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Abstract

The main objective of this work was to evaluate iron-reducing activity mediated by some
organic compounds, mainly phenols, according to their structures using ferrozine as indicative
chelant of ion Fe*?. Of the compounds tested, dihydroxybenzenes were more effective, followed by
guaiacol derivatives. Hydroxamates demonstred the lower iron-reducing activity. For
dihydroxybenzenes, the position of the hydroxyl groups on the aromatic ring was a decisive factor in
the Fe*® reduction.

Resumo

O principal objetivo deste trabalho foi o de avaliar a atividade redutora de fons Fe®
promovida por alguns compostos organicos, principalmente fenois, de acordo com suas estruturas
utilizando ferrozina como quelante indicador da concentracdo de fons Fe*’. Dos compostos
testados, os di-hidréxi-benzenos foram mais eficientes, seguidos dos compostos derivados do
guaiacol. Compostos com estruturas do tipo hidroxamato demonstraram as mais baixas atividades
redutoras. Com relagéo ainda aos di-hidroxi-benzenos, a posicao das hidroxilas no anel aromatico

foi o fator determinante na reducéo de Fe*.
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Introducéo

Processos de oxi-reducdo
desempenham um importante papel na
degradacdo de matéria orgéanica, tanto em
processos naturais como em processos
induzidos destinados a oxidagcdo de matéria
organica em efluentes e em agua potavel.
Esses processos consistem na oxidagdo da
matéria organica por um agente inorganico
como o ferro, o cobre e o manganés. O ferro
apresenta dois estados de oxidacdo: a forma
reduzida e solivel Fe*, e a forma oxidada e
menos solivel Fe™ (Pracht et al., 2001).
Algumas substéancias fendlicas reduzem Fe™
para Fe*?, que na presenca de H,0,
promovem a chamada reacdo de Fenton

(Figura 1), gerando radicais hidroxila (OH)
gue possuem um elevado potencial de
oxidacdo. Alguns desses compostos sao
produzidos por fungos decompositores de
madeira e também por bactérias (Kerem et
al., 1999; Goodell et al., 1997), e atualmente
sdo considerados como agentes importantes
para a promoc¢do da biodegradacdo de
materiais lignocelulésicos. A degradacdo de
um dos componentes da madeira, a lignina,
também pode gerar esses agentes redutores
(Aguiar et al., 2002; Ferraz et al., 2001).

Fe s H:':l? E-. Fe™ =+ I{{J + H:ﬂ

Figura 1- Reacao de Fenton envolvendo a
oxidac&o de Fe * por H,0,.
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A reacdo de Fenton tem sido
considerada como uma boa alternativa para
o tratamento de efluentes contendo altos
teores de matéria organica, como o0s
efluentes da industria de celulose e papel
(Rodriguez et al.,, 2001; 1999). Alguns
estudos demonstraram que na presenca de
di-hidroxi-benzenos, a reagcdo de Fenton é
favorecida, demonstrando maior eficacia que
a reacdo de Fenton ndo-catalisada
(Rodriguez et al., 1999). Uma outra aplicacéo
do sistema Fenton, utilizando di-hidroxi-
benzenos e hidroxamatos, também tem sido
reportada para o branqueamento de polpas
celulésicas (Medeiros, 1999; Parra et al.,
1998a).

Considerando que agentes redutores
de Fe™ podem apresentar aplicacbes em
varias areas e que até o momento ndo ha um
estudo sistematico sobre a atividade redutora
de compostos estruturalmente correlatos, o
principal objetivo desse trabalho é analisar a
reducdo de Fe' promovida por varios
compostos organicos, com estruturas do tipo
catecol, guaiacol, siringol, hidroquinona e
hidroxamato. A atividade redutora desses
compostos foi comparada em condicdes
experimentais idénticas (pH 4,5 e
determinada a partir da complexacdo dos
fons Fe*? formados com ferrozina.

Metodologia

A capacidade que alguns agentes
organicos possuem de quelar e reduzir Fe'
foi avaliada pela reacdo com FeCl; em
solugdo contendo ferrozina (Ferraz et al.,
2001). A mistura reacional continha 0,8 mL
de tampéo acetato de sodio 50 mM (pH 4,5),
0,75 mL de amostra contendo o agente
redutor, 0,4 mL de solucdo de ferrozina 1% e
0,05 mL de solugédo de FeCl;.6H,O 20 mM,
recentemente preparada. Os compostos
redutores analisados nesse estudo estéo
listados na Tabela 1. A concentracdo das
solucdes estoques dos agentes redutores foi
de 20 uM (concentracéo final na reacdo de
7,5uM), exceto para o desferal e o acido
aceto-hidroxadmico, que foi de 100 pM
(concentracéo final na reacdo de 37,5uM). A
guantidade de fons Fe™ gerados foi
determinada pela ferrozina, um reagente
colorimétrico que forma um complexo
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magenta estavel com Fe*? (Stookey, 1970). A
absorbancia foi medida em 562 nm por 10
minutos utilizando um espectrofotémetro
UV/Visivel GBC-Cintra 20. Foi feita uma
curva de calibra¢@o utilizando FeSO, como
padrdo. Para o controle das medidas
espectrofotométricas, substituiu-se a
ferrozina e as amostras por agua destilada.
Uma reacdo controle também foi realizada
para descontar o nivel de fons Fe* do
equilibrio natural Fe**/Fe*®, com solucéo de
FeCl; e ferrozina.

Resultados e discusséao

Na Tabela 1, sdo apresentados os
valores de concentracéo de fons Fe** em uM
gerados durante a oxidagdo dos compostos
organicos analisados. Os compostos estao
listados em ordem decrescente de atividade
redutora. Como pode ser visto, os di-hidréxi-
benzenos demonstraram maior atividade,
principalmente os acidos 2,5-di-hidroxi-
tereftalico, 3,4-di-hidroxi-fenilacético  (3,4-
DHFA) e galico (acido 3,4,5- tri-hidroxi-
benzéico). Os derivados do guaiacol também
apresentaram resultados positivos, mas o0s
catecolatos foram mais eficientes. Isso se
deve ao fato que as duas hidroxilas vicinais
dos catec6is foram mais suscetiveis a
oxidacdo por Fe' do que a hidroxila e
metoxila vicinais dos guaiacoéis. Esse fato
também foi observado por Pracht et al.
(2001), \verificando maior atividade de
reducdo de Fe™ para o catecol (1,2-
benzenodiol), seguido do guaiacol (o-metbxi-
fenol) e da hidroquinona (1,4-benzenodiol).

Com relacdo aos isbmeros do acido
di-hidréxi-benzdico (DHB), 2,5-DHB
demonstrou maior atividade redutora (22,8
uM) em comparacdo aos acidos 2,3-DHB
(19,1uM) e 3,4-DHB (14,2 uM) (Figura 2). De
acordo com o modelo descrito para a
oxidagdo do acido 2,3-DHB por Xu e Jordan
(1988), o0 fon Fe™ é reduzido pela hidroxila
do carbono 2 do anel aromatico com o auxilio
da carboxila vicinal. A partir disso fica facil
explicar por que os acidos 2,5-DHB e 2,3-
DHB demonstraram maior atividade redutora
gue o &cido 3,4-DHB. Refor¢cando ainda mais
essa explicagdo, com a presenca de uma
outra carboxila no carbono 4 do acido 2,5-
DHB, tem-se o acido 2,5-di-hidroxi-tereftélico,
0o qual demonstrou maior eficiéncia na
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reducéo de Fe*® dentre todos os compostos
testados (34,4 uM).

Os produtos da oxidacédo do catecol
e do guaiacol sdo do tipo o-quinonas, 0s
quais podem ser mineralizados a CO,. Ja o
produto da oxidac@o da p-hidroquinona néo
sofre mineralizacdo por Fe*® (Pracht et al.,
2001). Nesse mesmo trabalho, a resorcina,
um composto fendlico contendo uma outra
hidroxila na posi¢cdo meta, ndo desempenhou
atividade redutora, pois ndo pode ser
convertido a quinona. Os acidos 2,4-DHB e
2,6-DHB também nao demonstraram reducao
de Fe™ por esse mesmo motivo (Figura 2).

Comparando os acidos 3,4-di-hidroxi-
benzdico e vanilico (acido 4-hidroxi-3-metéxi-
benzdico) o primeiro, como derivado do
catecol, demonstrou maior atividade redutora
gue o segundo (10,0 uM), derivado do
guaiacol. No entanto, com a adicdo de uma
metoxila no carbono 5 tem-se o acido
siringico, o qual proporcionou um aumento
na atividade redutora (11,39 uM) em relacéo
ao &cido vanilico.

Atividade redutorade ferro

Absorbancia em
562nm

tempo (min)

—*—34DB ——23DB —B—-24DB

—— 25D ——2,6-DHB

Figura 2- Atividade redutora de Fe™
promovida pelos acidos di-hidréxi-benzodicos.

Outro fator que também exerceu
influéncia foi o grupo funcional no carbono 1
dos derivados do guaiacol. O &lcool vanilico
(&lcool 4-hidroxi-3-metdxi-benzilico)
demonstrou maior atividade que os &acidos
ferdlico (acido 4-hidroxi-3-metoxi-cindmico) e
vanilico (Figura 3). Ja a vanilina (4-hidréxi-3-
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metdxi-benzaldeido) proporcionou uma baixa
atividade redutora (3,28 puM de fons Fe™).
Comparando as atividades do siringaldeido
(4-hidroxi-3,5-di-metoxi-benzaldeido) e dos
acidos siringico (&cido  4-hidréxi-3,5-di-
metdxi-benzaoico) e sinapico (4-hidrdxi-3,5-di-
metoxi-cinamico) a quantidade de Fe®
reduzido em 10 minutos foi praticamente a
mesma.

Atividade redutorade ferro
08

0,6

0,4

0,2

Absorbancia em
562nm

0 2 4 6 8 10
tempo (min)
—e— Vanilina —6— Ac. vanilico

—B— Alc. vaniico —— Ac. fertlico

Figura 3- Atividade redutora promovida pelos
derivados do guaiacol.

Os reagentes o-dianisidina (3,3'-di-
metéxi-benzidina), siringol (2,6-di-metéxi-
fenol) e acido clorogénico sdo comumente
utilizados nas determinacdes de atividades
enzimaticas de lacases e peroxidases e
também demonstraram atividade redutora de
Fe*. Um outro substrato enzimatico que
também demonstrou atividade foi a
siringaldazina (4-hidréxi-3,5-di-metoxi-
benzaldeido-azina). Porém sua baixa
solubilidade em &gua ndo permitiu uma
andlise quantitativa. ECOL (4-metil-amino-
fenol-sulfato), um outro composto aromético
possuindo um grupo hidroxila e um grupo
amina na posicao para também apresentou
reducido de Fe™. J& os compostos
aromaticos com duas metoxilas vicinais como
o A&lcool veratrilico (&lcool 3,4-di-metdxi-
benzilico) e o veratraldeido (3,4-di-metdxi-
benzaldeido) n&o reduziram Fe™.
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Tabela 1- Redugéo de ions Fe*® mediada pela oxidacdo de compostos orgéanicos utilizando o teste

da ferrozina para deteccao de ions Fe*?.

Compostos quelantes de
ferro analisados

Concentracéo (uM) de ions
Fe*? gerados em

% de fons Fe* reduzidos em

Acido 2,5-di-hidroxi-tereftalico
Acido 3,4-di-hidroxi-
fenilacético

Acido cromotrépico

Acido galico

ECOL

Acido 2,5-di-hidréxi-benzoéico
Alcool vanilico

Acido sinapico

Siringaldeido

Acido siringico

Acido 2,3-di-hidréxi-benzoéico
Acido ascorbico
o-dianisidina

Catecol

Siringol

Hidroquinona

Acido 3,4-di-hidréxi-benzoico
Acido clorogénico

Acido fertlico

Acido vanilico

Cisteina

Alizarina S

Vanilina

Acido aceto-hidroxamico
Desferal

10 min 10 min de reacéo

34,4+0,2 6,9
341+0,1 6,8
32,8+0,5 6,6
29,6+0,1 5,9
28,6 +0,6 5,7
22,8+0,5 4,6
21+1 4,3
21,39 +0,03 4,3
21,3+0,6 4,3
20,8+0,3 4,2
19,1+04 3,8
17,83 £ 0,02 3,6
17,8 +0,8 3,6
16,08 + 0,09 3,2
15,7+0,5 3,1
149+0,3 3,0
14,2 +0,9 2,9
14,7+0,3 2,9
14,4+ 0,3 2,9
10,0+0,8 2,0
54+05 1,1
45+0,7 0,9
3,28 +£0,01 0,7
7,4+0,8 1,5
2,4+0,3 0,5

Os &acidos 2,4- e 2,6-di-hidroxi-benzdico, alcool veratrilico, veratraldeido e a siringaldazina nao
apresentaram atividade redutora detectavel em 10 minutos de reagéo.

O acido aceto-hidroxamico e o
desferal (mesilato de desferoxamina ou
desferoxamina B), compostos do tipo
hidroxamato que apresentam em suas
estruturas ligacBes de hidroxilamina, geraram
as mais baixas quantidades de fons Fe*’
durante as reacdes. Medeiros (1999) também
observou menores valores para esses
compostos guando comparados as
atividades dos acidos 2,3-DHB e 3,4-DHFA.

Apesar de apresentar uma baixa
atividade redutora, Parra et al. (1998b)
observou uma eficiente oxidag&o de lignina e
clorolignina pelo complexo acido aceto-
hidroxamico-Fe*®. Em um outro trabalho do
mesmo grupo (Parra et al., 1998c) o acido
2,3-DHB foi eficiente na degradacdo de um
efluente de branqueamento de polpa
celulésica na presenca de Fe**. Estudando a

degradacdo de compostos clorados,
comumente gerados pelas indastrias de
celulose e papel, e de um efluente real e
proveniente do branqueamento de polpa,
Rodriguez et al. (1999; 2001) demonstraram
uma maior eficiéncia na reacdo de Fenton
catalisada pelo catecol e pelos acidos 2,3-
DHB e 3,4-DHB, comparada a reagdo de
Fenton convencional. Esse fato pode ser
esclarecido por Nappi e Vass (1997),
demonstrando maior geracdo de radicais
hidroxila durante a reacdo de Fenton
catalisada pelos quelantes acido ascorbico,
0os tidis cisteina e glutationa, e alguns
derivados do  catecol. O sistema
DHB/H,0,/Fe* também promoveu
diminuicbes da toxicidade e do teor de
matéria orgénica de um efluente de
branqueamento de polpa, principalmente
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com o acido 2,3-DHB (Rodriguez et al.,
1999).

Uma outra aplicacdo de agentes
quelantes e redutores de Fe™ tem sido
descrita no branqueamento de polpas
celuldsicas. No tratamento de polpas kraft,
Parra et al. (1998a) observaram uma reducao
do numero kappa, mas também com perda
da viscosidade da polpa. Isso se deveu ao
fato de que apés a etapa de branqueamento
com H,0,, o ferro presente nas polpas pode
ter reagido com os catecois gerando ions
Fe*?, gue ao reagir com o peréxido geram
radicais hidroxila, os quais podem atacar
tanto a celulose quanto a lignina presente na
polpa, sem apresentar seletividade.
Utilizando compostos com caracteristicas de
catecois, parcialmente purificados de cultivos
do fungo Ganoderma applanatum, pbde-se
observar uma preservagdo da viscosidade,
mesmo com bons niveis de deslignificacéo
das polpas estudadas (Parra et al., 1998a).

Medeiros (1999) estudou 0
tratamento de polpas kraft de eucalipto com
os acidos aceto-hidroxamico, 2,3-DHB e 3,4-
DHFA e também com o desferal. Tanto na
presenca quanto na auséncia de ferro, o
acido 3,4-DHFA demonstrou maior eficiéncia
na deslignificacdo, sem que houvesse uma
reducdo significativa da viscosidade.

A literatura mostra ainda que muitos
agentes quelantes de ferro sédo produzidos
por fungos decompositores de madeira.
Goodell et al. (1997) identificaram varios
compostos derivados do catecol, produzidos
pelo fungo Gloeophyllum trabeum. Dois anos
depois, Paszczynski et al. (1999) e Kerem et
al. (1999) isolaram em meios de cultura do
mesmo fungo dois di-hidréxi-benzenos
capazes de reduzir Fe™: 2 5-di-metoxi-
hidroquinona e 4,5-di-metdxi-catecol. O
mecanismo sugerido por Kerem et al. (1999)
consiste na reducdo do fon Fe™ por esses
compostos gerando Fe” e um radical
semiquinona. Esse radical pode ser oxidado
as custas de um outro fon Fe* ou pode
utilizar O, como aceptor de elétrons gerando
uma benzoquinona e H,O0, 0 outro
“ingrediente” da reacdo de Fenton. A
benzoquinona pode ser convertida a sua
respectiva hidroquinona através de enzimas
especificas produzidas pelo préprio fungo
(Figura 4). Esse tem sido um dos
mecanismos sugeridos para a degradacédo de
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celulose e modificacdo da lignina por fungos
de decomposicéo parda.
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Figura 4- Mecanismo proposto para reducéo
extracelular de Fe™ e producao de H,0O; pelo
fungo G. trabeum (Kerem et al., 1999)

Além do radical semiquinona,
carboxilato (CO,") e superoxianion (O,),
gerados pela oxidacdo de &cidos organicos
de cadeia curta como o oxalico também
demonstram atividade redutora de Fe*. O
radical carboxilato reduz fons Fe** somente
sob condi¢cdes anaerdbicas. Sob condicdes
opostas, esse radical utiliza O, molecular
como aceptor de elétrons, gerando
superoxianion, o qual também possibilita a
reducdo de Fe*™ (Khindaria et al., 1994).

De acordo com os resultados
apresentados, novos compostos com
atividade redutora de Fe'™  foram
determinados utilizando ferrozina como
indicador de fons Fe'”. Dentre eles
destacam-se os acidos  2,5-di-hidréxi-
terftalico e cromotrépico, produtos de
degradacdo da lignina (vanilina, &cido
vanilico) e alguns substratos que sédo
utilizados na determinacdo de atividades
enziméticas, como a o-dianisidina e a
siringaldazina. As posi¢des das hidroxilas no
anel aromatico determinaram a capacidade
de reducado de Fe*® dos di-hidroxi-benzenos.
Compostos com duas hidroxilas vicinais ou
posicionadas na posicdo para; uma hidroxila
e uma metoxila vicinais; ou ainda contendo
um grupo amina ao invés de hidroxila tanto
nas posicbes orto ou para expressaram
reducéo de Fe*®. Dando continuidade a esse
trabalho, esforgos seréo feitos para analisar a
geracdo de H,O, durante essas reacoes,
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além de analisar o potencial oxidativo do
sistema quelante/Fe*sleoz e determinacao
dos radicais hidroxila também gerados.
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