dihidroxibenzeno [Hidroquinona] (C,H-O,) + CAAL;

1,2,3-Trihidroxibenzeno [Pirogalol] (C,H-03) + Vetec;

Metanol (CHgO) + Cromoline;

N,N-Dimetilformamida (CsH-NO) £ Aldrichf f;

Dimetilsulf*xido (C ;H,OS) * Vetec;

Yuercetina (C17H100> " 2H,;0) * Sigmaf;

Sulfato f%rrico amoniacal (HFeNOgS, ~ 12H,0) - Sigma-Aldrichf;

f Sigma-Aldrich Chemie _mbH, Steinheim, _ermany.
f f Sigma-Aldrich, Inc., St. Louis, MO, USA.
Nota: os nomes comerciais est"o entre colchetes.

3 INSTRUMENTOS E ACESS%RIOS

1 cubeta de vidro *tico com volume reduzido (1,7 mL);

Espectrofot4metro UVGVIS feixe simples, fabricante CECIL Instruments,

modelo CE1010 (SN: <028<);
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Balanla anal€tica, fabricante Scientech, modelo AS 210;

Deionizador de 5gua, fabricante Elga, modelo PureLab Ultra;

Centr€fuga para micro tubos, fabricante Eppendorf,modelo MiniSpin;

Micropipetas de volume varisvel (2-20 'L; 30-200 " L; 200-1000 °L),

fabricante _ilson, modelos Pipetman P20, P200 e P10 00.

Fonte de radia!"o ultravioleta 279 nm, fabricante Spectronics Corp., modelo

BLE-8T279;

Fonte de radia!"o ultravioleta 3?7 nm, fabricante Light Express, modelo

T7?W-BLB.

Crondmetro digital;

4 AMOSTRAS DE EXTRATOS SECOS

Os extratos vegetais secos foram obtidos do banco de extratos do
Laborat*rio de Bioprospec!'o e Biotecnologia, insta lado na Coordena!"o de
Pesquisas em Produtos Naturais do Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz4nia.
Os detalhes da obten!"o dos extratos est'o descrito s no ap#ndice A. Foram
testados extratos obtidos com diclorometano, metanol e 5gua. O crit%rio para a
escolha dos extratos usados no processo de valida!" o foi baseado em medidas
(picos ou bandas de oxida!"o) por t%cnica de voltametria c€clica (ap#ndice B). A
tabela 2 apresenta as caracter€sticas dos extratostestados e o0s respectivos c*digos

de refer#ncia.
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Tabela 2: Caracter€sticas e c*digos de identifica!” o dos extratos testados

Esp%cie Material bot&nico Extrato C*digo
Pouroma villosa Folha Metanol 9E
Pouroma villosa Folha 'gua 9l
Pouroma villosa Folha Diclorometano 9J

Minquartia guianensis Folha Metanol 7L
Duroia macrophylla® Folha Metanol ?2P
Ferdinandusa goudotiana Folha Metanol >S
Derris floribunda Folha Diclorometano 8T
Derris floribunda Raiz Diclorometano 8W
Derris floribunda Raiz Metanol 8X

Nota: (1) Reclassificada como Deguelia duckeana

5 SOLU#&ES

A seguir, est"o descritas as solu!6es usadas em tod o o processo de

desenvolvimento, valida!"o e aplica!"o do m%todo. T odas as solul6es aquosas

foram preparadas com 5gua deionizada (condut&ncia de 18 M

5.1 Solu'(o tamp(o de acetato de s)dio *pH ~ 4,5+

Tem™.

Uma quantidade de acetato de s*dio (C,H3O,Na ~ 3H,0) contendo 9,>?28 ¢

foi dissolvida em 5gua e transferida, quantitativamente, para um bal"o volum%trico

com capacidade para 1 L. Ap*s a dissolu!"o, foram a dicionados 3,> mL de 5cido

ac%tico glacial (GHgO>) e 5gua suficiente para completar o volume.

5.2 Solu'(o de 1,10-fenantrolina 0,25/ *m6v+

Uma quantidade de 1,10-fenantrolina (C12HgN2, = H,O) contendo 0,27 g foi

dissolvida com solu!"o tamp"o de acetato de s*dio ( pH ~ 9,7), transferida para um

bal"o volum%trico de 100 mL e o volume restante foi preenchido com solu!"o

tamp”o. A solu!"o homogeneizada foi guardada em fra sco escuro.
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Todas as solu!6es contendo o reagente 1,10-fenantro lina foram reservadas
para posterior tratamento. O anexo A descreve o procedimento usado para a

decomposi!"o do reagente antes do descarte.

5.3 Solu'(o padr(o de Fe %" *1.000,0 8g.mL *+

Uma quantidade de sulfato f%rrico amoniacal (HFeNOgS, ~ 12H,0) contendo
8,7399 g foi dissolvida com uma solu!"o de 5cido cl or€drico (HCIl) 1@ (vGv) e
transferida, quantitativamente, para um bal"o volum %trico com capacidade para 1 L.
Ap*s a dissolu!"o, o volume restante foi preenchido com a solu!"o de 5cido

clor€drico. A solu!"o homogeneizada foi guardada em frasco escuro.

5.4 Solu'(o metan)lica de 1,1-difenil-2-picril-hidr azila *~ 29 8g.mL *+

Uma quantidade de DPPH- contendo 2,8 mg foi dissolvida com 1 mL de
diclorometano, dilu€Edo com metanol e transferido paa um bal"o volum%itrico de 100
mL. O volume restante foi preenchido com metanol. A solu!"o era preparada

momentos antes do uso e guardada em frasco escuro.

: ESTUDO DO SISTEMA FERRO-FENANTROLINA

A quantifical"o de €ons Fe?* com o reagente 1,10-fenantrolina (BASSETT,
1<81) foi modificado para atender ao prop*sito do presente trabalho. As seguintes

alteral6es foram feitas:

redu!"o dos volumes para ordem de L;

o volume do redutor hidroxilamina, usado no preparo da curva anal€tica de
Fe?* (rela!"o entre a absorb&ncia do complexo [Fe(fen) s]** e a concentra!"o

de €ons F&*), foi estabelecido em 170 L;



2<

a solu!"o de 1,10-fenantrolina (solu!"o 7.2) foi p reparada em tamp"o acetato
pH ~ 9,7 (solu!"o 7.1) com o objetivo de diminuir 0 nemero de al€quotas no
procedimento e disponibilizar cerca de 93@ de 1,10fenantrolina

desprotonada (pKa = 9,87?);

a solu!"o (7.2) contendo o ligante 1,10-fenantroli na foi adicionada em
excesso a fim de deslocar os equil€brios entre FE*GF&" e outros ligantes

existentes no meio, garantindo, assim, a forma!"o d o complexo [Fe(fen)s]*".

As subsel6es seguintes descrevem o0s procedimentos usados ha

caracteriza!"o do sistema ferro-fenantrolina para o m%todo proposto.

.1 ESPECTROS DE ABSOR#$0

Varreduras na faixa do espectro eletromagn%tico conpreendido entre 370-

800 nm, com resolu!"o de 7 nm, foram feitas para as seguintes solu!6es:

Solu!"o contendo €ons Fe®*" com concentral"o de 7,0 g.mL™. Preparo: 7 L

3+

de solu!"o padr'o de Fe °", 1?0 L de 5gua deionizada e <<0 L de solu!"o

tamp"o de acetato;

Solu!"o contendo €ons Fe?* com concentra!"o de 7,0 g.mL™. Preparo: 7 L
de solu!"o padr'o de Fe 3 7 L de solu'o de hidroxilamina 10@ e <<0 L

de solu!"o tamp"o de acetato;

Solu!"o contendo €ons Fe " com concentral"o de 7,0 g.mL™ na presen!a de
1,10-fenantrolina. Preparo: 7 L de solu!"o padr'o de Fe %, 7 L de 5gua

deionizada e <<0 L de solu!"o 1,10-fenantrolina 0,27@;
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Solu!"o contendo €ons Fe " com concentral"o de 7,0 g.mL™ na presenla de
1,10-fenantrolina. Preparo: 7 L de solu!"o padr'o de Fe %%, 7 L de solu!"o

de hidroxilamina 10@ e <<0 L de solu!"o 1,10-fenantrolina 0,27@.

Para as linhas de base foram usadas as respectivas solu!6es descritas
acima com substitui!"o da solu!"o de ferro por 5gua deionizada. O comprimento de
onda com m5xima absor!"o ( ma) do complexo [Fe(fen)s]** foi determinado com

resolu!"o de 1 nm e usado para todas as determinal6 es de Fe?".

.2 LINEARIDADE DO SISTEMA

A faixa de concentra!"o de €ons Fe?" estudada foi de 0 a 29 g.mL™. As
solu!6es contendo €ons ferro foram preparadas a partir da solu!"o padr'o de Fe 3*
(se!"o 7.3). Um volume de 1?0 L de solu!"o de hidroxilamina 10@ (mGv) foi usada
para reduzir os €ons F€* seguida de 800 L da solu!"o de 1,10-fenantrolina 0,27@.

A leitura da absorb&ncia foi feita ap*s 17 minutos em 708,8 nm, como determinado

na se!"o ?.1.

A faixa de linearidade foi determinada, visualmente, usando uma rela!"o
entre a medida de absorb&ncia (eixo y) e a concentral"o de Fe %" (eixo x). Uma
determinal!”’o mais detalhada foi feita na se!"o segu inte (?.3) usando o m%todo de

regress"o linear por m€nimos quadrados.

A concentra!"o inicial de €ons Fe*" para o procedimento de quantifica!"o da
capacidade redutora foi estabelecida com base nos resultados deste procedimento,

sendo igual * concentra!"o m5xima de €ons Fe ** na faixa linear.
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:.3 FAIXA DE TRABALHO DO SISTEMA

A faixa de concentral"o de Fe ?* estudada foi de 0,0 + 10,0 g.mL™,
conforme a faixa de linearidade determinada na se!" o ?.2. Foram usadas seis
solu!6es padr'o de Fe ** (1.000 g.mL™) preparadas como descrito na se!"o 7.3,
com volume de solu!"o de 100 mL. As solu!6es padr'‘o foram numeradas e
associadas de maneira aleat*ria ao preparo de tr#s curvas com concentral6es de
Fe?* distribu€das uniformemente na faixa de 0,2 a 10,0 g.mL™. Os volumes de
hidroxilamina 10@ e 1,10-fenantrolina 0,27@ foram 1?20 L e 830 L,
respectivamente. A leitura da absorb&ncia foi feita ap*s 17 minutos em 708,8 nm.
Para garantir independ#ncia das medidas em escala curta de tempo, o procedimento

foi repetido tr#s vezes, em dias diferentes.

A rela!"o entre a absorb&ncia do complexo [Fe(fen) 5]°* e a concentra!"o de
Fe?* foi usada para expressar os resultados. O m%todo & regress"o linear por
m€nimos quadrados foi aplicado < rela!"o para a estimativa dos par&metros
estat€sticos da equa!"o da reta. A anblise dos res€duos foi usada para confirmar a

linearidade da faixa de trabalho.

; REDU#3$0 DE 'ONS FERRO*III+ POR SUBST<NCIAS ORG<NI CAS

Os procedimentos descritos nesta se!"o tiveram como objetivos: definir um
intervalo de tempo razo5vel para a redu!"o de €ons Fe®" por subst&ncias org&nicas;
definir um intervalo de concentra!"o de solu!6es re dutoras; e obter uma vis"o geral
da redu"o de €ons Fe®' por diferentes redutores org&nicos. Em todos o0s
procedimentos, as solu!6es contendo Fe ** foram protegidas da incid#ncia direta de
luz. 'cido asc*rbico, ciste€na, glutationa reduzida , hidroquinona, catecol, pirogalol,

quercetina, BHA, BHT e Trolox foram usados como redutores, al%m de dois extratos
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que apresentaram bandas de oxida!"o por t%cnica de voltametria c€clica (ap#ndice
B). As real6es foram conduzidas em temperatura ambi ente (23 €C) com flutua!6es

da ordem de 2 €C, uma vez que o estudo cin%tico dagnesmas n"o foi pretendido.

;.1 REDU#$0 DE FERRO*IlI+ EM FUN#$0O DO TEMPO DE REA #3$0

A redu!"o de €ons Fe®* em fun!"o do tempo de rea!"o foi observada para
duas situal!6es diferentes: redu!"o na aus#ncia de 1 ,10-fenantrolina nos primeiros
10 minutos e redu!"o na presenla de 1,10-fenantroli na ap*s 10 minutos de rea!"o
com €ons Fe* (procedimento A); e redu!"o dos €ons Fe*" complexado com 1,10-
fenantrolina (procedimento B). A concentra!"o inici al de €ons Fé" para essas
observal6es foi de 10 g.mL™ e a concentral"o dos redutores (tabela 3) foi
estabelecida para que houvesse um gasto de metade da concentra!"o inicial de

Fe®*, aproximadamente. Os procedimentos A e B est"o des critos a seguir.

Procedimento A - t"cnica da retirada de al#quotas (LATHAM, 1974). Um
volume de 200 L da solu!"o redutora (tabela 3) foi adicionada a 2 00 L de solu!"o
padr'o de Fe** e a solu!"o foi homogeneizada. A contagem do tempo foi iniciada *+
atempo zero® £ no momento da adi'"o da solu!"o redu tora. Em intervalos de 1
minuto, um volume de <80 L de 1,10-fenantrolina 0,27@ foi adicionado em uma
al€quota de 20 L da mistura reacional previamente reservada. A mistura contendo
1,10-fenantrolina foi homogeneizada e sua absorb&nda foi mensurada em 708,8 nm
ap*s 30 segundos contados a partir da adi!"o da fen antrolina. O per€odo observado
foi de 10 minutos e a eltima mistura (para t = 10 minutos) foi reservada para a

medida cont€nua da absorb&ncia em intervalos de 10minutos durante 70 minutos.
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Procedimento B. Um volume de <80 L de 1,10-fenantrolina 0,27@ foi

% seguido por uma

adicionado a uma al€quota de 10 L de solu!"o padr'o de Fe
al€quota de 10 L de solu!"o redutora. O @empo zero® foi considera do ao momento
da adi!"o da solu!"o redutora. A mistura reacional foi homogeneizada e sua

absorb&ncia em 708,8 nm foi mensurada em intervalos de 1 minuto; ap*s 10

minutos, o intervalo foi de 10 minutos durante 70 minutos.

Tabela 3: Informal6es das solu!6es redutoras usadas para verificar
a redu!"o de €ons Fe*" em fun!"o do tempo de rea!"o

Redutor Massa Vollﬂme de Solvente Concentraﬁ"o
(9) solu!"o (mL) (mg.mL™)
BHT 0,0>07 27,0 'guaGAcetona Y 2,82
_lutationa reduzida  0,02?7 10,00 'gua 2,27
Extrato ?P 0,0222 10,00 Etanol 2,22
Extrato 7L 0,01<< 10,00 Etanol 1,<<
Trolox 0,0138 10,00 'guaGAcetona @ 1,38
Ciste€na 0,0129 10,00 'gua 1,29
BHA 0,0208 27,0 'guaGAcetona™ 8,32 10"
‘cido asc*rbico 0,0119 27,0 'gua 8,00 10"
Hidroquinona 0,0119 27,0 'gua 9,72 10*
Yuercetina 0,0199 70,0 'guaGAcetona @ 288" 10"
Catecol 0,010< 70,0 'gua 2,18 10*
Pirogalol 0,01>1 100,0 'gua 1,>1" 10%

(1) O redutor foi completamente dissolvido em acetona e o volume restante
preenchido com 5gua ou acetonaGbgua, a fim de mantea solubilidade do redutor.

Os dados foram avaliados com o uso de gr5ficos da concentra!"o de €ons

Fe?" formados versus tempo de rea!"o.
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;.2 REDU#$0 DE FERRO*III+ EM FUN#$0 DA CONCENTRA#$O DE REDUTOR

Para avaliar o efeito da concentra!"o de redutor na redu!"o de €ons Fe®",
alguns par&metros reacionais foram estabelecidos com base nas observal6es da
subse!"o anterior (>.1). A rea!"o foi conduzida em duas etapas: (1) rea!"o de €ons
Fe** com o agente redutor; (2) continual®o da rea!"o na presenla de 1,10-
fenantrolina. A concentral"o inicial de €ons Fe*' no meio reacional foi de
10,0 g.mL™? e as concentral6es dos redutores foram obtidas por 12 diluil6es
sucessivas das solul6es apresentadas na tabela 9, totalizando 13 solu!6es para

cada redutor com fator de dilui!"o igual a 0,7.

Tabela 9: Informal!6es das solu!6es redutoras usadas para verificar
a redu!"o de €ons Fe *" em fun!"o da concentra!"o de redutor

Redutor Massa VoIlIJlme de Solvente Concentraﬁ"o
(9) solu!"o (mL) (mg.mL™)
BHT 0,19<> 27,0 'guaGAcetona V) 7,<<
_lutationa reduzida  0,1210 27,0 ‘gua 9,89
Extrato ?P 0,0222 10,00 Etanol 2,22
‘cido asc*rbico 0,0713 27,0 ‘gua 2,07
Ciste€na 0,0710 27,0 'gua 2,09
Trolox 0,09<8 27,0 ‘guaGAcetona @ 1,<<
Extrato 7L 0,01<< 10,00 Etanol 1,<<
BHA 0,090? 27,0 'guaGAcetona @ 1,72
Hidroquinona 0,02?9 27,0 ‘gua 1,0?
Yuercetina 0,0273 27,0 'guaGAcetona @ 1,07
Catecol 0,029< 27,0 'gua <,<?’” 10"
Pirogalol 0,0292 27,0 ‘gua <728  10*

(1) O redutor foi completamente dissolvido em acetona e o volume restante
preenchido com 5gua ou acetonaG5gua, a fim de mante a solubilidade do redutor.

O seguinte procedimento foi adotado para as solul6e s do gradiente de

concentra!l"o de cada redutor:
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Procedimento. Um volume de 10 L de solu!"o redutora foi adicionado a

% e a mistura reservada. Ap*s 10

uma al€quota de 10 L da solu!"o padr'o de Fe
minutos, um volume de <80 L de 1,10-fenantrolina 0,27@ foi adicionado e a mistura

homogeneizada. A absorb&ncia em 708,8 nm foi mensurada ap*s uma hora.

Os dados foram avaliados com o uso de gr5ficos da concentra!"o de €ons

Fe?* formados versus concentra!"o de redutor.

9 CARACTERIZA#$0O DO M=TODO PROPOSTO

Nesta se!"o est"o descritos os procedimentos usados para caracterizar e

avaliar os limites do m%todo proposto.

9.1 LIMITES DE DETEC#$0 E QUANTIFICA#3$0

Os @brancos® de reagentes (10 L de solu!"o padr'o de Fe **, 10 L de 5gua
e <80 L de 1,10-fenantrolina 0,27@) preparados durante 0 processo de
desenvolvimento e valida!"o do m%todo foram usados para estimar os limites de
detec!"o (L.D.) e quantifica!"o (L.Y), garantindo, assim, brancos independentes. Os
limites de detec!"o e quantifical"o, expressos em g de Fe*" por mL de solu!"o
guantificada, foram estimados como (X prancos*3-S) € (X brancos*+10.S), respectivamente

(EUROCHEM, 1<<8; MILLER, 1<89).

9.2 PRECIS$0O

Os extratos vegetais 7L e ?P foram usados para avaliar as precis6es de
reprodutibilidade e repetibilidade em concentral6es diferentes. Para os referidos
extratos, foram feitas 3 solul6es (tabela 7), as qu ais foram usadas para preparar 0s

respectivos gradientes de concentral"o na faixa de 200 a 1.000 g.mL™. Os pontos
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do gradiente de concentra!"o produzidos a partir da s solu!6es 7L 3 e ?P3 foram

usados para avaliar a repetibilidade (n = 3). Os demais extratos foram usados para

avaliar a repetibilidade (n = 7) em uma determinada concentra!"o.

Tabela 7: Informal6es das solu!6es usadas para veri ficar a precis"o do m%todo

Extrato Massa Solu!"o VOIL,J,me de Solvente Concentra_ti"o
(9) solu!"o (mL) (mg.mL?)

7L 0,0708 7Ly 70,0 EtanolG5gua (1:9) 1,02
7L 0,09<< 7L 70,0 EtanolG5gua (1:9) <,<8  10*
7L 0,098> 7L3 70,0 EtanolG5gua (1:9) <,>9° 10?

?2P 0,0733 2P 70,0 EtanolG5gua (1:9) 1,0>

?P 0,0718 ?P, 70,0 EtanolG5gua (1:9) 1,09
?2P 0,0971 ?2P3 70,0 EtanolG5gua (1:9) <,02° 10*
9E 0,0377 9E 70,0 EtanolG5gua (3:>) >,10" 10*
e] 0,039> 9l 70,0 EtanolG5gua (3:>) ?,<9” 107
9J 0,0338 9J 70,0 EtanolG5gua (3:>) ?,>?° 10*
>S 0,00<> >S 10,00 EtanolG5gua (1:9) <,>" 10%
8T 0,032? 8T 70,0 EtanolG5gua (3:>) 2,72 10*
8W 0,03?7 8W 70,0 EtanolG5gua (3:>) >,30° 10*
8X 0,03>? 8X 70,0 EtanolG5gua (3:>) >,72" 107

Nota: Os extratos secos foram completamente dissolvidos em etanol e o volume

restante preenchido com 5gua.

1.000 g.mL™ foi adicionado a uma al€quota de 10 L da solu!"o padr'o de Fe

Procedimento. Um volume de 10 L da solu!"o de extrato na faixa de 200 a

*ea

mistura reservada. Ap*s 10 minutos, um volume de <80 L de 1,10-fenantrolina

0,27@ foi adicionado e a mistura homogeneizada. A absorb&ncia em 708,8 nm foi

mensurada ap*s uma hora.



3>

Os resultados foram expressos como [Fe?']G[redutor] e a avalial"o das
precisées de repetibilidade e reprodutibilidade foi feita usando o desvio padr'o
relativo porcentual (DPR@ = (s&) ~ 100), tamb%m conhecido como coeficiente de

varia!"o (CV).

9.3 EXATID$O

Por se tratar de quantifical6es da capacidade redut ora de extratos brutos,
dificilmente ser5 conhecido o valor verdadeiro de tal medida. Para amenizar tal
problema, uma estimativa da exatid"o do m%todo foi feita com os dados da se!"o
>.2 para os redutores de refer#ncia que apresentaram estequiometria definida e
real"o completa. Nesse caso, a raz'o estequiom%tric a [Fe?']G[redutor] observada
(coeficiente angular da rela!"o [Fe '] versus [redutor] na faixa linear) foi comparada

com o valor te*rico.

Um outro procedimento consistiu na comparal!”o dos r esultados da se!"o
8.2 com os resultados obtidos da quantifica!"o das mesmas solul6es usando o
oxidante radical DPPH-, freg,entemente aplicado na estimativa da capacidade
antioxidante em extratos vegetais. Um volume de 10 L de solu!"o de extrato
vegetal foi adicionado em <<0 L de solu!"o metan*lica de DPPH-. A mistura foi
homogeneizada e guardada em local escuro. A absorb&nicia em 71>,0 nm foi
mensurada ap*s 30 minutos. O @branco® de reagentes foi feito substituindo a solu!"o
de extrato vegetal por 5gua. O resultado foi expresso como | ABS|, onde ABS =

(absorb&ncia do 2branco® + absorb&ncia da amostra).

‘cido asc*rbico foi usado como redutor de equival#n cia para expressar 0S

resultados dos dois m%todos na mesma unidade. Os resultados foram convertidos
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em concentra!"o equivalente de 5cido asc*rbico por interpola!"o nas seguintes
relal6es: absorb&ncia do complexo [Fe(fen)s]** versus concentral®o de 5cido
asc*rbico; | ABS| da solu!"o metan*lica de DPPH- versus concentr a!"o de 5cido

asc*rbico.

9.4 INTERFERENTES

A robustez do m%todo foi avaliada para os seguintes par&metros: foto-
redu!"o de €ons Fe®" por radial"o ultravioleta; coordena!"o de €ons Fe **GF&" por
mol%culas de solvente ou subst&ncias org&nicas presntes na amostra; e, presenla

de €ons.

9.4.1 Radia'(o ultravioleta

Foi observado, durante o desenvolvimento e valida!" o do m%todo, que
solulées de Fe*', contendo 1,10-fenantrolina, quando expostas « ilu minal"o por
|I&mpadas fluorescente (emissora de pequena quantidade de radia!"o ultravioleta)

tornavam-se levemente vermelhas, indicando rea!"o d e foto-redu!"o dos €ons Fe>".

Para verificar o efeito da radia!"o ultravioleta (U V), 28 solul6es de Fe >
contendo 10 L de solu!"o padr'o de Fe 3 1.000 g.mL* e <<0 L de 1,10-
fenantrolina 0,27@ foram preparadas, divididas em gupos de sete, e estes,
submetidos a quatro ambientes diferentes: (1) ambiente iluminado por I&mpada UV
com emiss"o mbxima de 279 nm; (2) ambiente iluminado por I&mpada UV com
emiss"o m5xima de 3?7 nm; (3) ambiente iluminado po r Ii&mpadas fluorescentes; (9)
ambiente escuro. Nos tempos de 0, 10, 20, 30, 90, 70 e 80 minutos uma solu!"o de

cada grupo foi aleatoriamente recolhida e a absorb&ncia medida em 708,8 nm. O
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efeito da radial"o UV foi analisado em fun!"o da co ncentral"o de €ons Fe?"

formados no tempo de exposi!"o.

9.4.2 Efeito de solventes

O solvente usado para solubilizar os extratos vegetais secos pode ser um
par&metro influente no desempenho do m%todo. Uma pgs€vel causa seria a
coordenal’o dos €ons Fe?'GF& pelas mol%culas do solvente, aumentando ou
diminuindo a absorb&ncia das solul6es, e conseq,ent emente, influenciando a
quantifical”o de Fe 2*. Para verificar tal efeito, foram testados os seguintes solventes
misc€veis em 5gua: etanol, metanol, acetona, N,N-dimetilformamida (DMF),
dimetilsulf*xido (DMSOQO) e etilenoglicol. As solu!6e s testadas para cada solvente

foram preparadas da seguinte forma:

Solu!"o de Fe 3 (10,0 g.mL™) na aus#ncia de 1,10-fenantrolina. Preparo: 10
L de solu!"o padr'o de Fe 3 1.000 g.mL™, 10 L de solvente e <80 L de

tamp"o acetato ap*s 10 minutos da adi!"o do solvent e;

Solu!"o de Fe 3 (10,0 g.mL™) na presen!a de 1,10-fenantrolina. Preparo: 10
L de solu!"o padr'o de Fe *1.000 g.mL™*, 10 L de solvente e <80 L de

1,10-fenantrolina 0,27@ ap*s 10 minutos da adi!"o do solvente;

Solu!"o de Fe #* (10,0 g.mL™) na aus#ncia de 1,10-fenantrolina. Preparo: 10
L de solu!"o padr'o de Fe **1.000 g.mL?, 10 L de hidroxilamina 10@, 10
L de solvente e <80 L de tamp"o acetato ap*s 10 minutos da adi!"o do

solvente;
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Solu!"o de Fe " (10,0 g.mL™) na presen!a de 1,10-fenantrolina. Preparo: 10
L de solu!"o padr'o de Fe **1.000 g.mL™, 10 L de hidroxilamina 10@, 10
L de solvente e <80 L de 1,10-fenantrolina 0,27@ ap*s 10 minutos da

adi!"o do solvente.

As absorb&ncias em 708,8 nm das solu!6es descritas acima foram
mensuradas ap*s uma hora. Os resultados, expressos em g.mL™ de Fe?*, foram

comparados aos resultados obtidos com 5gua (solvente de refer#ncia).

9.4.3 Efeito de ligantes presentes nos extratos

Subst&ncias contidas em extratos vegetais podem coordenar €ons F&'GF&",
e assim, influenciar no desempenho do m%todo de moa semelhante aos solventes
mencionados acima. A capacidade de forma!"o de comp lexos corados das solu!6es

de extrato descritas nas se!6es >.2 e 8.2 foi avaliada com o seguinte procedimento:

Procedimento. Um volume de 10 L da solu!"o de extrato na faixa de 200 a

1.000 g.mL™* foi adicionado a uma al€quota de 10 L da solu!"o padr'o de Fe e

a
mistura reservada. Ap*s 10 minutos, um volume de <80 L de tamp"o acetato
pH = 9,7 foi adicionado e a mistura homogeneizada. A absorb&ncia em 708,8 nm foi

mensurada ap*s uma hora.

Os resultados expressos em ABSyosg foram comparados com a m%dia dos
brancos e com os limites de detec!"o e quantifica!” o, tamb%m expressos em

unidades de absorb&ncia.



9.4.4 Efeito de >ons

A maioria dos elementos essenciais absorvidos do meio externo pelas
plantas est5 na forma i4nica (tabela ?). ...ons comaitrato (NO3), fosfato (POg”) e

sulfato (SOg¢?) s"o absorvidos, ativados e usados para a s€ntese de subst&ncias

biogu€micas importantes (p. ex., glutamina, ATP e %teres de sulfato).

Tabela ?: Concentral6es de elementos essenciais con sideradas
adequadas para crescimento e manuten!"o de plantas superiores

Concentra!"o em

Elemento  S€mbolo Fr?(r)rr;?n%iiséeltzgé(:l\gel tecido seco
(mgkg’) (@)
Molibd#nio Mo MoOg* 0,1  0,00001
N€quel Ni Nf* } }
g Cobre Cu cu’, cu? 2 0,00070
2 Zinco Zn zn? 20 0,0020
§ Mangan#s  Mn Mn** 70 0,0070
g Boro B HsBO3 20 0,002
Ferro Fe Fe®, Fe* 100 0,010
Cloro Cl cr 100 0,010
Enxofre S SO¢” 1.000 0,1
F*sforo P H,PO4, HPOg”  2.000 0,2
@ Magn%sio Mg Mg* 2.000 0,2
§ Cslcio  Ca Ca?' 7.000 07
S Ppotsssio K K* 10000 1,0
% Nitrog#nio N NOs", NHo" 17.000 1,7
= Oxig#nio O Oy, H,0, CO,  970.000 97
Carbono C CO; 970.000 97
Hidrog#nio H H,O ?0.000 ?

Fontes: BONNER, 1<>?; SALISBUR,, 1<<2.

(1) As formas mais comuns est"o em negrito.
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A concentral’o de alguns desses €ons nos tecidos vegetais pode variar
entre 1 e 10 mM (BONNER, 1<>?): para solu!6es de extratos vegetais a 10 g.mL™,
a concentra!"o pode ser estimada em torno de alguma s centenas de nanogramas

por mililitro de solu!"o.

Segundo Ohlweiler (1<?8), para a quantifical"o de 2 g.mL™ de Fe** com
1,10-fenantrolina, s"o admiss€veis at% 10 g.mL* para a maioria dos metais
interferentes em certas condi!6es de pH; &nions como sulfato, cloreto, pirofosfato,
fosfato, oxalato e tartarato s"o tolerados em conce ntra!6es de 20 a 700 g.mL™.
Comparando esses valores com 0s poss€veis de seremencontrados em solul6es
dilu€das de extratos vegetais, teoricamente, % garatida a aus#ncia de interfer#ncia

por €ons de origem biol*gica.

Por causa das modificalées no m%todo original de quantifica!"o de Fe ?*
usando 1,10-fenantrolina, a influ#ncia dos €ons apesentados na tabela > foi

verificada para as seguintes condil6es:

Coordena!"o de €ons met5licos com 1,10-fenantrolina. Preparo: 10 L da
solu!"o contendo o €on met5lico, 1>0 L de 5gua e 820 L de 1,10-

fenantrolina 0,27@;

Influ#tncia de €ons em solu'6es contendo Fe** (10,0 g.mL™*) e 1,10-
fenantrolina. Preparo: 10 L de solu!"o padr'o de Fe * 1.000 g.mL? 10 L
da solu!"o contendo o €on, 1?0 L de 5gua e 820 L de 1,10-fenantrolina

0,27@;
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Influ#tncia de €ons em solul6es contendo Fe* (10,0 g.mL™) e 1,10-
fenantrolina. Preparo: 10 L de solu!"o padr'o de Fe 3 1.000 g.mL™, 170 L
de hidroxilamina 10@, 10 L da solu!"o contendo o €on, 10 L da solu!"o

contendo o €on e 820 L de 1,10-fenantrolina 0,27@;

Solul"o de refer#incia contendo Fe * (10,0 g.mL™%) e 1,10-fenantrolina.
Preparo: 10 L de solu!"o padr'o de Fe **1.000 g.mL™, 1>0 L de 5gua e

820 L de 1,10-fenantrolina 0,27@;

Solu!"o de refer#ncia contendo Fe ** (10,0 g.mL™) e 1,10-fenantrolina.
Preparo: 10 L de solu!"o padr'o de Fe *1.000 g.mL™, 10 L de 5gua, 1?0

L de hidroxilamina 10@ e 820 L de 1,10-fenantrolina 0,27@.

Tabela >: Concentral"o das solu!6es i4nicas

Concentral"o

...oNns (mg.mLY)
Co?", Cu?*, Ni**, Mn*, Sn**, Zn** 2,00 10%
Mg** 9,00
= ca® 1,00 10"
& Na* 1,11 10
K* 2,00 10!
NHq" 3,00 " 10*
PO 9,01
g S0 1,78 " 10*
5 cr 1,81° 10!

NO3 3,00 10!
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As absorb&ncias das solu!6es, feitas em triplicatas, foram mensuradas em
708,8 nm ap*s 17 minutos da adi'"o de 1,10-fenantro lina 0,27@. Para €ons
interferentes, o valor mb5ximo tolerado foi determinado por repeti!"o do
procedimento usando solu!6es dilu€das por um fator de 0,7 at% o ponto em que n"o

houvesse interfer#ncia.
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RESULTADOS E DISCUSS$0O

Os dados obtidos foram reunidos no ap#ndice C na forma de tabelas para
um melhor acompanhamento dos resultados. Durante toda a exposi"o dos

2* na aus#ncia de 1,10-fenantrolina,

resultados e discuss"o, os €ons Fe*" e Fe
receberam notal'o de €ons livres, deixando de mencionar os complexos
hexaquoferro(lll) = [Fe(H,0):]*" + e hexaquoferro(ll) +[Fe(H,0)-]** +, os complexos
com os &nions CI, SO e Hs;C-COO', inerentes ao m%todo, bem como, os
complexos com poss€veis ligantes contidos no extrab vegetal. Essa simplifica!"o %
justificada pela estabilidade alta dos complexos FeGfenantrolina, que causa a

substitui!"o dos ligantes mencionados, com exce!"o de ligantes mais fortes que a

1,10-fenantrolina, como, por exemplo, cianeto.

1 ESPECTROS DE ABSOR#$0 DO SISTEMA FERROG6FENANTROLI NA

Os espectros de absor!"o obtidos est"o apresentados na figura 2. A solu!"o
de Fe?" n"o absorve na faixa do vis€vel, enquanto que a solu!"o de Fe 3, com
colora!"o amarelo-p5lido, apresentou uma absor!"o r esidual na faixa de 370-927
nm. A solu!"o de Fe ** com 1,10-fenantrolina apresentou uma intensa absor!"o em
torno de 370 nm, diminuindo exponencialmente com o aumento do comprimento de
onda. Para a solu!"o de Fe ** com 1,10-fenantrolina, a absor!"o m5xima ( msx) foi

em 708,8 nm, n"o havendo absor!"o significativa das outras solu!6es nesse
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comprimento de onda. Existe, em torno de 3<3 nm, um ponto isob%stico (ponto em
que subst&ncias diferentes t#m a mesma absor!"o em um dado comprimento de

onda) que pode ser usado para quantificar uma mistura contendo €ons F€* e Fe**.

1,2
----- Fe(lll) sem 1,10-fenantrolina
- — —Fe(lll) com 1,10-fenantrolina

Lol Fe(ll) com 1,10-fenantrolina

0.8 - [Fe®]=[Fe*] =5 pg.mL"

0,6 4

Absorbancia

0,4 -

508,8 nm

0,2 1

VY S - S —
350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Comprimento de onda (nm)

3

Figura 2: Espectros de absor!"o das solu!6es de Fe **, e dos complexos de Fe* e

Fe?* com 1,10-fenantrolina.

A forma!"o de complexos envolvendo ferro e 1,10-fen antrolina depende das
condi'6es reacionais, principalmente do estado de oxida!"o dos €ons ferro. Na
propor!"o Fe ?*:fen de 1:3 o equil€brio favorece grandemente a foma!"o do
complexo vermelho-alaranjado [Fe(fen)s)]?*, chamado tris-(1,10-fenantrolina)ferro(ll)
ou comumente ferro€na (kq 10%%). A colora!"o desse complexo % independente da
acidez na faixa de pH 2 a < e o sistema corado % es5vel durante meses; em pH
abaixo de 2, a colora!"o % t#nue e se desenvolve lentamente, devido ¢ protona!"o
do ligante 1,10-fenantrolina. O complexo an5logo tris-(1,10-fenantrolina)ferro(lll),

[Fe(fen)s)]**, de coloral"o azul, n"o pode ser obtido pela rea!" o direta entre Fe** e
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1,10-fenantrolina, mas, por exemplo, pela oxida!"o do complexo [Fe(fen)s)]*" com
5cido n€trico. Da rea!"o direta entre Fe>* e 1,10-fenantrolina resultam complexos
binucleares com O ( -oxo) como ligante em ponte. A composi!"o dessas es pY%cies
depende das condi'6es da solu!"o (propor!"o Fe 3":fen, forla i4nica, pH).

+

Solu!"o aquosa de Fe * com excesso de 1,10-fenantrolina produz o complexo
castanho-amarelado  [(H,O)(fen),FeOFe(fen),(H,0)]*", -0Xx0-bis[aquobis(1,10-
fenantrolina)ferro(lll)]. Esse complexo binuclear pode ser reduzido a

[(H.O)(fen),FeOFe(fen),(H-0)]**, que se dissocia para formar a esp%cie mais est5ve

[Fe(Fen)s)]”* (HARRIS, 1<<<; OHLWEILER, 1<?8; WALCZAK, 1<<8).

...ons F& (3d”) e Fe*" (3d"), geralmente formam complexos com estrutura
octa%drica. Pela teoria do campo cristalino (TCC),os orbitais d degenerados do €on
isolado s"o desdobrados em dois grupos de orbitais d no momento da aproxima!'o

dos ligantes em configura!"o octa%drica (figura 3): eq (dXZ.yZ e dzz) e tog (dyy, dyz €

dy;). Ligantes de campo forte como 1,10-fenantrolina provocam um intenso
desdobramento (medido como ,) e, conseq,entemente, um emparelhamento de
el%trons resultando em configura!"o de spin baixo. Em complexos d’ de spin baixo
as transilées d-d s"o @permitidas® (maior probabilidade de ocorr#ncia) e essas
subst&ncias s"o fortemente coloridas. A intensa colora!"o do complexo [Fe(fen) 3)]*
s* pode ser explicada pela teoria do campo ligante (TCL), que sup6e a intera!"o dos
orbitais d do metal com os orbitais do ligante. Neste caso, as transi'6es eletr4nicas
envolvidas resultam da transfer#ncia de el%trons doFe®* para os orbitais p do ligante

1,10-fenantrolina (BASOLO, 1<?>; LEE, 1<80; OR_EL, 1<>0).
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Energia
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Ay grande

Nivel energético médio

M k———=———"-+

044,

lon metalico em fon metalico em
campo esférico campo octaédrico

Figura 3: Diagrama dos n€veis energ%iticos dos orbitis d em campo octa%drico para
configura!"o d ’ de spin baixo.

Portanto, em solu!6es aquosas contendo Fe ", Fe®* e excesso de 1,10-
fenantrolina, as esp%cies predominantes s"o os complexos [Fe(fen)s)]** com intensa

absorb&ncia em 708,8 nm e [(H,O)(fen),FeOFe(fen),(H,0)]**.

2 FAIXAS LINEAR E DE TRABALHO NA QUANTIFICA#$0O DE F  e*

Os resultados dos procedimentos descritos nas sel6es ?.2 e ?.3 da
Metodologia est"o apresentados nos diagramas de dis pers”o das figuras 9 e 7,
respectivamente. A anblise de covari&ncia (ANCOVA) para as determinal6es
independentes do procedimento ?.3 indicou que os coeficientes angulares e lineares
das retas ajustadas provieram da mesma popula!"o, o u seja, existe homogeneidade
dos coeficientes angulares (p = 0,><9?) e lineares (p = 0,<8>2). Por esse motivo, 0s

dados foram tratados como uma enica amostra (figura 7).
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Figura 7: Regress'o linear da rela!"o entre a absor b&ncia do complexo e a
concentra!"o de Fe ?* na faixade 0+ 10 g.mL™
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A faixa linear foi estimada visualmente entre 0,2 e 10,0 g.mL™ (figura 9).

Com rela!"o s caracter€sticas dos pontos na faixa considerada, a dispers"o dos

mesmos (figura 7) nos mostra uma associa!"o positiv a (dire!"0), um aspecto

aparentemente linear (forma) e uma intensa rela!"o entre as variSveis (forla). Essa

afirma!"o pode ser quantificada pelos resultados da

regress"o linear (tabela 8).

Cerca de <<, <@ da varia!"o de absorb&ncia do complexo foi explicada pela

regress"o linear, como mostra o valor de R 2. A varia!"o de absorb&ncia por unidade

de concentral"o de Fe > em g.mL™ foi de 0,1<9.

Tabela 8: Dados da regress"o linear e an5lise de va ri&ncia da rela!"o absorb&ncia
do complexo versus concentra!"o de Fe " no intervalo de 0,0 + 10,0 g.mL-1.

Regress(olinear? Y @ A7BJ X

Par&metro Valor Erro Lalculado P(tear. T [tianl)
A 0,01999 0,0022< ?,2<87 ¥ 0.0001
B 0,1<91> 0,00098 903,30<8< ¥ 0.0001
R R? R? ajustado Errrzgrzzc;zﬁjoda N
0,<<<>2 0,<<<99 0,<<<93 0,012>< <3
Tabela ANOVA
ltem _raus de Soma dos M%dig Feaicuado
liberdade quadrados guadr5tica
Modelo 1 2?,71119 2?,71119 172778,879<3
Res€duo <1 0,0198< 1,23?01 "~ 10°
Total <2 2?,72?03

P(Fca. T Fab) 3 0.0001
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A anblise de vari&ncia (ANOVA) da regress"o para o intervalo em quest'o
forneceu um valor de F igual a 1?2.?7<, mesmo com um padr'o curvil€neo da
dispers"o dos res€duos (figura ?). Isso significa que a variabilidade dos res€duos
mostrou-se muito menor que a variabilidade da resposta e, assim, a reta ajustada
pode ser usada para descrever a rela!"o entre a abs orb&ncia do complexo e a

+

concentral"o de Fe #*. N"o existem devidas de que uma regress"o polinomi al
forneceria a melhor curva ajustada, mas a regress"o linear foi adotada pela sua

simplicidade operacional.

0,03 4
°
° . o
0,02 - T e o o
e .0 ® o
0,01 ‘e “ '
s - ] e © o
[} [ ] PY o ... L L [ ]
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°
[ ] ®
-0,03 H
°
0,04 . . . . . . . . . .
0 2 4 6 8 10

Concentragao de Fe” em pg.mL'1

Figura l?: Dispers"o dos res€duos para regress'o linear na faixa de 0,0 £ 10,0
g.mL™.

A forma da dispers"o dos res€duos pode ser causada pela limital"o da
t%cnica espectrom%itrica. Em absorb&ncias baixas, got#ncia radiante que atravessa
a amostra % similar a pot#ncia que atravessa a refe#ncia e, conseg,entemente, a
incerteza relativa % maior. Em absorb&ncias altaspouca radia!"o alcan'!a o detector

e a raz"o ru€do-sinal aumenta. Por esse motivo, para determinal!6es anal€ticas, as
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medidas espectrofotom%tricas s"o mais confiSveis para absorb&ncias na faixa de 0,9

a 0,< unidades (OHLWEILER, 1<?8; HARRIS, 1<<<).

O uso da equa!"o da reta ajustada no intervalo de 0 ,0 a 10,0 g.mL™ para
absorb&ncias menores que 0,9 resultaria em erros relativos superiores a 7@ na
determinal’o da concentral'o de Fe 2*. Nesses casos, devem ser usados 0s

par&metros da regress"o linear para o intervalo de 0,0 a 7,7 g.mL™ (tabela <).

Tabela <: Dados da regress"o linear e an5lise de vari&ncia da rela!"o absorb&ncia
do complexo versus concentra!"o de Fe ?* no intervalo de 0,0 + 7,7 g.mL™.

Regress(olinear? Y @ A7BJ X

Par&metro Valor Erro Lealculado P(tear. T [tianl)
A 0,002?73 0,00133 1,<8211 0,0717>
B 0,1<<>9 0,00093 973,08>71 ¥ 0.0001
R R? R? ajustado Errrzgrzzc;zﬁjoda N
0,<<<89 0,<<<?< 0,<<<?8 0,00?717? ?<
Tabela ANOVA
ltem _raus de Soma dos M%dig Feaicuado
liberdade quadrados guadr5tica
Modelo 1 8,1288< 8,1288< 219970,137>8
Res€duo ?> 0,00279 3,><07>" 10"
Total ?8 8,13193

P(Fca. T Fab) 3 0.0001
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O coeficiente de absortividade molar ( ) do complexo [Fe(Fen)s]** em max =
708,8 nm pode ser estimado como sendo o coeficiente angular da rela!"o entre a
absorb&ncia em 708,8 nm e a concentra!"o do complex o em mol.L™. Considerando
que 1 mol de Fe** corresponde a 1 mol do complexo, o valor encontrado para 7oss
foi de (1,089 + 0,003) ~ 10° L.mol*.cm™. A concentral"o de Fe ** em mol.L™ pode
ser estimada usando a rela!"o C = ABSG( 708 ~ b), onde b % o comprimento do
caminho *tico e ABS % a absorv&ncia corrigida (absav&ncia da amostra *

absorv&ncia do branco).

Por se tratar de uma proposta de m%todo para quantiicar analitos n"o
espec€ficos, a infer#ncia para a regress'o tornar-se-ia um excesso estat€stico
desnecessb5rio. Se n"o fosse o caso, a faixa de conc entra!"o deveria ser alterada
para que a vari&ncia da resposta em torno da reta gustada fosse a mesma em
qualquer ponto. Essa propriedade, conhecida como homoscedasticidade, % uma das
necessbrias para a aplica!"o da infer#ncia para reg ress"o (BARROS NETO, 2002;

MOORE, 2000).

Assim, a regress"o linear por m€nimos quadrados pode ser seguramente
usada para descrever a relal"o entre a absorb&ncia do complexo [Fe(fen)s)]*" e a

concentral"o de €ons Fe?* nas seguintes condil6es:

Absorb&ncia entre 0,0 e 1,1: ABS = 0,002 + 0,1<<>" [Fe®'] (Eq. 2)

Absorb&ncia entre 0,0 e 2,0: ABS = 0,019+ 0,1<92 "~ [Fe*'] (Eq. 3)
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3 REDU#$0 DE !ONS Fe ¥ POR SUBST<NCIAS ORG<NICAS

As estruturas qu€micas das subst&ncias testadas esto apresentadas na
figura >. Os dados obtidos dos procedimentos descritos nas selées >.1 e >.2 da
Metodologia est"o apresentados nas figuras 10, 11 e 12, onde as concentral6es de

Fe?* foram estimadas com o uso das equal'6es (2) e (3).

HO HO
OH HO OH
HO OH
Hidroquinona
Catecol Pirogalol
OH OCH,4 OCH,
+
HaC BHT HO BHA
HaC
HO o
/ OH
HaC 0 CH; OH g
CH, Trolox e
Quercetina OH
HO
= (@]
2 @]
HO —0
HS OH
HO OH s
7 = Cisteina
Acido ascoérbico

Glutationa

Figura >: Estruturas qu€micas das subst&ncias org&itas usadas como redutores de
€ons Fe*.
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—8— Trolox (13,8 ug.mL™)
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Figura 8: Redu!"o de €ons Fe>"

por subst&ncias org&nicas em fun!"o do tempo em

duas etapas: a) na aus#ncia de 1,10-fenantrolina durante os primeiros 10 minutos; b)
na presenla de 1,10-fenantrolina durante os 70 minu tos restantes.
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Figura <: Redu!"o de €ons Fe>" por subst&ncias org&nicas em fun!"o do tempo na

presen!a de 1,10-fenantrolina: (a) durante os prime iros 10 minutos; b) durante os 70
minutos restantes.
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Figura 10: Redu!"o de Fe *" em fun!"o da concentra!"o de redutor.

+

As real6es de oxi-redu!"o entre €ons Fe ** e as subst&ncias testadas na
aus#ncia de 1,10-fenantrolina (figura 8a) foram conduzidas em meio 5cido (HCI
0,7@), uma vez que a solu!"o padr'o de Fe 3 cont%m HCl 1@ e a dilui""o dos

reagentes foi de 1:1. Essa caracter€stica pode contibuir favoravelmente para as

real6es de oxi-redu!"o dependentes de €ons H ™.

As subst&ncias glutationa e BHT n"o apresentaram significativa capacidade
para reduzir €ons F€* na aus#ncia de 1,10-fenantrolina. Pode-se dizer que os
obst5culos < transfer#ncia de el%trons envolvendo complexos met5licos est'o
relacionados, em parte, com a possibilidade de acesso e energia de ativa!"o. As
real6es de oxi-redu!"o envolvendo complexos met5lic os em solu!"o ocorrer'o
somente quando os reagentes estiverem em contato estereoqu€mico adequado, por

coordena!"o direta ou atrav%s de sistema conjugado. Al%m disso, as real6es n"o
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devem produzir grande varia!"o na esfera de coorden a!"o do metal (BASOLO,
1<?>; OR_EL, 1<>0). Portanto, a hidroxila fen*lica do BHT n"o se coordenaria com
0 metal por conta do impedimento est%rico dos grupa terc-but€licos (figura >), e
assim, a transfer#ncia de el%trons torna-se praticanente improvbvel. No caso da
glutationa, existem vb5rios pontos de coordena!"o co m estrutura semelhante ao
ligante etilenodiamina, os quais coordenar-se-iam com os €ons F€*, desfavorecendo

o contato direto entre os €ons F€* e o grupo redutor sulfidrila (+SH).

As real6es com as demais subst&ncias apresentaram conversé6es entre 7,<
e 1,1 g de Fe* no primeiro minuto e, rapidamente, alcan'aram o limite de
0,1 g.min™ durante o tempo restante. Para as rea!6es com BHA e ciste€na, a taxa
de convers"o limite foi alcan!lada ap*s 7 minutos. A s misturas reacionais contendo
Fe® e as subst&ncias catecol, pirogalol, quercetina, e ciste€na apresentaram
colora!"o e desprendimento de calor. Esse fato refo rla o argumento de que a

transfer#ncia de el%trons % facilitada quando o regente coordena o €on met5lico.

A adil"o de 1,10-fenantrolina ap*s 10 minutos de re a!"o entre €ons Fe® e
redutor (figura 8b) n"o alterou a quantidade de €ons Fe?" para as subst&ncias Trolox,
5cido asc*rbico e hidroquinona nos 70 minutos restantes. Ou seja, essas realées
s"o r5pidas e completas na presenla de €ons Fe®'. Para as outras subst&ncias,
houve um aumento na taxa de convers'o entre 0,3 e 0,< g.min™* e, ap*s 70
minutos, as mesmas apresentaram valores entre 0,1 e 0,? g.min*. Os extratos 7L e
?P tiveram resultados diferentes na primeira etapa, mas ao final da rea!"o, a
quantidade de Fe?* produzida foi semelhante. Nesses casos, a presenla de 1,10-

fenantrolina contribui para a redu!"o de Fe **, at% mesmo para as subst&ncias BHT e
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glutationa. Uma poss€vel explical’o seria 0 uso do sistema conjugado do ligante

1,10-fenantrolina como intermediador na transfer#ncia de el%trons.

Uma outra alternativa seria 0 mecanismo proposto por Bhattacharyya (200>)
para explicar a oxidal"o do 5cido asc*rbico pelo co mplexo binuclear
[(H.O)(fen),FeOFe(fen),(H-0)]*" (figura 11). Nessa proposta, o 5cido asc*rbico
substitui uma mol%cula de 5gua da primeira esfera & coordena!"o de um dos
necleos met5licos. Em seguida, outra mol%cula do redutor % oxidada pelo Fe(lll) n"o
substitu€do, usando um grupo ligante como ponte paa a transfer#ncia de el%trons.
Por fim, o 5cido asc*rbico ligado ao Fe*" % oxidado e o complexo % decomposto.
Segundo Bhattacharyya, os complexos binucleares de ferro com o grupo ponte O%
t#m recebido aten!"o da 5rea bioinorg&nica por serv irem de modelos para sistemas
biol*gicos como hemeritrinas (prote€nas de transporte de oxig#nio em organismos
marinhos), metil-monoxigenases (hidroxila!"o de alc anos) e ribonucleot€deo

redutases (s€ntese de DNA).

il 4+

Ki
Fe'~o-Fell*" + HA" =—= [Te'ﬂ o- FelP®*

HA

k. s H
Fe'h0-Fe'[* + HA — > :fw [Fe'-O-Fe""+ Ha:
HA " HA
M-AH+ + A."

H
[Fe'LO-Fe'T" > 2Fe" + HA" + Hy0
HA

oA 2 oA + A

Figura 11: Estrutura do complexo binuclear -oxo-bislaquobis(1,10-fenantrolina)
ferro(lll)] e proposta de mecanismo para oxida!"o d e 5cido asc*rbico (HA).
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O resultado da rea!"o de oxi-redu!"o conduzida inic ialmente na presenla
de 1,10-fenantrolina (figura <) difere do obtido na rea!"o em duas etapas para
algumas subst&ncias. A forma!"o de Fe ?* nas diferentes condi!6es reacionais para
os tempos de 10 e ?0 minutos est"o apresentados na figura 19. A oxida!"o do 5cido
asc*rbico n"o foi influenciada pelas condil6es test adas. No caso das subst&ncias
hidroquinona e BHA, a oxida!"o foi mais r5pida na a us#ncia de 1,10-fenantrolina
nos 10 primeiros minutos. Por%m, a quantidade de €os Fe?* em 20 minutos de
real"o foi apenas 2@ maior que da rea!"o em etapa ¢ nica. Trolox, ciste€na e 0s
extratos 7L e ?P reduziram mais €ons F€" nas condil6es da real"o em duas
etapas. Por outro lado, as subst&ncias pirogalol, BHT, glutationa e quercetina
reduziram mais €ons F€* quando o mesmo se encontrou coordenado com o ligante

1,10-fenantrolina.

A redul"o de Fe ** em fun!"o da concentral"o de redutor (figura 10),
usando o procedimento em duas etapas, apresentou tr#s grupos de subst&ncias: (1)
subst&ncias que em pequena concentra!"o reduzem uma quantidade grande de
€ons F€*, por exemplo, pirogalol, catecol, quercetina e hidroquinona; (2) subst&ncia
que, em concentral6es altas, reduzem quantidades pe quenas de Fe®*', como por

exemplo, o BHT; (3) subst&ncias com raz"o [Fe?*]G[redutor] entre 0,7 e 1,0.
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A tabela 10 resume os par&metros da reta ajustada na faixa linear de cada
subst&ncia. Os valores de R? indicam que as regressé6es lineares descrevem cerca
de <<@ dos casos para cada faixa determinada. Os cceficientes lineares em torno
de 0,2 g de Fe?" d"o uma perspectiva do limite de detec!"o do m%tod o proposto, o
qual est5 discutido com detalhes mais adiante (se!" o 9). Pirogalol, catecol,
quercetina e ciste€na apresentaram capacidade redubra elevada em estreita faixa
de concentral"o. Em contraste, 0 BHT % quase inerte « oxida!"o por Fe 3 nas
condi'6es testadas (0,0? g de Fe? produzido por 1 g de redutor). $ provsvel que
o impedimento espacial da hidroxila fen*lica pelos grupos terc-but€licos diminua a

probabilidade de intera!"o com o €on met5lico. As d emais subst&ncias apresentaram

razo5vel capacidade redutora em amplas faixas de concentra!"o.

Tabela 10: Par&metros da regress"o linear entre concentral!"o
de Fe?* e concentra!"o de redutor

Concentra!"o Coef. Angular Coef. Linear

Reduor T (gmlY (grer Olesu)  ( gre) v
Pirogalol 0,09+£0,?71 3,72 0,1? 0,<<88< 7
Catecol 0,08 + 1,27 2,82 0,21 0,<<<>? 7
Yuercetina 0,08 + 1,32 1,81 0,1? 0,<<<>3 7
Ciste€na 0,08 + 0,79 1,91 0,23 0,<<2<0 9
Hidroquinona 0,2+7,3 0,<<< 0,1? O,<<<8? ?
Extrato 7L 0,2+27 0,>37 0,1? 0,<<<97 7
BHA 0,3+8,1 0,799 0,173 0,<<<<9 ?
‘cido asc*rbico 0,3+ 10,3 0,?72? 0,1>0 0,<<<<> ?
_lutationa 0,2+1,71 0,78 0,21 0,<<>1? 9
Trolox 0,3+ 1<,< 0,3<8 0,23 0,<<<?> >
Extrato ?P 0>+111 0,2< 0,3< 0,<<?32 7

BHT 1<+2<< 0,07< 0,08 O<<<2> 9
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Multiplicando os coeficientes angulares da tabela 10 por MMiequiorGMMe

obt#m-se a raz"o molar da rea!"o (tabela 11), onde MMieguior € MMEge S"0 as massas

molares do redutor e do Fe, respectivamente.

Tabela 11: Raz"o molar para a rea!"o em duas etapas em
determinada faixa de concentral!"o do redutor

Concentral"o

Redutor ( gmLY Nre G Radutor
BHT 1<+2<< 0,2
Trolox 0,3 1<,< 1,8
Hidroquinona 0,2+7,3 2,0
BHA 0,3+8,1 2,1

‘cido asc*rbico 0,3+10,3 2,1

Ciste€na 0,08 £ 0,79 3,1
_lutationa 0,2+1,71 3,2
Catecol 0,08 + 1,27 7,?
Pirogalol 0,09 £ 0,71 8,2
Yuercetina 0,08 + 1,32 10,<

Na condi!"o de equil€brio essa raz"o expressa a est equiometria da rea!"o,

em caso contr5rio, apenas a quantidade Fe** formada na presenla de uma

determinada quantidade de redutor em um tempo t de rea!"o. De acordo com 0s

resultados apresentados na figura 8b, apenas as real6es com hidroquinona, 5cido

asc*rbico, BHA e Trolox atingiram a condi'"o de equ il€brio no intervalo de ?0
minutos. As raz6es molares para essas real6es foram de aproximadamente 2 moles
de Fe*" formado por 1 mol de redutor, concordando com os valores te*ricos. Os
valores esperados para ciste€na e glutationa seriamde 1 mol de Fe?* formado por 1

mol de redutor. Os valores em torno de 3 indicam oxida!"o al%m do grupo sulfidrila
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(xSH), talvez do grupo amino, semelhante ao que ocorre com amino5cidos na
presen'!a de 5cido nitroso (CONN, 1<80; ROBERTS, 1<>>). Os valores das raz6es
molares para as real6es com pirogalol, catecol e quercetina indicam graus de
oxida!"o elevados. Essas subst&ncias t#m, em comum, hidroxilas fen*licas em
configura!"o orto e meta, o que permitiria a forma!"o de semiquinonas radic alares e
posterior dimeriza!"o (figura 13). Os d€meros formados poderiam ser oxidados para

formar sistemas conjugados (ROBERTS, 1<>>).

(o} 0 o} o}
OH Oxidagéo OH OH OH OH
\
H*, e

&

2 Oxidagao 0

———

3

H*, e

ot

HO He
H Oxidacéo
OH O]
P i WV LB W ST
’ H \v
OH OH

R

2H*, 2e-

Figura 13: Oxida!"o e dimeriza!"o de fen*is.

De um modo geral, a rea!"o conduzida em duas etapas (10 minutos de

+

oxida!"o com Fe * + 70 minutos de oxida!"o na presenla de 1,10-fenan trolina)
mostrou-se adequada para a maioria das subst&ncias testadas. A primeira etapa
envolve o contato direto entre a subst&ncia org&nia@ e o €on F€*, enquanto que na
segunda etapa o contato pode ser direto, pela substitui'"o do ligante aquo do

complexo binuclear, eGou indireto, com o ligante 110-fenantrolina como intermedi5rio

na transfer#ncia de el%trons. Apenas hidroquinona, Trolox e 5cido asc*rbico
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reagiram completamente, indicando rea!"o de oxi-red u!"o r5pida. A condi!"o de

equil€brio para as outras subst&ncias, incluindo osextratos, pode ser obtida em
menor tempo com a diminui!"o da concentra!"o do red utor. Um maior tempo de
oxida!'o na presenla de 1,10-fenantrolina tamb%m po de ser adotado, mas a

quantifica!"o ser5 mais demorada.

4 LIMITES DE DETEC#$0O E DE QUANTIFICA#3$0

O limite de detec!"o de um analito pode ser quimica mente definido como a
concentra!”o que produz um sinal instrumental signi ficativamente diferente do

branco ou linha de base. Esse limite % calculado usndo a seguinte equa!"o:

L.D. = (concentra!"o m%dia dos brancos) + 3~ (desvio padr'o) (Eq. 9)

O limite de quantifica!"o % definido como a menor concentra!"o do analito
gue pode ser determinado com aceitSvel precis'o e e xatid"o, e numericamente

representado por:

L.Y. = (concentra!"o m%dia dos brancos) + 10 * (desvio padr'o) (Eq. 7)

Um outro termo usado % o limite de decis"o, que pode ser definido como a
concentra!"o do analito em que concentra!l6es menore s pertencem a distribui!"o

normal do valor do branco com probabilidade . Esse limite pode ser calculado por:

Ld.=x+z"s (Eq. ?)
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onde z % o valor da concentra!”o do branco padronizado com probabilidade
(obtido de uma tabela de probabilidades normais padronizadas), x % a concentra!"o

m%dia dos brancos e s % o desvio padr"o.

Para estabelecer os limites de detec!"o e quantific al"o foram usados 71
brancos independentes preparados durante o processo de valida!"o. As
concentral!6es de Fe ?* foram estimadas com o uso da equa!"o (2) e os dado s est"o

resumidos na figura 19.

M%dia e desvio padr'o das absorv&ncias = 0,032 " 0,003 (n=71)
Concentra!"o m%dia de Fe* = 0,17 g.mL*
Desvio padr'o estimado = 0,02 g.mL™ (n = 71)
Limite de decis"o (L.d.) = 0,1> g.mLY( =0<7 z=1,797)
Limite de detec!"o (L.D.) =0,20 g.mL™
Limite de quantifica!"o (L.Y.)=0,31 g.mL*

30

25 1

20

limite de decisao

15 +

10 +

Numero de brancos

limite de quantificagédo

média dos brancos
limite de detecgéo

— — ———— T T — T
0,08 0,12 0,16 0,20 0,24 0,28 0,32 0,36

Concentracéo de Fe* em pg.mL'1
Figura 19: Limites de detec!"o e quantifical’o do m %todo expressos em unidades

de concentra!"o de Fe **. As curvas A, B e C s"o curvas de distribui"o nor mal. A
5rea preenchida mais densa equivale a <,0@ e a mencs densa equivale a 7@.
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Para facilitar a refer#ncia « distribui!6es normais com m%dia e desvio
padr'o , estas foram denotadas abreviadamente por N( ; ). A curva A % a
distribui!"o normal da concentra!"o dos brancos N(0 ,19<;0,01?). O limite de
decis"o (L.d.) calculado para = 0,<7 % de 0,1> g.mL™. Isso significa que uma
concentra!"o menor que L.d. faz parte da distribui! "o normal do branco com
probabilidade de <7@. A curva B % a distribui!"o normal N(0,1<?;0,017?) do limite de
detec!"o (L.D.). A 5Srea sob a curva B ¢ esquerda de L.d. indica que somente <,0@
das observal6es do limite de detec!"o s"o significa tivamente iguais ao branco.
Como o valor de L.D. = 0,1<? g.mL™ praticamente n"o corta a curva A, este % uma
boa estimativa da menor concentra!"o de Fe ?* detectada nas condil6es do m%todo.
Distribui!6es normais com m%dia menor que o limite de quantifica!"o (L.Y.) e desvio
padr'o 0,017 g.mL™* apresentam intercessées com as curvas B e A, sendo
L.Y. = 0,30> g.mL™ uma boa estimativa para a menor concentra!"o de Fe ** que

pode ser quantificada nas condi'6es do m%todo proposto.

5 PRECIS$O E EXATID$O

A precis"o de reprodutibilidade para o m%todo proposto considerou a
variabilidade desde a pesagem dos extratos at% a quantifica!"o de Fe ?* (tabela 12).
As concentral6es dos extratos est"o na forma de int ervalos por causa da varia!"o

na massa medida de cada amostra.

Aparentemente, n"o existe rela!'o entre a reproduti bilidade e a
concentral"o dos extratos testados. Sendo assim, a reprodutibilidade expressa
como desvio padr'o relativo ou coeficiente de varia!"o (CV) variou entre 0,7@ a

9,<@. Analisando o quociente [Fe*]G[Redutor] em fun!"o da concentra!"o, observa-



se gque as solulées em menor concentra!"o apresentar am maior capacidade

redutora.
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Tabela 12: Reprodutibilidade do m%todo para diferertes concentra!6es de extrato

[Fe**]|G[Redutor]

Extrato Concentra!"o 1 CV (@) N
( Oreq)- 9 redutor)
1,<<"70,09 0,7370,01 2,3 3
2,<<"0,0? 0,707 0,02 3,1 3
7L 3,<870,08 0,78 70,02 3,< 3
9,<870,11 0,7? 70,01 2,9 3
<,<?70,21 0,9< 70,01 2,0 3
2,10 0,09 0,39 70,02 9,< 2
3,17°0,0? 0,3270,01 2,< 2
?P 9,207 0,08 0,309 " 0,001 0,7 2
7,2? 70,11 0,2<0 " 0,003 1,0 2
10,77 0,2 0,273 " 0,002 1,0 2

Nota: os intervalos est"o representados na forma (m %dia ~ desvio padr"o)

A avalia!"o da precis"o de repetibilidade considero u em maior grau a
variabilidade das eltimas al€quotas do m%todo. Os esultados apresentados na tabela
13 mostram que a repetibilidade expressa como CV variou de 0,7@ a 3,3@. Esses
valores foram semelhantes < reprodutibilidade. Portanto, pode-se dizer que a
variabilidade das medidas % devida ¢ etapa final do procedimento, principalmente
das al€quotas das solu!6es de extrato. Solventes como acetona, etanol e metanol
apresentam baixa tens"o superficial, podendo, assim, causar diferenlas nos
volumes de al€quotas sucessivas. A precis'o das medidas pode ser melhorada
diminuindo, quando poss€vel, a quantidade de solverte org&nico para solubilizar o

extrato.



<

Tabela 13: Repetibilidade do m%todo para diferentesconcentral6es de extrato

Extrato Concentra!"o [Fe2+]G[Re_(iIutor}1) CV (@) N
( Oreqn)- 9 redutor)

9E >10 0,207 " 0,003 1,2 7
9l ?,<9 0,11< " 0,001 1,2 7
9J ?,>7? TLY. - 7
1,<7 0,7? 70,02 2,? 3

2,<2 0,727°0,02 3,2 3

7L 3,<0 0,70< " 0,008 1,3 3
9,8> 0,7><"0,008 1,3 3

<,>9 0,701 " 0,007 1,1 3

2,13 0,3?70,01 3,3 3

3,20 0,3370,01 2,2 3

?P 9,2? 0,30< ~ 0,007 1,7 3
7,33 0,2<? " 0,003 1,1 3

10,> 0,270 " 0,001 0,7 3

>S <,>0 0,298 " 0,007 2,0 7
8T ?,72 0,0<? " 0,002 2,2 7
8W >,30 0,088? " 0,0007? 0,? 7
8X >72 0,107 "~ 0,002 2,0 7

(1) m%dia " desvio padr'o

Por se tratar de quantifical6es da capacidade redut ora de extratos brutos,
dificilmente ser5 conhecido o valor verdadeiro de tal medida. Uma estimativa da
exatid"o do m%todo foi feita com os dados da se!"o >.2 da Metodologia para os
redutores de refer#ncia que apresentaram estequiometria definida e rea!"o
completa. Os valores dos quocientes [Fe®"|G[redutor] observados (tabela 19)

diferiram dos valores te*ricos por menos de 7@, para mais ou para menos.
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Tabela 19: Discrep&ncias do m%todo com o oxidante %"

[Fe**]G[Redutor] _ _
1 Discrep&ncia
Redutor ( 9reqn- 9 redutor) @)
te*rico Observado
‘cido asc*rbico 0,739 0,?22? -1,3
Hidroquinona 1,019 0,<<< -1,7
BHA 0,720 0,799 3,<

N"o faz sentido falar na capacidade redutora dos extratos sem relacionar
com o oxidante usado. Portanto, a capacidade redutora vai depender do potencial
eletroqu€mico do oxidante e do mecanismo reacional. O reagente DPPH- foi usado
como oxidante alternativo ao Fe** por ser amplamente utilizado na estimativa da
capacidade antioxidante em extratos vegetais (LIU, 200>; LUIS, 200?; MOL,NEUX,
2009). Os resultados apresentados na tabela 17 demonstram que o m%todo
proposto estima uma maior capacidade redutora quando comparado ao m%todo
usando DPPH-. O valor negativo estimado para o extrato 8T indica a presen'!a de
subst&ncias capazes de oxidar o reagente DPPH-. O extrato 9J foi mantido para a
confirma!"o da baixa capacidade redutora, uma vez q ue a concentra!"o de Fe 2*

medida foi menor que o L.Y.

Portanto, pode-se dizer que o m%todo proposto tem pecis"o aceitsvel, al%m
de estimativas melhores para a capacidade redutora dos extratos quando
comparadas com as estimativas obtidas pelo m%todo wwando DPPH:.. O
procedimento experimental estabelecido na se!"o 8.2 da Metodologia mostrou-se

adequado para a quantifica!"o da capacidade redutor a de extratos vegetais.
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Tabela 17: Compara!"o da capacidade redutora dos ex tratos
usando os oxidantes Fe** e DPPH-

Capacidade redutora® expressa
como concentra!"o equivalente

Extrato  Concentra!"o de 5cido asc*rbico ( g.mL™) Diferenla ®
M%todo com M%todo com
Fe®" DPPH-
9E >10 2,3370,03 2,377 0,09 0,02
9l ?,<9 1,337 0,02 0,991 " 0,00< -0,8<
9J ?,>7? 0,182 " 0,00< 0,1? 70,01 -0,02
7L 9,8> 9,707 0,0? 3,7070,01 -1,01
?P 7,33 2,797 0,03 1,70 0,0? -1,09
>S <,>0 3,8270,08 3,3170,0< -0,71
8T ?,72 0,<<"70,02 -0,0>"0,01 -1,07
8w > 30 1,013 " 0,00> 0,08 70,01 -0,<9
8X > 72 1,18 70,03 0,12°0,01 -1,0?

(1) m%dia " desvio padr'o; o nemero de amostras (N ) % o mesmo da tabela 13;
(2) m%digppy £ M%dige.

: EFEITO DA RADIA#30 UV
Com base na figura 17, pode-se dizer que radia!"o U V % respons5vel pela
foto-redu!"o do Fe ** para ambos os comprimentos de onda testados. Ap*s 80

minutos, praticamente todo o Fe*" foi reduzido « Fe #*.

Segundo Basolo (1<?>), complexos met5licos com intensa absor!"o na faixa
do UV podem ter el%trons do ligante transferidos paa o metal quando excitados. O
espectro de absor!"o da mistura contendo Fe *" e 1,10-fenantrolina, apresentado na
se!l"o 1 (figura 2), mostra uma cauda da banda de ab sor!"o na faixa do UV. Com
isso, % poss€vel que os ligantes 1,10-fenantrolinae -oxo (O%) possam estar

envolvidos na foto-redu!"o dos €on Fe*>".
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Figura 17: Efeito da radia!"o ultravioleta em solu! 6es contendo Fe** (10,0 g.mL™Y)
e 1,10-fenantrolina

O efeito da iluminal"o por I&mpadas fluorescentes foi menor, mas
significativo; ap*s 80 minutos a concentral”o de Fe ?* era o dobro da inicial e
aproximadamente igual ao L.Y. Para reduzir esse efeito, a incid#ncia direta de
iluminal"o em solul6es contendo Fe **, principalmente na presenla de 1,10-

fenantrolina, deve ser evitada quando poss€vel.

Durante todo o processo de desenvolvimento e valida!"o do m%todo
proposto, as quantifica!6es foram feitas em uma ant e-sala com separa!“o de vidro
usando a ilumina!"o da sala ao lado. A eficbcia des sa medida foi comprovada pela

const&ncia dos valores dos brancos durante o per€oa de quantifica!"o.
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; EFEITO DE SOLVENTE

As misturas contendo solvente e €ons FE'GF&" n"o apresentaram absor!"o
em 708,8 nm. Os resultados das demais solu!6es est" o apresentados nas figuras
18 e 1<. A 5gua foi usada como solvente de refer#ncia e as concentral6es de Fe **
foram estimadas com o uso da equa!"o 2 (se!"o 2). O s intervalos representam os

intervalos de confian!a de <7@ para tr#s medidas.

Para as solulées de Fe*'G1,10-fenantrolina, etanol, metanol, acetona e
DMSO n"o apresentaram efeito significativo quando c omparado com a 5gua (figura
1?). As solul6es contendo esses solventes s"o repre sentantes do branco com <7@
de confian'a, ou seja, a concentra!"o de Fe %" % menor que o limite de decis"o (L.d.

=0,1> g.mL™).

o Agua
Etanol e+
—e— Metanol
Acetona +e-

Limite de detecgéo

e+ DMF
DMSQO —e—
Etilenoglicol —@-

Limite de quantificacao

f ! T T T J T
0,08 0,12 0,16 0,20

T 1
0,24 0,28 0,32

Concentracdo de Fe® em ug.mL'1

Figura 1?: Efeito do solvente usado no preparo das amostras em solul6es contendo
Fe®* (10,0 g.mL™) e 1,10-fenantrolina. Os intervalos de confianla s "o de <7@ para
3 amostras.

Por outro lado, as solu!6es contendo DMF e etilenog licol apresentaram

2+

concentral6es de Fe <" menor que o limite de quantifica!"o (detect5vel, m as n"o
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quantific5vel). Essas concentral6es de Fe ** podem ser reais, se o Fe** for reduzido,

ou aparentes, se existir um complexo de Fe**G1,10-fenantrolinaGsolvente que absorve

em 708,8 nm.

Para as solulées de Fe?**G1,10-fenantrolina (figura 1>), o solvente DMF
mostrou um efeito maior que os demais quando comparado com 5gua. O menor
valor da concentra!"o de Fe ?* indica que o DMF compete com o ligante 1,10-

fenantrolina. Por%m, a interfer#ncia n"o % signifiativa ao n€vel de 7@ ( = 0,07).

Agua | o
: . i Etanol
Metanol! ®
[ ® 1 Acetona
DMF + e .
| . 1 DMSO
Etilenoglicol ®
( v T T T T T v T T T J T Y 1
9,75 9,80 9,85 9,90 9,95 10,00 10,05 10,10

Concentracédo de Fe”™ em pg.mL'1
Figura 1>: Efeito do solvente usado no preparo das amostras em solu!6es contendo

Fe? (10,0 g.mL™) e 1,10-fenantrolina. Os intervalos de confianla s "o de <7@ para
3 amostras.

Portanto, etanol, metanol, acetona, DMSO, DMF e etilenoglicol n"o
interferem no desempenho do m%todo nas condil6es testadas. A solubiliza!"o de
extratos vegetais com 0s solventes e posterior dilui'"o com 5gua, quando poss€vel,
% uma boa op!"o no preparo das amostras. Como mencionado na se!"o 7, uma
maior quantidade de 5gua aumentaria a tens"o superficial da solu!"o, diminuindo o

erro na retirada de al€quotas.
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9 EFEITO DE LIGANTES PRESENTES NOS EXTRATOS

A figura 18 apresenta as absorb&ncias em 708,8 nm de solu!6es contendo,
inicialmente, Fe®" (10,0 g.mL™), extrato e tamp”o acetato em pH = 9,7. Uma parte
dos €ons F€* foi reduzida pelos extratos, com exce!"o do extrat o 9J e 9l. Portanto,
as poss€veis interal6es envolveram os €ons Fé'GF&" e as subst&ncias nas formas

oxidada e reduzida contidas nos extratos.

0,07 -
____________________________ Limite de quantificagao
0,06 - A
A 0O

g 0,05 A B Extrato 4E
© v - x O Extrato 4l
R R R Limite de detecedo o Eyirato 44
L‘E’ B S T R mm oo O Extrato 5L
> a i Limite de decisé&o A Exirato 6P
.g 0,03 - o o A A Extrato 7S
o 5 7 v Extrato 8T
< 0024 v Extrato 8W
3 " < < Extrato 8X
<

0,01 - .

0,00 1 T 1 r + 1 - T 1

— T —T
10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 11,0

Concentracao de extrato em ug.mL'1

Figura 18: Efeito do extrato em solu!6es contendo, inicialmente, Fe®** (10,0 g.mL™)
e tamp"o acetato.

Comparando os resultados com os par&metros do m%tod proposto,
observa-se que a maioria das solu!6es testadas apre sentou absorb&ncias inferiores
ao limite de decis"o. Em outras palavras, tais solu !6es s"o semelhantes s solul6es

dos 2brancos® com n€vel de confianla de <7@. As sol!6es contendo os extratos ?P
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(3,02 10 gmL?), 8T (2,7 gmL?Y) e 7L (10,2 g.mL™) apresentaram absor!6es

compreendidos entre o L.D. e o L.Y.

Se essas absor!6es resultaram das interal6es entre esp%cies qu€micas
oriundas dos extratos com €ons FE'GF&", certamente, esse efeito seria minimizado,
ou anulado, na presenla de 1,10-fenantrolina por dois motivos: (1) valor alto da
constante de estabilidade do complexo [Fe(fen)s]**; (2) excesso de 1,10-fenantrolina
usado no m%todo. Essas duas propriedades associadasfavorecem a forma!"o do
complexo de interesse e, portanto, a presen'!a de li gantes nos extratos testados n"o

interferiria no m%todo proposto.

K EFEITO DE IONS

As solu!6es contendo o €on met5lico e 1,10-fenantrolina n"o apresentaram
absorb&ncia expressiva em 708,8 nm. Os maiores valores foram de 0,00? e 0,010
unidades de absorb&ncia para os €ons CG" e K*, respectivamente (ap#ndice C,

tabela C3>).

Os resultados das solulées contendo Fe®*, esp%cie i4nica e 1,10-
fenantrolina est"o apresentados na figura 1<. Os €ons Co®", Mn** e Sn*" reduzem
€ons F€* em quantidades maiores que o limite de detec!"o, s endo o maior valor
para 0 €on CJ&*. Por outro lado, €ons fosfatos a 90,1 g.mL™* coordenam €ons
Fe?*GF&", resultando em complexos com absorb&ncia maior que a absorb&ncia
correspondente ao limite de quantifical"o; tal efe ito n"o % observado a
20,1 g.mL’ As solulées com os demais €ons apresentaram absorb&ncias

semelhantes ao branco (solu!"o de refer#ncia).
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Figura 1<: Efeito de €ons em solu!6es contendo, inicialmente, Fe** (10,0 g.mL?) e
1,10-fenantrolina. Os valores no interior das barras indicam a concentra!"o do €on
em g.mL™ (IC<;@ para 3 amostras).

As quantifical6es de Fe?' na presenla dos €ons testados apresentaram
m%dias no intervalo de concentra!"o (IC<;g) da solu!"o de refer#ncia (figura 20),

com exce!"o do €on fosfato nas concentral6es de 90, 1 g.mLe 20,0 g.mL™

A concentra!"o de Fe * em torno de 10 g.mL™ foi escolhida pelo motivo j5
descrito na se!"o 2. Nessa concentral"o, o complexo [Fe(fen)s]** tem absorb&ncia
pr*xima de 2,0 unidades e a pot#ncia radiante que alcan!a o detector % baixa.

Assim, a m€nima interfer#ncia dos €ons testados saa facilmente percebida.
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Figura 20: Efeito de €ons em solul6es contendo, inicialmente, Fe** (10,0 g.mL™) e
1,10-fenantrolina. O espalo entre as linhas pontilh adas representa a concentra!"o
de refer#ncia no intervalo de confianla de <7@.

Pode-se afirmar que apenas €on fosfato % um potenal interferente em
concentral6es acima de 10 g.mL™ nas condi'6es testadas. Mas, em condi!6es
normais, a concentra!"o desses €ons na solu!"o de e xtrato % muito inferior ao

testado, e por isso, espera-se que nenhuma interfer#ncia seja observada.

10 APLICA#$0

Com base nos resultados mostrados na figura 21, o valor estimado para o
extrato bruto 7L (Minquartia guianensis) % apenas 11@ menor que o 5cido asc*rbico
puro. No caso dos extratos 8W e 8T, pode-se inferir que a distribui!"o de esp%cies
redutoras lipof€licas nas folhas e na raiz da amosta coletada de Derris floribunda %

praticamente a mesma. Com rela!"o aos extratos das folhas coletadas de um
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esp%cime dePouroma villosa (extratos 9E, 91 e 9J), pode-se dizer gue a maioria das
p p q

esp%cies redutoras % solevel em metanol e 5gua.

Figura 21: Capacidade redutora dos extratos testados e do 5cido asc*rbico (AA).

O m%todo validado foi implantado no Laborat*rio de Bioprospec!"o e
Biotecnologia (Coordena!"o de Pesquisas em Produtos Naturais % Instituto Nacional
de Pesquisas da Amaz4nia) em meados de maio de 200>. Em um per€odo de 1 m#s
e meio foram quantificados 28> extratos vegetais usando o m%todo com F€* e o
m%todo com DPPH:-. Os resultados da capacidade redubra, expresso como
concentra!l"o equivalente de 5cido asc*rbico, foram maiores para o m%todo com

Fe*" do que para 0 m%todo com DPPH- em <0@ dos casos (gura 22).
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Figura 22: Correlal"o da capacidade redutora estima da pelos m%todos com Fé* e
DPPH..
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CONCLUS$0O

O m%todo desenvolvido % definido como um m%todo ogu&o de
quantifica!"o indireta da capacidade redutora de ex tratos vegetais. Baseia-se na
redu!"o de €ons Fe>" por subst&ncias qu€micas contidas nos extratos e msterior
quantifical”o de €ons Fe?" por t%cnica espectrofotom%itrica na regi"o do vis&l

usando o0 m%todo adaptado do reagente 1,10-fenantroina.

Em solu!6es aquosas contendo Fe ?*, Fe** e excesso de 1,10-fenantrolina,
as espYocies predominantes s"o 0s complexos [Fe(fen))]*" e
[(H.O)(fen),FeOFe(fen),(H-0)]**. O complexo [Fe(fen)s]** % est5vel e nas condil6es
testadas tem absor!"o m5xima em 708,8 nm com absort ividade molar em torno de
(1,089 ~ 0,003) ~ 10° L.mol*.cm™. O complexo [(H-O)(fen),FeOFe(fen),(H-0)]*" n"o

interfere na quantifica!”o do complexo [Fe(fen) 3)]**.

A quantifical"o de €ons Fe?" na forma do complexo [Fe(fen)s)]** % linear na
faixa de 0,22 10,0 g.mL™ At% 10,0 g.mL™, a reta ajustada obtida pelo m%todo dos

m€nimos quadrados apresentou equa!o ABS = 0,01999 + 0,1<91> °~ [Fe®']

(R? = 0,<<<9); ABS = 0,002?3 + 0,1<<>9" [Fe?'] (R* = 0,<<<>) at% 7,7 g.mL™.
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Nas condil6es do m%todo proposto, €ons F&" % capaz de oxidar subst&ncias
com variada estrutura qu€mica, como: 5cido asc*rbico (vitamina); hidroquinona,
catecol, pirogalol e quercetina (fen*is naturais); Trolox, BHA e BHT (fen*is usados
como antioxidantes artificiais); ciste€na (amino5cdo); e glutationa (pept€deo).
Resposta positiva para glutationa mostra vantagem do m%todo proposto comparado
ao m%todo FRAP. O processo de oxida!"o estabelecido consiste em duas etapas:
(1) real"o com €ons Fe*' e (2) real"o com €ons Fe® na presenla de 1,10-
fenantrolina. O grau de oxida!"o e a linearidade va riam de acordo com 0 mecanismo
de rea!"o. A presenla dessas subst&ncias ou de subs t&ncias similares, certamente,

ser5 detectada pelo m%todo desenvolvido.

As etapas estabelecidas para a quantifical’o da cap acidade redutora de

extratos vegetais s"o:

(1) Preparo da curva de Fe?" na faixa de 0,0 a 7,7 g.mL* ou 0,0 2a 10,0 g.mL™* de

acordo com a resposta dos extratos. Sugest"o: ? pon tos incluindo o branco.

Procedimento: Em tubos de 1,7 mL, colocar al€quotas de uma solu"o
padr'o de Fe® (1.000,0 g.mL™) contendo 0,2 + 10 g. Adicionar 1?0 L
de hidroxilamina 10@, seguido de 830 L de 1,10-fenantrolina 0,27@.
Ap*s 17 minutos, medir a absorb&ncia em .. Relacionar a concentral"o
de €ons Feé* formados (supondo a redu!"o total dos €ons Fe*') com a
absorb&ncia do complexo usando um gr5fico de disperso e aplicar a

regress"o linear.
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(2) Redu!"o de €ons Fe** usando os extratos vegetais.

Procedimento: Em tubo de 1,7 mL, colocar 10 L da solu!"o padr'o de
Fe®* (1000,0 g.mL™) seguido de 10 L da solu!"o de extrato (200 a 1000
g.mL™). Ap*s 10 minutos, adicionar <80 L de 1,10-fenantrolina 0,27@ e
homogeneizar a mistura. Medir a absorb&ncia em . ap*s 1 hora.
Estimar a concentral"o de Fe ?* produzido com o aux€lio da rela!"o
descrita na etapa (1). Expressar a capacidade redutora dos extratos como
Jre(). g'lgxtram dividindo a concentra”o de Fe ?* estimada pela

concentra!l"o do extrato na mistura reacional.

O m%todo desenvolvido e validado apresenta as seguntes caracter€sticas e

limital6es:

Limite de decis"o (L.d.) igual a 0,1> ¢ Fe*.mL™;
Limite de detec!"o(L.D.) igual @ 0,20 g Fe**.mL™;
Limite de quantifical"o (L.Y.) igual 20,31 g Fe® .mL™;
Reprodutibilidade entre 0,7@ e 3,<@;

Repetibilidade entre 0,7@ e 3,3@;

A discrep&ncia absoluta variou entre 1,3@ e 3,<@ @ra 0S seguintes
redutores: 5cido asc*rbico, hidroquinona e BHA.

Etanol, metanol, acetona e DMSO podem ser usados para dissolver os
extratos vegetais. Etilenoglicol e DMF podem ser usados, mas podem
coordenar com €ons F&*GF&";

A coordena!"o dos €ons Fe?'GF& por ligantes presentes no extrato n"o
interferem na quantifica!"o do complexo [Fe(fen) 3]**;

Os €ons C4*, Cu®*, Ni**, Mn?*, Sn**, Zn?*, Mg?#*, Ca**, Na*, K*, NHy", SO¢*,
Cl e NOs n"o interferem na quantifical”o do complexo [Fe(fe n)s]**. O €on
POo” interfere em concentral6es maiores que 10 g.mL™;
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A radia!"o UV interfere no m%todo convertendo €onsFe®" em €ons F&".

Pode-se, portanto, concluir que o0 m%todo desenvolvilo para quantifica!"o
da capacidade redutora de extratos vegetais mostrou-se adequado e de f5cil
execu!"o. Mais estudos sobre o mecanismo de redu!"o de €ons F€" na presen'a

de 1,10-fenantrolina fazem-se necessbrios.
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APWNDICE A + PROCEDIMENTO DE OBTEN#$0 DOS EXTRATOS VEGETAIS

Todo material vegetal foi submetido ¢« secagem ao ar livre, no caso de
folhas, ou em estufa com circula!"o forlada (aproxi madamente 70 €C), no caso de
galhos e ra€zes, por um per€odo de 2 a 3 dias. O meerial seco e mo€do (200 g) foi
submetido « extral"o por solventes (diclorometano, metanol e 5gua; 3 x 1 L) em
ultra-som (20 min). Os extratos vegetais secos foram obtidos pela elimina!"o do
solvente usando rota-evaporador; para os extratos aquosos foi usada a t%cnica de

liofilizal"o.



<0

APWNDICE B += PERFIL OXI-REDUTOR DE EXTRATOS VEGETAIS POR
T=CNICA DE VOLTAMETRIA C!CLICA

As medidas foram realizadas no Departamento de Yu€mica _eral e
Inorg&nica no Instituto de Yu€mica da Universidade Federal da Bahia sob a
supervis"o da Dra. Z#nis Novais. Os seguintes instrumentos e materiais foram
usados: um potenciostatoGgalvanostato marca Princetn Apllied Research modelo
2>3A, acoplado a um microcomputador compat€vel (figira Bl.b); uma c%lula
eletroqu€mica convencional de tr#s eletrodos com cgacidade de 7 mL, provida de
tampa de teflon com cinco orif€cios, onde foram ingridos os eletrodos e sistema de
borbulhamento de arg4nio; um eletrodo de carbono v&reo com 5rea de 0,082 cm?
como eletrodo de trabalho; um fio de platina como eletrodo auxiliar; e um eletrodo de

AgGAgCl em NaCl 3 M como eletrodo de refer#ncia (fura B1.a).

Um procedimento para estudo eletroqu€mico de organamet5licos em meio
org&nico foi usado para as medidas. Foram testados 27 extratos para verificar picos
ou bandas de oxida!'o, n"o sendo uma anb5lise propri amente dita, pois vari5veis
como solventes, concentra!"o do eletr*lito (forla i 4nica), pH e temperatura n"o

foram otimizados e validados para os extratos usados.

As misturas testadas consistiam em 9,7 mL de acetonitrila, 120 mg de
tetrafluoroborato de tetrabutilam4nio e 0,700 mL de amostra com concentra!"o em
torno de 10 mg.mL™. Os voltamogramas (figuras B2, B3 e B9) foram obtidos com
velocidades de varredura iguais a 70 e 100 mV.s™ ap*s borbulhamento com fluxo
constante de arg4nio por 7 minutos para a remo!"o d e oxig#nio; uma atmosfera

saturada com o mesmo g5s foi mantida durante todas as medidas.



a.

Figura B1: a. C%lula eletroqu€mica; b. PotenciostatGgalvanostato.

Figura B2: Voltamogramas dos extratos 9E, 9l e 9J.

<1



Figura B3: Voltamogramas dos extratos 7L, ?P e >S.

Figura B9: Voltamogramas dos extratos 8T, 8W e 8X.

<2
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APWNDICE C + DADOS OBTIDOS NO PROCESSO DE DESENVOLVIMENTO E
VALIDA#$0 DO M=TODO PROPOSTO

Tabela C.1: Linearidade do sistema = Se!"o ?.2 da M etodologia

Concentra!"o de Fe 2* ( g.mL™Y) Absorb&ncia em 708,8 nm
0,000 0,007
0,001 0,009
0,002 0,009
0,009 0,009
0,00? 0,007
0,008 0,009
0,010 0,007
0,020 0,00>
0,038 0,008
0,072 0,011
0,0>1 0,019
0,08? 0,01?
0,12 0,021
0,21 0,09>
0,92 0,08>
0,83 0,1?7>
1,29 0,297
1,79 0,327
2,09 0,907
9,00 0,>8?
> ?7< 1,9<2
11,1 2,100
19,3 2,727?
1>2 2,>73

23,8 2,8>3




Tabela C.2: Faixa de trabalho do sistema + Se!"o ?. 3 da Metodologia

<9

Concentra!"o de Fe ?* ( g.mL™)

Absorb&ncia em 708,8 nm

Curva l Curva 2 Curva 3 Curva l Curva 2 Curva 3
0,00 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000
0,00 0,00 0,00 0,000 0,000 0,000
0,1< 0,20 0,20 0,090 0,092 0,091
0,90 0,90 0,90 0,081 0,080 0,081
0,70 0,70 0,70 0,120 0,121 0,11<
0,>? 0,80 0,80 0,171 0,17< 0,170
1,00 1,00 1,00 0,1<< 0,201 0,201
1,71 1,71 1,71 0,311 0,307 0,317
2,01 2,01 1,<2 0,90> 0,90> 0,383
2,02 2,02 2,02 0,907 0,90< 0,90<
2,90 2,72 2,72 0,987 0,711 0,711
2,71 2,90 2,72 0,709 0,980 0,70>
3,02 3,01 3,01 0,707 0,701 0,708
3,02 3,02 3,02 0,71> 0,717 0,729
3,71 3,37 3,71 0,>09 0,779 0,>00
3,72 3,72 3,72 0,>1> 0,>11 0,>20
3,89 9,03 3,89 0,>>2 0,808 0,>89
9,01 9,01 9,01 0,><> 0,800 0,802
9,71 9,71 9,30 0,8<< 0,8<? 0,877
9,73 9,72 9,73 0,<18 0,<11 0,<0<
7,00 7,00 7,00 0,<<7 0,<<2 0,<8<
7,03 9,>< 7,03 1,010 0,<?0 1,007
7,2> 7,73 7,72 1,038 1,109 1,0<8
?,03 ?,03 ?,03 1,1>? 1,200 1,189
?,73 ?,73 ?,72 1,300 1,2>9 1,287
>,02 >,02 ?,>0 1,38? 1,380 1,307
> 72 > 72 > 1> 1,982 1,982 1,910
8,01 8,02 8,02 1,779 1,778 1,77?
8,70 8,70 8,72 1,797 1,277 1,277
<,01 <,00 8,70 1,>92 1,>92 1,778
<,0> <71 <71 1,>7? 1,827 1,837
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Tabela C.3: Redu!"o de Fe ** (10,0 g.mL™) por Trolox (13,8 g.mL™) em fun!"o do

tempo = Se!"o >.1 da Metodologia

Tempo

(min.) Procedimento A Procedimento B

Absorb&ncia em 708,8 nm

o

AN OV O~NOWNPRk

0,027
1,180
1,227
1,237
1,290
1,270
1,277
1,270
1,2>?
1,302
1,308
1,310
1,318
1,320
1,327
1,328

0,027
0,210
0,379
0,9<0
0,7<8
0,78<
0,>>3
0,892
0,<01
0,<77
1,009
1,1<0
1,1<?
1,1<8
1,209
1,207

Tabela C.9: Redu!"o de Fe ** (10,0 g.mL™) por 5cido asc*rbico (8,0 g.mL™)em

fun!"o do tempo + Se!"o >.1 da Metodologia

Tempo

(min.)  Procedimento A Procedimento B

Absorb&ncia em 708,8 nm

o

AN OV O~NOWwNNLPER

0,027
1,082
1,100
1,102
1,192
1,0<0
1,109
1,087
1,0<2
1,0<0
1,102
1,110
1,118
1,129
1,127
1,132

0,027
0,<23
1,078
1,08?
1,088
1,088
1,0<0
1,088
1,088
1,088
1,0<2
1,0<8
1,109
1,110
1,128
1,132




Tabela C.7: Redu!"o de Fe ** (10,0 g.mL™) por hidroquinona (9,? g.mL™) em
fun!"o do tempo = Se!"o >.1 da Metodologia

Tempo Absorb&ncia em 708,8 nm

(min.) Procedimento A Procedimento B

0 0,017 0,017
1 0,>72 0,1<0
2 0,877 0,32?
3 0,<1? 0,991
9 0,<31 0,790
7 0,<37 0,721
? 0,<90 0,788
> 0,<77 0,>91
8 0,<71 0,>88
< 0,<7> 0,829
10 0,<?0 0,879
20 0,<>2 0,<72
30 0,<>< 0,<?0
90 0,<83 0,<?3
70 0,<<0 0,<>1
?0 0,<<7 0,<80

Tabela C.?: Redu!"o de Fe ** (10,0 g.mL™) por ciste€na (12,9 g.mL™) em fun!"o
do tempo = Se!"o >.1 da Metodologia

Tempo Absorb&ncia em 708,8 nm

(min.)  Procedimento A Procedimento B

0 0,028 0,028
1 0,932 0,07?
2 0,779 0,0>>
3 0,712 0,100
9 0,?2?7 0,127
7 0,>07 0,170
? 0,>37 0,1>7
> 0,>?3 0,201
8 0,>80 0,227
< 0,><> 0,271
10 0,812 0,2>?
20 0,12 0,9>7
30 0,<<< 0,737
90 1,0>2 0,>>3
70 1,138 0,8>7

?0 1,202 0,<81




Tabela C.>: Redu!"o de Fe ** (10,0 g.mL™) por BHA (8,3 g.mL™) em fun!"o do
tempo = Se!"o >.1 da Metodologia

Tempo

(min.) Procedimento A Procedimento B

Absorb&ncia em 708,8 nm

o

AN OV VO~NOWNER

0,023
0,910
0,717
0,7>>
0,718
0,79>
0,7>8
0,>00
0,>12
0,>37
0,>98
0,8<<
1,010
1,0>8
1,107
1,118

0,023
0,08?
0,13>
0,189
0,239
0,280
0,32>
0,3>0
0,919
0,979
0,9<>
0,>77
0,<0<
1,00?
1,077
1,100

<>

Tabela C.8: Redu!"o de Fe ** (10,0 g.mL™) por pirogalol (1,> g.mL™) em fun!"o do

tempo + Se!"o >.1 da Metodologia

Tempo

(min.)  Procedimento A Procedimento B

Absorb&ncia em 708,8 nm

o

AN OV O~NOWwNNLPER

0,03>
0,73<
0,778
0,7?>
0,789
0,7<>
0,700
0,710
0,?71<
0,732
0,731
0,>?2
0,837
0,8<9
0,<9?
0,<88

0,03>
0,970
0,7>3
0,71<
0,277
0,7><
0,>00
0,>1<
0,>33
0,>98
0,>?1
0,879
0,<92
0,<<<
1,099
1,087
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Tabela C.<: Redu!"o de Fe ** (10,0 g.mL™) por extrato 7L (1<,< g.mL™) em fun!"o

do tempo + Se!"o >.1 da Metodologia

Tempo

(min.) Procedimento A Procedimento B

Absorb&ncia em 708,8 nm

o

AN OV VO~NOWNPR

0,091
0,99<
0,9<3
0,729
0,732
0,73<
0,7?7

0,773
0,7>>
0,>1<
0,810
0,882
0,<99
1,019

0,039
0,170
0,213
0,277
0,2<3
0,327
0,373
0,3>>
0,900
0,922
0,999
0,780
0,252
0,>9?
0,808
0,878

Tabela C.10: Redu!"o de Fe * (10,0 g.mL™) por catecol (2,2 g.mL™?) em fun!"o do

tempo + Se!"o >.1 da Metodologia

Tempo

(min.)  Procedimento A Procedimento B

Absorb&ncia em 708,8 nm

o

AN OV O~NOWwNNLPER

0,023
0,939
0,991
0,99<
0,97?
0,970
0,9>3
0,97<
0,9>8
0,987
0,9<?
0,?73?
0,>33
0,890
0,<33
1,020

0,023
0,101
0,180
0,293
0,309
0,371
0,3<0
0,922
0,99>
0,97<
0,988
0,720
0,>71
0,8>9
0,<8<
1,0<?




Tabela C.11: Redu!"o de Fe 3" (10,0 g.mL™) por extrato ?P (22,2 g.mL™?) em
fun!"o do tempo = Se!"o >.1 da Metodologia

Tempo

(min.) Procedimento A Procedimento B

Absorb&ncia em 708,8 nm

o

AN OV VO~NOWNER

0,039
0,371
0,3<7
0,901
0,91<
0,91<
0,931
0,92<
0,998
0,97<
0,977
0,730
0,>3?
0,83?
0,<18
0,<89

0,039
0,17>
0,237
0,283
0,317
0,393
0,373
0,389
0,903
0,917
0,933
0,77<
0,272
0,>30
0,><3
0,870

<<

Tabela C.12: Redu!"o de Fe ** (10,0 g.mL™) por quercetina (2,< g.mL™) em fun!"o

do tempo = Se!"o >.1 da Metodologia

Tempo

(min.)  Procedimento A Procedimento B

Absorb&ncia em 708,8 nm

o

AN OV O~NOWwNNLPER

0,03>
0,27>
0,2>>
0,28>
0,302
0,313
0,321
0,32<
0,392
0,372
0,39<
0,713
0,730
0,787
0,>7>
0,89<

0,03>
0,221
0,23<
0,277
0,2>>
0,2<>
0,317
0,33?
0,37>
0,3>9
0,3<3
0,727
0,797
0,>99
0,830
0,888




Tabela C.13: Redu!"o de Fe ** (10,0 g.mL™) por glutationa (22,7 g.mL™) em
fun!"o do tempo = Se!"o >.1 da Metodologia

Tempo

(min.) Procedimento A Procedimento B

Absorb&ncia em 708,8 nm

o

AN OV VO~NOWNER

0,027
0,070
0,073
0,073
0,077
0,0??
0,07<
0,0>0
0,08>
0,088
0,0<7
0,293
0,378
0,981
0,7<?
0,>09

0,027
0,0>>
0,103
0,121
0,190
0,177
0,1>7
0,1<7
0,211
0,231
0,271
0,909
0,732
0,277
0,>?7
0,879

100

Tabela C.19: Redu!"o de Fe ** (10,0 g.mL™) por BHT (28,2 g.mL™) em fun!"o do

tempo + Se!"o >.1 da Metodologia

Tempo

(min.)  Procedimento A Procedimento B

Absorb&ncia em 708,8 nm

o

AN OV O~NOWwNNLPER

0,010
0,039
0,032
0,030
0,030
0,020
0,023
0,01>
0,021
0,017
0,018
0,0>3
0,129
0,173
0,207
0,238

0,010
0,071
0,07>
0,0><
0,08<
0,0<8
0,111
0,122
0,132
0,13<
0,179
0,278
0,379
0,931
0,719
0,7>7
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Tabela C.17: Redu!"o de Fe *" em fun!"o da concentra!"o de Trolox + Se!"o >.2 da
Metodologia

III
Concentral"o de redutor Absorb&ncia em 708,8 nm

( g.mLY
1<,<20 1,222
<,<?20 0,878
9,<80 0,970
2,9<0 0,29<
1,297 0,197
0,723 0,0<0
0,311 0,071
0,172 0,09?
0,08 0,038
0,03< 0,039
0,01< 0,032
0,010 0,090
0,007 0,03>

Tabela C.1?: Redu!"o de Fe *" em fun!"o da concentra!"o de 5cido asc*rbico +
Se!"o0 >.2 da Metodologia

III
Concentral!"o de redutor Absorb&ncia em 708,8 nm

( g.mL™)
20,720 1,<70
10,270 1,318
7,130 0,782
2,727 0,370
1,283 0,1<>
0,791 0,11>
0,321 0,0>3
0,170 0,079
0,080 0,092
0,090 0,03<
0,020 0,037
0,010 0,03?

0,007 0,039
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Tabela C.1>: Redu!"o de Fe ** em fun!"o da concentra!"o de hidroquinona + Se!"o
>.2 da Metodologia

III
Concentral!"o de redutor Absorb&ncia em 708,8 nm

( g.mLY
10,720 1,<7?
7,280 1,089
2,290 0,750
1,320 0,2<8
0,220 0,178
0,330 0,0<8
0,177 0,07?
0,083 0,098
0,091 0,097
0,021 0,03?
0,010 0,03>
0,007 0,031
0,003 0,033

Tabela C.18: Redu!"o de Fe ** em fun!"o da concentra!"o de ciste€na + Se!"o >.2
da Metodologia

III
Concentral!"o de redutor Absorb&ncia em 708,8 nm

( g.mL™)
20,900 1,777
10,200 1,170
7,100 0,>77?
2,770 0,9<9
1,2>7 0,328
0,738 0,227
0,31< 0,197
0,17< 0,0<8
0,080 0,077
0,090 0,071
0,020 0,091
0,010 0,03<

0,007 0,031
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Tabela C.1<: Redu!"o de Fe *" em fun!"o da concentra!"o de BHA + Se!"0 >.2 da
Metodologia

III
Concentral"o de redutor Absorb&ncia em 708,8 nm

( g.mLY
12,290 1,212
8,120 1,058
9,070 0,778
2,030 0,2<9
1,017 0,171
0,708 0,0<?
0,279 0,050
0,12> 0,09?
0,073 0,03<
0,032 0,037
0,017 0,032
0,008 0,033
0,009 0,030

Tabela C.20: Redu!"o de Fe *" em fun!"o da concentra!"o de pirogalol + Se!"o >.2
da Metodologia

III
Concentral!"o de redutor Absorb&ncia em 708,8 nm

( g.mL™)
<,780 1,<7?
9,890 1,<70
2,920 1,908
1,210 0,83?
0,707 0,9>3
0,303 0,27<
0,171 0,19<
0,0>? 0,088
0,038 0,071
0,01< 0,097
0,00< 0,090
0,007 0,039

0,002 0,033
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Tabela C.21: Redu!"o de Fe * em fun!"o da concentra!"o de extrato 7L + Se!"o
>.2 da Metodologia

III
Concentral!"o de redutor Absorb&ncia em 708,8 nm

( g.mLY
1<,<00 1,777
<,<70 1,079
9,<>7 0,2>3
2,988 0,902
1,299 0,212
0,722 0,122
0,311 0,082
0,177 0,070
0,08 0,098
0,03< 0,092
0,01< 0,091
0,010 0,03<
0,007 0,03<

Tabela C.22: Redu!"o de Fe *" em fun!"o da concentra!"o de catecol + Se!"o0 >.2
da Metodologia

III
Concentral!"o de redutor Absorb&ncia em 708,8 nm

( g.mL?
<,<?0 2,000
9,<80 1,<>9
2,9<0 1,288
1,297 0,>9?
0,723 0,901
0,311 0,222
0,17? 0,133
0,0>8 0,088
0,03< 0,070
0,01< 0,09>
0,010 0,037
0,007 0,03>

0,002 0,033
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Tabela C.23: Redu!"o de Fe *" em fun!"o da concentra!"o de extrato ?P + Se!"o
>.2 da Metodologia

III
Concentral!"o de redutor Absorb&ncia em 708,8 nm

( g.mLY
22,200 1,092
11,100 0,503
7,770 0,919
2,57 0,279
1,388 0,173
0,7<9 0,107
0,39> 0,073
0,13 0,070
0,08> 0,092
0,093 0,090
0,022 0,03<
0,011 0,038
0,000 0,038

Tabela C.29: Redu!"o de Fe ** em fun!"o da concentra!"o de quercetina + Se!"o
>.2 da Metodologia

III
Concentral!"o de redutor Absorb&ncia em 708,8 nm

( g.mL™)
10,720 1,7>2
7,270 1,297
2,730 0,890
1,317 0,710
0,778 0,2>0
0,32< 0,17>
0,179 0,0<3
0,082 0,07<
0,091 0,098
0,021 0,03>
0,010 0,03?
0,007 0,033

0,003 0,039
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Tabela C.27: Redu!"o de Fe ** em fun!"o da concentra!"o de glutationa + Se!"o
>.2 da Metodologia

III
Concentral!l"o de redutor Absorb&ncia em 708,8 nm

( g.mL™
98,900 1,028
29,200 0,810
12,100 0,798
?,070 0,711
3,027 0,37?
1,713 0,21>
0,>7? 0,13>
0,3>8 0,08<
0,18< 0,073
0,0<7 0,09>
0,09> 0,091
0,029 0,039
0,000 0,03?

Tabela C.2?: Redu!"o de Fe *" em fun!"o da concentra!"o de BHT * Se!"0 >.2 da
Metodologia

III
Concentral!"o de redutor Absorb&ncia em 708,8 nm

( g.mL™)
7<,880 0,7>9
2<,<90 0,3>1
19,<>0 0,270
> 987 0,112
3,>93 0,078
1,8>1 0,092
0,<3? 0,039
0,978 0,037
0,239 0,031
0,11> 0,032
0,078 0,030
0,02< 0,039

0,000 0,039




Tabela C.2>: Absorb&ncia dos 2brancos® + Se!"o 8.1 da Metodologia

10>

Absorb&ncia em 708,8 nm

0,030
0,028
0,028
0,039
0,038
0,037
0,03?
0,033
0,031
0,032
0,033

0,032
0,030
0,02<
0,033
0,033
0,032
0,03>
0,039
0,033
0,031

0,031
0,032
0,02<
0,032
0,033
0,031
0,038
0,039
0,037
0,023

0,032
0,028
0,030
0,032
0,032
0,031
0,03<
0,039
0,03?
0,037

0,031
0,028
0,02?
0,032
0,032
0,031
0,03>
0,033
0,03>
0,037

Tabela C.28: Reprodutibilidade e repetibilidade do extrato 7L + Se!"o 8.2 da
Metodologia

Concentra!"o ( g.mL?)

Absorb&ncia em 708,8 nm

7L 7Ls L3 7Ly 7L, 7L3

0,0 0,0 0,0 0,037 0,039 0,039 0,039 0,033
2,0 2,0 1< 0,28< 0,28< 0,288 0,28< 0,2<<
3,0 3,0 2,< 0,3<0 0,909 0,387 0,903 0,90>
9,1 9,0 3,< 0,9<1 0,702 0,707 0,710 0,71?
7,1 7,0 9,< 0,7<2 0,787 0,7<2 0,701 0,?707?
10,2 10,0 <,> 1,00> 1,013 1,003 1,008 1,022

Tabela C.2<: Reprodutibilidade e repetibilidade do extrato ?P + Se!"0 8.2 da
Metodologia

Concentral"o ( g.mL™)

Absorb&ncia em 708,8 nm

2P, 2P, ?P; 2P, 2P, ?P;

0,0 0,0 0,0 0,032 0039 0039 0039 0,033
2,0 2,0 1,< 0,28< 028< 0288  028<  0,2<<
3,0 3,0 2,< 0,3<0 0,909 0,382 0903  0,90>
9,1 9,0 3,< 09<1 0,702 0,707 0,710  0,71?
7.1 7,0 9,< 0,7<2 0,787 0,7<2 0,201 0,707
10,2 10,0 <> 1,000 1,013 1,003 1,008 1,022




Tabela C.30: Repetibilidade dos extratos = Se!"o 8 .2 da Metodologia
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Extrato

Concentra!"o ABS7ggg dos

Absorb&ncia em 708,8 nm

( g.mL™ brancos
7L 9,< 0,039 0,7<2 0,201 0,?0? -- --
?P 7,3 0,037 0,39< 0,37? 0,37> -- --
OE > 1 0,037 0,329 0,332 0,331 0,32> 0,327
9l ?,< 0,037 0,1<< 0,202 0,209 0,202 0,209
9J ?,8 0,033 0,078 0,078 0,070 0,078 0,070
>S <,> 0,031 0,709 0,711 0,708 0,723 0,72?
8T 2,7 0,032 0,17> 0,17< 0,178 0,17< 0,179
8W >3 0,031 0,179 0,1?2 0,1?2 0,1?3 0,173
8X >7 0,023 0,180 0,18? 0,182 0,183 0,188
Tabela C.31: Yuantifica!"o da capacidade redutora d os extratos
usando o m%todo com DPPH- + Se!"o 8.3 da Metodologia
Extrato Co(nc;rr:Ir_z_il!)"o Aﬁzﬁzgss Absorb&ncia em 71> nm
7L 9,< 0,<78 0,732 0,730 0,730 -- --
?P 7,3 0,<7? 0,>8? 0,>80 0,>>1 -- --
OE > 1 0,<28 0,773 0,?3< 0,797 0,792 0,793
9l ?,< 0,<2< 0,887 0,889 0,887 0,88> 0,887
9J ?,8 0,<90 0<30 0,<31 0,<33 0,32 0,<2<
>S <,> 1,080 0,80 0,7>9 0,7>9 0,?2<0 0,??0
8T ?2,7 1,077 1,09 1,03 1,0>? 1,0>? 1,0>>
8W >3 1,073 1,0?7 1,0?7 1,0?> 1,072 1,077
8X > 7 1,077 1,0?3 1,0?3 1,071 1,020 1,071
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Tabela C.32: Curva de 5cido asc*rbico usando o m%todo com Fe** + Se!"o 8.3 da

Metodologia

Concentral!"o de redutor

(g mL'l) Absorb&ncia em 708,8 nm
0,00 0,039
0,32 0,0>3
0,79 0,11>
1,28 0,1<>
2,7> 0,370
7,13 0,782
10,3 1,318

Tabela C.33: Curva de 5cido asc*rbico usando o m%todo com DPPH- + Se!"o0 8.3 da

Metodologia

Concentra!"o de redutor

Absorb&ncia em 71> nm

( g.mL™)
0,00 0,<91
0,88 0,89<
1,>7 0,>92
3,70 0,712
7,27 0,28<

Tabela C.39: Efeito da radia!"o UV £ Se!"0 8.9.1 da Metodologia

Tempo de exposi!"o

Absorb&ncia em 708,8 nm

(min.) 279 nm 3?27 nm L&mpadas Escuro
fluorescentes
0 0,02< 0,028 0,028 0,028
10 0,277 0,1>? 0,028 0,028
20 0,709 0,>12 0,031 0,031
30 0,<<1 0,<?7 0,03> 0,031
90 1,1<3 1,7>1 0,03< 0,033
70 1,917 1,8?7> 0,090 0,033
80 1,<27 1,<9> 0,070 0,037
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Tabela C.37: Efeito do solvente = Se!"o0 8.9.2 da Me todologia

Absorb&ncia em 708,8 nm

Solvente
Solu!"o de Fe ** (10,0 g.mL™) | Solu!"o de Fe ?* (10,0 g.mL™)

'gua (refer#ncia) 0,027 0,02> 0,02? 1,<7? 1,<30 1<93
Etanol 0,027 0,027 0,02> 1,<92 1,<7? 1,<28
Metanol 0,028 0,02< 0,02? 1,<7< 1,<37 1,<9>
Acetona 0,028 0,02< 0,02> 1,<31 1,<?1 1,<9?
DMF 0,09< 0,070 0,098 1,<23 1,<3? 1,<9<
DMSO 0,027 0,028 0,02< 1,<97 1,<7? 1,<39
Etilenoglicol 0,091 0,03< 0,03< 1,<31 1,<7< 1,<97

Tabela C.37?: Efeito de ligantes presentes nos extratos + Se!"o 8.9.3 da Metodologia

Extrato Concentrz_il!"o Absorb&ncia em
( g.mL™) 708,8 nm
9E > 1 0,018
9l ?,< 0,00<
9J ?,8 0,011
2,0 0,030
3,0 0,029
7L 9,1 0,030
7,1 0,032
10,2 0,073
2,1 0,033
3,1 0,070
?P 9,1 0,098
7,2 0,073
10,9 0,078
>S <,> 0,02<
8T ?2,7 0,097
8W >3 0,027

8X > 7 0,01>




Tabela C.3>: Efeito de €ons + Se!"0 8.9.9 da Metodologia
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Absorb&ncia em 708,8 nm

...on G Conc. 2 >

Refer#ncia  ( g.mL™Y) ...on met5lico { Solu!"o de F(—:-_1 " | Solu!"o de Fe_1 *

Fen (10,0 g.mL™) (20,0 g.mL™)
Refer#ncia - - 0,032 0,02> 0,031|1,<?? 1,<90 1,<73
Co? 2,00 0,007 0,3<1 0,3<1 0,3<7(1,<90 1,<30 1,<99
cu?* 2,00 0,003 0,039 0,028 0,028(1,<72 1,<99 1,<99
Ni%* 2,00 0,001 0,028 0,02< 0,028(1,<98 1,<9? 1<72
Mn?* 2,00 0,003 0,071 0,072 0,0??(1,<79 1<7? 1,<78
AR 2,00 0,002 0,02> 0,02> 0,028(1,<79 1<?? 1<9?
Sn?* 2,00 0,001 0,2>0 0,2>1 0,2>?|1,<?0 1,<72 1,<79
zn?* 2,00 0,002 0,028 0,02< 0,030(1,<79 1,<7? 1<72
ca®** 100 0,000 0,03? 0,039 0,037(1,<78 1,<78 1,<32
Mg2+ 90,0 0,000 0,039 0,033 0,032(1,<9? 1,<99 1,27
Na* 111 0,000 0,032 0,039 0,032|1,<>? 1,<?8 1,<79
K* 200 0,010 0,039 0,032 0,037(1,<98 1,<79 1,<3?
NHg" 300 - 0,038 0,092 0,090(1,<72 1,<7? 1,<38
P093' 90,1 - 0,0>0 0,0>1 0,07<|1,9?? 1,997 1,928
POg3' 20,1 - 0,037 0,037 0,031(1,82< 1,80> 1,><>
POy* 10,0 - - - - |1,<7< 1,<3< 1,<18
POy* 7,01 - - - - l1,<>1 1,<9> 1,<2<
8092' 178 - 0,039 0,033 0,032(1,<9? 1,<99 1,<2?
CI 181 - 0,039 0,032 0,037(1,<98 1,<79 1,<3?
NO3 300 - 0,032 0,039 0,032(1,<>? 1,<?8 1,<79
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ANEXO A + DESCARTE DE RES!DUOS CONTENDO 1,10-FENANT ROLINA

O reagente 1,10-fenantrolina n"o deve ser descartad o diretamente ao
esgoto. Se existir um sistema de descarte de res€dws org&nicos, este dever5 ser
usado. O procedimento descrito a seguir tem como objetivo oxidar o reagente antes
de ser descartado, o qual % discutido em Prudent Practices in the Laboratory:

Handling and Disposal of Chemicals, publicado pela National Academy of Sciences.

1. Acidifique a solu!"o de fenantrolina com um volu me igual de H,SOg 1,7 M.

2. Adicione lentamente uma quantidade suficiente de KMnOg 0,2 M de modo
gue a rela!"o molar permanganatoGfenantrolina seja de 20:1. Se ferro
estiver presente, uma quantidade adicional de permanganato ser5
necess5ria para oxidar o Fe?* que se encontrar em solu!"o. Mantenha em
constante agital"o durante 12 horas. Se a cor perpu ra desaparecer,

adicione mais permanganato para assegurar a oxida!" o.

3. Neutralize a solu!"o com bicarbonato de s*dio.

9. Adicione bissulfito de s*dio ou sulfito de s*dio at% que a cor perpura

desaparela.

7. Deixe a solu!"o em repouso e despeje o [€quido claro na pia com 5gua em

excesso. Descarte o s*lido marrom no lixo regular.

Fonte: http:GGcsip.cornell.eduGCurriculumeResourd8€SIPGOertelGlronsTeacher.doc



