Paulina Viegas Festas Santos

Comportamento electroquimico das cianotoxinas
Microcistina-LR e Nodularina e dos seus
produtos de degradacao

Mestrado em Quimica Forense

Departamento de Quimica

FCTUC

Junho 2011







Paulina Viegas Festas Santos

COMPORTAMENTO ELECTROQUIMICO DAS
CIANOTOXINAS MICROCISTINA-LR E NODULARINA
E DOS SEUS PRODUTOS DE DEGRADACAO

Dissertagao apresentada para provas de Mestrado em Quimica,

area de especializagao em Quimica Forense

Orientadora: Professora Doutora Ana Maria Coelho Ferreira de Oliveira Brett

Junho 2011

Universidade de Coimbra



AGRADECIMENTOS

Desejo expressar a Professora Doutora Ana Maria Oliveira-Brett os meus sinceros
agradecimentos pela oportunidade concedida, pela orientagdo cientifica ao longo de todo o
trabalho, e pela flexibilidade que me permitiu conciliar a frequéncia do Mestrado com o

trabalho no laboratorio.

Agradeco ao Instituto Pedro Nunes as bolsas concedidas no ambito dos projectos
PTDC/QUI/65255/2006 ¢ PTDC/SAU-BEB/104643/2008 financiados pela Fundagdo para a

Ciéncia e Tecnologia.

Ao Doutor Victor Constantin Diculescu e a Doutora Ana-Maria Chiorcea Paquim
agradeco de modo especial a partilha da vasta experiéncia cientifica, a disponibilidade

constante e o precioso auxilio e ensinamento ao longo destes dois anos.

A todos os meus colegas de laboratério no Instituto Pedro Nunes, agradeco o

companheirismo e amizade constantes.
A todos os meus amigos agradeco o apoio constante € o animo no decorrer desta etapa.

A toda a minha familia, de um modo especial aos meus pais € ao meu marido, José
Miguel Perdigdo, desejo agradecer todo o carinho, o incentivo permanente, o voto de
confianca que em mim depositaram, a compreensdo e o apoio constantes. Sao eles os pilares

do que hoje sou.



INDICE/TABLE OF CONTENTS

ADBTEVIATUNAS ABDIEVIALIONS ... e e e e e e e e e e e e e e e i
RESUIMIO ..ot e et e e et e e e e et e e s et e e s e et e e s e e eeesaeareeesenaneeesasneeenans ii
AADSTEACT ... et e e e e e e et e e e et e e s e et e e s et e e s e e e e e e e e naa ii

CAPITULO 1

INTRODUGAO ...ttt es s eee s eer e 1
O OT =T g To] o F= T (=] =TRSO R PRSP 2
I O =T T (o) q T > LRSS 3
O AV o] o Lol ] AT g T 0 USSP 4
I NN (oo 11 ] 1= Y o 1 - RS PSSSR 5
1.2.3 Aminoacidos constituintes da MC-LR e da NOD ..........ccccceeviiiiiiiie i 6

1.3 HEPATOTOXICIAAUR ... ...ttt bbb bbb ettt bbb 8
1.4 Genotoxicidade e potencial CarciNOGENICO...........ccueiiiieiiiie e e 8
1.5 Métodos de deteccao e degradacdo de CIanOtOXINGS.........ccvcveveieerieieeere e 9
1.6 ACIAO SOFDICO ...ttt ettt ettt et n et en et n et en et en et 10
1.7 Principios de EIECtrOQUIMICA .......ccceiiiiiiiiiic ettt sttt e ta e sreare s 12
1.7.1 TECNICAS Ae VOITAMELFIA.......cciiiii ettt ere e re e 14
1.7.1.1 Voltametria CiClICa.......cccoiiiiicecc e et 14
Transferéncia electronica revVersivel ..o 16

Transferéncia electronica irreVersivel ... 17

1.7.1.2 Técnicas de degrau € impPUISO ........c.ccviieiiiicc e e 17
Voltametria de Impulso Diferencial ...........cccooeieiiiiiiinieee e 18

Voltametria de Onda QUAarada..........cooveeeieeieie e 19

1.8 Cromatografia Liquida de Alta EfiCIENCIA..........ccccccviiiiiiiec e 20

CAPITULO 2

EXPERIMENTAL ..ottt bbbttt b bbbttt ab et 23
2.1 REAGENTES € SOIUGDES ...ttt b bttt b bbb e 24
p A | g S A 0L L = Lot Lo OSSP 26
2.2.1 EXPeriéncias eleCtroqUIMICAS .........coviiiiriiiieieeie s 26
2.2.2 ESpectrofotometria de UV-ViS.. ...t 27

2.2.3 Cromatografia Liquida de Alta EfiCIENCIA.........cccceveiiiieii e 27



CAPITULO 3

ESTUDO VOLTAMETRICO DO ACIDO SORBICO .......coivieeiceeieieeeieeeee e, 29
3.1 Oxidagao eleCtroqUimMICa 00 SA ..ottt 30
3.1 1 VOItametria CliCHICA . ..eiiieieieeees ettt enes 30
3.1.2 Voltametria de Impulso DIiferenCial............ccocooiiiiiiiiiii e 31
3.2 Comportamento electroquimico do SA quimicamente degradado............ccccoeceverveivieinsenenens 32
3.2.1 Voltametria de Impulso Diferencial e efeito do pH.........cccocevviveiiiece i, 33
3.2.2 Voltametria de Onda QUAadrada............ccevvrviieiieieie e 37
3.3 ESpectrofotometria de UV-VIS ...ttt e e nnesnne s 38
3.4 Cromatografia Liquida de Alta EfiCIENCIA.........c.cccoevviiiii e 39
3.5 Mecanismo de oxidacao e de degradacao dO SA..........ccoeiiiiieiiiinis e 41
CAPITULO 4
ESTUDO VOLTAMETRICO DA MICROCISTINA-LR .....ooiviieeieeeeeeteeesee s s, 43
4.1 Teste dos amino&cidos constituintes da MC-LR..........ccccoiiiiiiiiiiie s 44
4.0.1 Leu, Arg, Ala, GIU € ASPD ...ttt nee e 44
4.1.2 N-metildesidroalanina (Mdha) .........c.cccecieeiiieiie i e e 45
R 1o o - WP SO SROPOTO 46
4.2 Comportamento electroquimico da MC-LR...........ccoiiiiiiiiicee s 46
4.2.1 VOIAMELITia CICHICA. .....oiviieieiice et 46
4.2.2 Voltametria de Onda QUAadrada............cccoveeieiiiiiiiieee st 47
4.2.3 Voltametria de Impulso Diferencial...........cccccoeviiiiiiiiiii s 48
4.3 Comportamento electroquimico da MC-LR quimicamente degradada............c.cccceovvvrvnennnnn 50
4.3.1 VOIAMELria CICHICA. .....cciiveieieicece ettt 50
4.3.2 Voltametria de Onda QUAadrada............cceeiuiiiiiiiiiie ettt ebe b sbeesbeesrae e 51
4.3.3 Voltametria de Impulso DIferenCial ..o 53
4.4 ESpectrofotometria de UV-VIS ...ttt s sttt 58
4.5 Cromatografia Liquida de Alta EfiCIENCIA..........cccccviieiiiicc e 58
4.6 Mecanismo de OXidagao da MC-LR.........cccoiiiiiiiiee s 59

CAPITULO 5

ESTUDO VOLTAMETRICO DA NODULARINA........cooieeeeeeeeeeteeeses s esesesasses oo, 64
5.1 Comportamento electroquimico da NOD ..........ccccoveiiiiiie i 65
5.1.1 VOItametria ClICHICA .. ..ccvieieieieieeet ettt enes 65
5.1.2 Voltametria de Onda QUadrada............cocueeiiuiiiiiii i 66
5.1.3 Voltametria de Impulso DIiferenCial ... 67
5.2 Comportamento electroquimico da NOD quimicamente degradada..........c..ccccoeevveverriicnnnnne. 69
5.2.1 VOoItametria CliCHICA . ....oiiiveiiieiee s 69
5.2.2 Voltametria de Onda QUAadrada............cccooveiriiieie et 70
5.2.3 Voltametria de Impulso Diferencial...........cccccviiiiiiiiiii e 71
5.3 ESpectrofotOMEtria 08 UV-VIS ..ot 77
5.4 Cromatografia Liquida de Alta EfiCIENCIA..........cccooeiiiiiiiieccc e 77
5.5 Mecanismo de oXidagao da NOD .........cccocveiiiieie st eraenes 78

CAPITULO 6
CONCLUSDES ..o et e et e et et et et e e e et et e et et et e e e et et ene e es et e s eeeseeeseeesesaseeerenerenes 82

BIBLIOGRAFTA ..o e s nre s 85



ABREVIATURAS/ABBREVIATIONS

2-AAA
Adda
ADN
Arg

a. u.
Ala
cdMC-LR
cdNOD
CcdSA
CE

Cv
D-MeAsp
DPV
ELISA
GCE
Glu
HPLC
HPLC-RP
HS-GC
Leu
LDso
MCs
MC-LR
Mdha
Mdhb
MS
NOD
OMS
PDA
PP1
PP2A
RMN
SA

SPE
SWv
uv
UV-Vis

Acido 2-acetamidoacrilico

Acido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-4,6-dienoico
Acido desoxirribonucleico

Arginina

Unidades arbitrarias/Arbitrary units

Alanina

Microcistina-LR quimicamente degradada

Nodularina quimicamente degradada

Acido sorbico quimicamente degradado

Electroforese capilar/capillary electrophoresis

Voltametria ciclica/cyclic voltammetry

Acido D-eritro-p-metil aspartico

Voltametria de impulso diferencial/differential pulse voltammetry
Ensaios imuno-enzimaticos/enzyme-linked immunosorbent assay
Eléctrodo de carbono vitreo/glassy carbon electrode

Glutamato

Cromatografia liquida de alta eficiéncia/high performance liquid chromatography
HPLC de fase reversa

Cromatografia gasosa de headspace

Leucina

Dose letal média

Microcistinas

Microcistina-LR

N-metildesidroalanina

N- metildesidrobutirina

Espectrometria de massa/mass spectrometry

Nodularina

Organizagdo Mundial de Saude

Detector de fotodiodos/photodiode-array detector

Fosfatase de serina/treonina 1

Fosfatase de serina/treonina 2A

Ressonancia magnética nuclear/nuclear magnetic resonance
Acido sérbico/sorbic acid

Extracc¢do em fase solida/solid phase extraction

Voltametria de onda quadrada/square wave voltammetry
Ultravioleta

Ultravioleta-visivel



RESUMO

A microcistina-LR (MC-LR) e a nodularina (NOD) sdo duas potentes hepatotoxinas
produzidas por varias estirpes de cianobactérias. O presente trabalho teve como objectivo
investigar o comportamento electroquimico da MC-LR e da NOD na superficie de um
eléctrodo de carbono vitreo (GCE), bem como dos produtos da sua degradacdo em meio
aquoso.

A MC-LR e a NOD sao oxidadas irreversivelmente numa reac¢do independente do pH
que ocorre com a transferéncia de um electrdo. Foi também investigado o comportamento
electroquimico dos aminoécidos constituintes das hepatotoxinas. Os centros electroactivos da
MC-LR e da NOD, responsaveis pela resposta electroquimica de cada uma das toxinas, foram
determinados.

Ap0s a incubagdo em diferentes electrdlitos de suporte, a MC-LR e a NOD apresentaram
alteracdes no seu perfil electroquimico, devido a degradagdo quimica destas toxinas em
solugdo. Os produtos de degradacdo sao electroactivos, sendo oxidados a superficie do GCE
numa reaccao de transferéncia de electrdo irreversivel, dependente do pH do electrdlito de
suporte e na qual sdo transferidos um electrdo e um protdo. Os produtos de oxidagdo
resultantes sdo posteriormente oxidados reversivelmente com a transferéncia de dois electrdes
e de dois protoes, dependente do pH.

A degradacao das toxinas MC-LR e NOD foi confirmada por HPLC-UV e, apos
comparagdo com compostos analogos, foram propostos mecanismos para a oxidagdo e para a

degradacdo da MC-LR e da NOD.



ABSTRACT

Microcystin-LR (MC-LR) and nodularin (NOD) are two potent hepatotoxins produced by
several strains of cyanobacteria. The aim of this work was to investigate the electrochemical
behaviour of MC-LR and NOD at a glassy carbon electrode (GCE) surface, as well as the
products of their degradation in aqueous solutions.

MC-LR and NOD are irreversibly oxidized at the GCE surface with the transfer of one
electron, independently from the pH of the supporting electrolyte solution. The
electrochemical behaviour of the hepatotoxins constituent amino acids was investigated and
the electroactive centres responsible for MC-LR and NOD electrochemical activities were
determined.

Upon incubation in different buffer solutions, the chemical degradation of MC-LR and
NOD was detected by the appearance of new oxidation peaks at a lower potential value. The
degradation products are electroactive and they are oxidized at the GCE surface through an
irreversible electron transfer reaction, which depends on the pH of the buffer solution and
involves the transfer of one electron and one proton. Their oxidation products are reversibly
oxidized in a pH-dependent reaction occurring with the transfer of two electrons and two
protons.

MC-LR and NOD degradation was confirmed by HPLC-UV and, after comparison with
analogue compounds, mechanisms for the oxidation and for the degradation of the toxins

were proposed.
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1. INTRODUCAO

A Quimica Forense consiste na aplicacdo da quimica analitica ao servico da justi¢a para o
estabelecimento da verdade e para o cumprimento das leis em vigor, através de analises de
cariz qualitativo e quantitativo [1]. Neste contexto, a quimica forense auxilia a toxicologia
forense, colaborando na deteccdo e caracterizagdo de substancias tdxicas que provocam
efeitos fisiologicos adversos.

As toxinas sdo compostos nocivos produzidos por uma grande variedade de organismos.
Muitos destes organismos sdo microorganismos, como por exemplo as cianobactérias, que
produzem varias cianotoxinas de elevada toxicidade. Os efeitos adversos resultantes da
exposicdo a toxinas, que muitas vezes culminam na morte do organismo hospedeiro, tornam a
deteccao deste grupo de compostos numa finalidade central das ciéncias forenses.

Dada a elevada ocorréncia de cianotoxinas em diversas matrizes naturais [2], e embora
tenham sido j4 investigados diferentes métodos de isolamento, detec¢do e quantificacdo destes
compostos [3], existe actualmente uma necessidade crescente de desenvolvimento de novas
técnicas analiticas para a deteccdo destas substancias de forma rapida, eficaz e pouco
dispendiosa, ndo s6 para a monitorizagdo e controlo da qualidade de produtos consumiveis,

como também para a aplicacdo em analises forenses.

1.1 Cianobactérias

As cianobactérias, também conhecidas como algas azuis, sdo organismos procarioticos
Gram-negativos com capacidade fotossintética [4]. A sua existéncia na Terra data desde ha
cerca de 3,5 mil milhdes de anos, e pensa-se que terdo sido os organismos responsaveis pela

oxigenag¢do da atmosfera terrestre primitiva e pela existéncia dos plastideos nas plantas [5].
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Apesar de serem bactérias Gram-negativas, as cianobactérias nao sao vistas como
organismos patogénicos, pois ndo ha registos de que possam multiplicar-se nos organismos
hospedeiros. No entanto, as cianobactérias podem viver em simbiose com algumas plantas e
juntamente com os fungos nos liquenes. Neste caso, as cianobactérias sdo responsaveis pela
fixacdo de nitrogénio atmosférico para a produ¢ao de compostos organicos nitrogenados,
posteriormente utilizados pelo organismo hospedeiro [6].

As cianobactérias utilizam a energia luminosa através de varios pigmentos, como a
clorofila a, as ficobiliproteinas e os carotendides. E esta variedade de pigmentos que confere
as cianobactérias a vasta gama de coloragdes que lhes esta associada, desde o vermelho até ao
preto; contudo, a coloracao azul-esverdeada ¢ a mais comum, da qual deriva a designacao de
algas azuis [4].

Actualmente, as cianobactérias encontram-se distribuidas por todo o planeta,
extremamente bem adaptadas aos mais diversos ambientes, terrestres (solos, desertos e
glaciares) e aquaticos (dguas doces e salgadas, oceanos e aguas termais) [7].

Nos ambientes aqudaticos (naturais ou artificiais), em condigdes apropriadas, as
cianobactérias multiplicam-se em larga escala — floragdo — dando origem a grandes
populagcdes, com a capacidade de formar vesiculas gasosas que lhes permitem flutuar a
superficie da agua em que se encontram. As populacdes de bactérias podem acumular-se na
periferia das aguas utilizadas para fins recreativos (por ex.: lagos) ou em tanques de
abastecimento de dgua para consumo, pelo que constituem um risco para a saide humana e
animal [4].

As investigacdes feitas sobre os casos de intoxicacao levaram a identificacdo de
compostos toxicos produzidos pelas cianobactérias. Actualmente, este ¢ um campo de

investiga¢do em largo desenvolvimento.

1.2 Cianotoxinas

Durante a fase de floracdo, as cianobactérias produzem metabolitos secundarios
designados por cianotoxinas.

De entre as cianobactérias produtoras de cianotoxinas, as mais relevantes pertencem aos
géneros Microcystis, Nodularia, Anabaena, Plankthorix (anteriormente Oscillatoria),

Aphanizomenon, Cylindrospermopsis, Phormidium, Nostoc € Anabaenopsis. No seu conjunto,
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as cianobactérias pertencentes a estes géneros produzem uma vasta gama de cianotoxinas, que
variam em estrutura, toxicidade e mecanismo de acg¢ao [8].

Em geral, as cianotoxinas sdo moléculas de baixo peso molecular que apresentam elevada
toxicidade para alguns mecanismos bioquimicos existente nos organismos eucariotas [4].

De acordo com a sua estrutura quimica, as cianotoxinas podem ser divididas em trés
grupos: peptideos ciclicos (microcistina e nodularina), alcaldides (anatoxina-a, saxitoxina,
cilindrospermopsina, aplisiatoxina) e lipopolissacarideos [9]. O mecanismo de ac¢do de uma
cianotoxina depende essencialmente da sua estrutura quimica. No entanto, também ¢é possivel
estabelecer uma classificagdo de acordo com o mecanismo de toxicidade que apresentam:

hepatotoxinas, neurotoxinas e toxinas irritantes [10].

1.2.1 Microcistina-LR

As microcistinas (MCs) sdo as cianotoxinas mais frequentemente encontradas nos
reservatorios de dgua doce em todo o planeta. Foram isoladas pela primeira vez a partir de
cianobactérias da espécie Microcystis aeruginosa, o que deu origem a nomenclatura que hoje
se aplica a estas toxinas, embora existam outras espécies de cianobactérias produtoras de
MCs, tais como Anabaena, Nostoc, Phormidium e Planktothrix. Contudo, as cianobactérias
pertencentes ao género Microcystis sdo as mais frequentemente encontradas e mais
amplamente distribuidas geograficamente [7].

As MCs sao heptapeptideos ciclicos com a seguinte estrutura quimica: ciclo(D-alanina-
R'-D-MeAsp-R*-Adda-D-glutamato-Mdha), onde R' e R? representam os L-aminoacidos
variaveis, D-MeAsp representa o acido D-eritro-f-metil aspartico, Mdha representa a N-
metildesidroalanina, ¢ Adda representa o dcido 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-
4,6-dien6ico, um aminoacido pouco comum na natureza [11].

De entre as mais de 80 variantes de MCs ja identificadas [12], a Microcistina-LR (MC-
LR) destaca-se pela elevada frequéncia com que ¢ encontrada e pela sua elevada
hepatotoxicidade [13]. Na MC-LR, a nomenclatura “LR” ¢ devida a presenca dos
aminoacidos Leucina (L) e Arginina (R) nas posicdes 2 e 4 da estrutura ciclica,

respectivamente, Fig.1.1.
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Glu
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o, OH
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Figura 1.1. Estrutura quimica da MC-LR.

A toxicidade das MCs ¢ conhecida por afectar tanto os animais como os seres humanos,
nos quais desencadeiam mecanismos patologicos, podendo conduzir a morte [14-16].

Um dos casos mais conhecidos teve lugar no Brasil (Caruaru, Estado de Pernambuco),
em 1996, em que 60 pacientes de uma clinica de hemodidlise faleceram apds receberem
tratamento intravenoso com aguas contaminadas com MCs, entre as quais estava presente a

MC-LR [17, 18].

1.2.2 Nodularina

A nodularina (NOD) ¢ uma hepatotoxina potente produzida por bactérias da espécie
Nodularia spumigena, que se encontra em aguas salgadas (por ex.: Mar Baltico), em lagos
salinos e em estuarios por todo o mundo [19-22].

A NOD ¢ um pentapeptideo ciclico com uma estrutura quimica semelhante a estrutura da

MC-LR, Fig.1.2.
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Figura 1.2. Estrutura quimica da NOD.

Na sua estrutura quimica, a NOD contém quatro aminoacidos em comum com a MC-LR:
o aminoacido Adda, o acido D-glutdmico (D-Glu), o 4cido D-eritro-f-metil aspartico e a L-
arginina (Arg). O unico aminoacido diferente ¢ a N-metildesidrobutirina (Mdhb) [23, 24].

A NOD apresenta algumas variantes, que diferem ndo s6 no aminodcido variavel (Arg),
como no grau de metilagdo e na estereoquimica [25]. Contudo, até a data apenas existem
registos de nove variantes desta toxina [26].

Os primeiros registos dos efeitos adversos da NOD — muito semelhantes aos produzidos
pelas MCs — datam de 1878 [7, 23]. A ac¢@o da NOD foi ja associada a morte de animais [27,
28], e a mal-estar em humanos [29, 30]. Contudo, ainda ndo foram observados danos
hepéaticos em humanos provocados pela exposi¢do a esta toxina [31].

A dose letal média (LDsg) da NOD é de 50 pg Kg™' de peso corporal (em ratos) quando
administrada intraperitonealmente. Assim, a NOD ¢ considerada como uma das toxinas

naturais mais potentes.

1.2.3 Aminoacidos constituintes da MC-LR e da NOD

Ao longo do trabalho desenvolvido houve necessidade de investigar o comportamento

dos aminoacidos constituintes das toxinas MC-LR e NOD, de forma a permitir a analise e
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interpretagdo dos resultados. Os aminoacidos investigados e as respectivas formulas quimicas
constam da Fig. 1.3.

O NH,
H
© HO (o}
NH, o O
) Glutamato
Alanina
NH;
H :
HZNTN OH
NH o) NH, o]
Arginina Aspartato
o}
H
HsC N
T OH
NHZ O CH,
Leucina 2-AAA

Figura 1.3. Estruturas quimicas dos aminoacidos estudados. 2-AAA — acido 2-acetamidoacrilico.

Uma vez que ndo foi possivel adquirir os aminoacidos Mdha e Adda, foram

seleccionados compostos andlogos para os testes pretendidos: o acido 2-acetamidoacrilico (2-

AAA), Fig. 1.3, e o acido sorbico (SA), respectivamente [32].
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1.3 Hepatotoxicidade

A MC-LR e a NOD sao hepatotoxinas potentes que provocam efeitos toxicos graves nos
organismos eucariotas.

Nos mamiferos, o principal alvo da MC-LR e da NOD ¢ o figado, de onde advém a
designacdo de hepatotoxinas. A acumulacdo destas toxinas no figado deve-se a existéncia de
transportadores organicos anionicos especificos a superficie dos hepatocitos [33, 34]. Embora
estes transportadores sirvam de entrada para ambas as toxinas, pensa-se que a NOD tera maior
facilidade de entrada nos hepatocitos do que a MC-LR [35].

Estas toxinas inibem as fosfatases de serina/treonina 1 ¢ 2A (PP1 e PP2A) [36], acgdo
que ¢ principalmente promovida pelo aminoacido Adda [3, 37]. A inibi¢do da PP1 e da PP2A
desencadeia a hiperfosforilagdo de proteinas do citosqueleto, que leva a perda da estrutura
celular dos hepatocitos, provocando hemorragia hepatica e, por fim, a morte [38].

Doses baixas de MC-LR inibem parcialmente as fosfatases, levando a fosforilacdo da
dineina, uma proteina mecano-quimica responsavel pelo movimento vesicular ao longo dos
microtubulos no interior da célula. Como consequéncia, a actividade de ATPase da dineina ¢
inibida e a endocitose mediada por receptores nao ocorre [31].

Para além da toxicidade a nivel hepatico, a MC-LR foi ja associada a indugdo de
citotoxicidade renal [39], o que leva a crer que o figado ndo € o Unico 6rgdo alvo destas

toxinas.

1.4 Genotoxicidade e potencial carcinogenico

A exposicao a cianotoxinas constitui um perigo real para a saude humana e animal.

Além dos efeitos toxicos descritos anteriormente, a MC-LR e a NOD tém sido associadas
a fendmenos de genotoxicidade e o seu potencial carcinogénico tem sido amplamente
investigado.

A MC-LR e a NOD foram ja associadas a promog¢ao de tumores [40]. A MC-LR foi
também relacionada com a indu¢ao de danos no acido desoxirribonucleico (ADN) [41, 42],
com a diminui¢do dos niveis de glutationa hepdtica, com a peroxidagdo lipidica, e com
alteragdes no perfil de actividade de algumas enzimas antioxidantes [43]. Por sua vez, a NOD

tem sido referida como um composto carcinogénico (em experimenta¢ao animal), € nao
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apenas como promotora de tumores, como ¢ o caso da MC-LR [44]. Com base nos estudos
publicados sobre este assunto, pensa-se que a NOD apresenta genotoxicidade e potencial

carcinogénico mais elevados do que a MC-LR [9].

1.5 Métodos de deteccdo e degradacao de cianotoxinas

A elevada toxicidade que a MC-LR e a NOD (e as cianotoxinas em geral) apresentam
impde a adopgdo de métodos de deteccao e degradacao destas toxinas.

Para a MC-LR, a cianotoxina mais estudada, a Organizagdo Mundial de Satde (OMS)
estabeleceu como limite 1 pg/L de agua potavel [45]. Para a NOD, contudo, ainda ndo ha
valores estabelecidos.

Em geral, a deteccdo e identificagdo de hepatotoxinas cianobacterianas ¢ feita com
recurso tanto a técnicas bioquimicas como a técnicas fisico-quimicas.

Entre as técnicas bioquimicas mais frequentemente utilizadas destacam-se os ensaios
laboratoriais com ratos, os ensaios imuno-enzimaticos (ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay) e os ensaios com fosfatases. Por outro lado, as técnicas fisico-quimicas mais utilizadas
sdo a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, high performance liquid
chromatography), a electroforese capilar (CE, capillary electrophoresis), a ressonancia
magnética nuclear (NMR, nuclear magnetic resonance) e a espectrometria de massa (MS,
mass spectrometry) [3]. Contudo, o método convencional para a andlise e deteccdo de
hepatotoxinas ¢ a HPLC de fase reversa com deteccao ultravioleta (UV) a 238 nm [46].

Ao longo dos ultimos anos tém vindo a ser desenvolvidos e propostos varios métodos
para o tratamento de aguas contaminadas com MC-LR. Entre eles, destacam-se alguns como a
degradagdo por fotocatalise com filmes de TiO, [47, 48], a degradacao por radicais de sulfato
[49], a degradacdo por microorganismos [50], os processos de oxidacdo avancada com Os,
H,0,, O3/H,0,, O3/Fe(Il), o tratamento Fenton ¢ a radiagdo com ultrassons, sendo a ozonagao
considerada um dos métodos mais eficazes no tratamento de dguas [51, 52].

Nos estudos de degradacdo por microorganismos foi identificada uma bactéria
(Paucibacter toxinivorans) capaz de degradar ndo s6é as MCs como também a NOD [53].
Num estudo idéntico, foi investigada a capacidade hidrolitica das enzimas produzidas por uma

estirpe bacteriana (B-9, da espécie Sphingosinicella), no qual se verificou que essas enzimas
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degradavam a NOD e as MCs [54]. Outros autores observaram que a biodegradagdo da NOD
em aguas doces ocorre nos lagos, mas ndo nos rios, o que sugere a existéncia de diferentes
microorganismos com diferentes capacidades degradativas para com as hepatotoxinas [55].

A degradagao da NOD por ac¢do de radiagdo ultravioleta (UV) foi investigada num
estudo que concluiu que as cianobactérias intactas sdo mais resistentes a radiacdo UV do que
a toxina em solu¢do; ainda neste estudo, concluiu-se que a degradacdo da NOD era mais
eficaz com radiagao UV-B do que UV-A [56].

No que respeita as técnicas electroquimicas, apesar de varios estudos terem sido ja

efectuados [57-59], ndo foram investigados os mecanismos de oxidagdo destas toxinas.

1.6 Acido Sérbico

Todos os anos, as contaminagdes por fungos e bactérias afectam a qualidade de inimeros
produtos consumiveis, inviabilizando a sua comercializagao ¢ consumo. De modo a prevenir
tais contaminacdes, tém vindo a ser desenvolvidos varios compostos que actuam como
agentes antimicrobianos e/ou antioxidantes, comummente designados por conservantes.

O acido sorbico (sorbic acid, SA), ou acido trans, trans-2,4-hexanoico, Fig. 1.4, ¢ um
agente antimicdtico que actua como conservante na prevengdo da proliferacdo de fungos,

leveduras e algumas bactérias.

AV

HsC 4 2

OH

Figura 1.4. Estrutura quimica do acido sorbico.

Nas ultimas décadas, o SA e os seus sais de sdodio, potdssio e calcio tém sido
considerados como aditivos seguros, quer para as industrias, quer para os consumidores em
geral, tendo-se tornado no conservante mundialmente mais utilizado em produtos alimentares,

farmacéuticos e cosméticos [60-62].
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Apesar das vantagens que o SA apresenta enquanto agente conservante e apesar da sua
elevada estabilidade no estado cristalino, estd provado que o SA apresenta instabilidade em
solugdes aquosas, levando a formacdo de varios produtos de degradacdo [63]. No caso
particular da industria alimentar, os produtos resultantes da degradacdo do SA estdo
envolvidos em reac¢des quimicas que alteram as propriedades organolépticas e nutricionais
dos produtos alimentares [64], de onde advém ndo s6 o prejuizo a nivel econdmico, como
também um problema de satide publica.

Dada a sua vasta utilizacdo em produtos consumiveis, a degradagdo do SA tem sido alvo
de muitos estudos efectuados por diversos autores ao longo dos ultimos 50 anos [64-70].

O principal processo de degradacdo do SA em meios aquosos estd descrito como
auto-oxidagdo, através do qual se formam produtos carbonilados [70]. Sabe-se que este
processo ¢ influenciado por varios factores, tais como o pH, a presenga de sais, ides metalicos,
glicerol [68] e aminoacidos [64]. Por outro lado, a instabilidade ¢ a degrada¢do do SA foram
também correlacionadas com processos de oxidagao, de radidlise [67] e de ac¢ao microbiana
[71].

Os produtos de degradacdo do SA em solugdes aquosas foram jé isolados e alguns deles
foram também caracterizados [64, 69]. De entre os ultimos, destacam-se o acetaldeido, o
malonaldeido, o crotonaldeido, a acroleina e a acetona. E importante salientar que alguns dos
produtos de degradagdo do SA sdo toxicos. O acetaldeido estd classificado como possivel
carcinogénico [72]. O crotonaldeido provoca irritagdes respiratdrias, cutaneas e oculares [73]
e tem efeitos genotoxicos nas células germinativas de mamiferos [74]. A acroleina ¢é vista
como um possivel carcinogénico, podendo ainda provocar efeitos nocivos ao nivel do sistema
reprodutor.

A abordagem ao estudo do SA e dos seus produtos de degradacdo tem sido feita com
recurso a diversas técnicas analiticas. Na analise de produtos farmacéuticos, as técnicas mais
frequentemente utilizadas sdo a cromatografia gasosa de headspace (HS-GC) [64] ¢ a
cromatografia liquida (LC) [75, 76]. Para a anélise de produtos alimentares, as técnicas mais
comuns sdo a extrac¢do em fase sélida (SPE), a cromatografia liquida de alta pressao (HPLC)
[77-79], a electroforese capilar com detecgdo UV [60], a espectrofotometria de UV-Vis [80] e
a potenciometria [81]. Os produtos de cosmética sdo analisados sobretudo com recurso a
HPLC com deteccao UV ou com deteccao electroquimica [62, 82].

Contudo, ndo foram investigados os mecanismos electroquimicos do SA e dos seus

produtos de degradacdo. Um objectivo deste trabalho foi investigar o comportamento

11
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electroquimico do SA, e dos seus produtos de degradagdo em meio aquoso, fazendo variar

ndo so tempo de degradacdo, mas também o pH do meio.

1.7 Principios de Electroguimica

Num sistema electroquimico, ¢ importante considerar os factores que afectam o
transporte da carga através da interface entre as fases quimicas. A excepgdo das reacgdes
redox homogéneas, as meias-reac¢des estdo separadas espacialmente e, normalmente, tém
lugar em eléctrodos diferentes imersos em solugdao dentro da mesma célula electroquimica. Os
eléctrodos estdo ligados entre si ndo sé através da solucdo (via transporte i6nico no electrdlito
de suporte), como também externamente através de fios condutores, de modo a que a carga
possa ser transportada [83].

A reaccdo electroquimica a investigar ocorre na superficie do eléctrodo de trabalho, na
interface eléctrodo-electrolito de suporte. O potencial do eléctrodo de trabalho ¢ controlado
por um eléctrodo de referéncia, que deve apresentar uma impedancia elevada de modo a ndo
permitir a passagem de corrente. A corrente flui entre o eléctrodo de trabalho e um eléctrodo
auxiliar através do electrélito de suporte.

Para uma reac¢ao de eléctrodo, o estado de equilibrio ¢ caracterizado pela equagdo de
Nernst, que relaciona o potencial do eléctrodo com a concentragdo das espécies em solugdo.

Considerando o caso geral

O+ne - R,

em que O (espécie oxidada) recebe n electrdes para se transformar em R (espécie reduzida), a

equacdo de Nernst ¢ dada por:

onde Co representa a concentracdo da espécie oxidada e Cr a concentracdo da espécie
reduzida, em solugao [84].
Durante uma experiéncia electroquimica, quando se aplica um potencial ao eléctrodo de

trabalho, as espécies electricamente carregadas sdo atraidas para a superficie do eléctrodo por
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forgas electrostaticas. Por sua vez, as espécies nao carregadas sao atraidas para a superficie do
mesmo eléctrodo por adsor¢do. Assim, num processo de eléctrodo € necessario considerar o
transporte das espécies até a superficie do eléctrodo, e a reac¢ao de eléctrodo.

O movimento de matéria dentro de uma célula electroquimica designa-se por transporte
de massa [83]. Neste contexto, existem trés modos de transporte de massa a considerar: por
convecg¢do, por migracao, e por difusdo.

O transporte de massa por convecgdo ¢ provocado pelo movimento da solu¢do quando
esta ¢ agitada, quando o eléctrodo ¢ girado/rodado, ou quando um fluxo de solugdo atravessa a
célula. A solucdo em movimento transporta as moléculas reagentes até a superficie do
eléctrodo e, simultaneamente, transporta os produtos gerados para longe da superficie do
eléctrodo [83].

A migragdo consiste no movimento de uma particula carregada resultante da interac¢ao
com um campo eléctrico, como aquele que existe nas proximidades do eléctrodo. Na maioria
dos métodos analiticos, o efeito da migracdo ¢ minimizado com a utilizacao de um electrolito
de suporte inerte [83].

A difusdo ¢ a forma mais simples de transporte de massa. E um processo que esta
presente em todas as medigdes electroanaliticas, e corresponde ao movimento das espécies em
solucao de acordo com o gradiente de concentracao [83].

Na proximidade da superficie do eléctrodo (camada de difusdo) considera-se que as
espécies sdo transportadas unicamente por difusdo, ja que a convecgdo pode ser controlada do
exterior ¢ a migragdo pode ser negligenciada devido ao electrolito de suporte inerte. Na Fig.

1.5 encontra-se uma representagao esquematica dos processos de eléctrodo.

eléctrodo
O"’
*
2, N
"‘.
) . 2 A o* difusdo(passol)
'o.. /pasS/o/ ko
l' ‘. N
e
".’ transferéncia
. de electrdo k||,
".. (passo 5) ¢
*
2, *.
‘e, \
KR kyr
l R* — R
difusdo

Figura 1.5. Esquema de transferéncia de electrio num eléctrodo [83]. Passo 1 — difusdo; passo 2 —
rearranjo da atmosfera idnica; passo 3 — reorientacdo dos dipolos do solvente; passo 4 — alteragdes nas
distancias entre o 130 central e os ligandos; passo 5 — transferéncia do electrio.

13



1. INTRODUCAO

Nas reaccdes de oxidagdo, considera-se que o eléctrodo de trabalho funciona como
aceitador de electrdes, gerando uma corrente positiva, ou seja, uma corrente anddica, /,. Por
oposi¢do considera-se que, nas reac¢des de reducdo, o eléctrodo funciona como dador de

electrdes, de onde resultam correntes negativas ou catddicas, /..

1.7.1 Técnicas de voltametria

A voltametria consiste na medi¢do da corrente que atravessa o eléctrodo de trabalho em
funcao do potencial aplicado.

A corrente registada ¢ composta por uma componente faradaica, /, devida a transferéncia
de electrdo, e uma componente capacitiva, /,, devida a dupla camada. A corrente total, [;, ¢ a

soma de ambas:

Li=Ir+ I.

Nas experiéncias de voltametria, tanto o potencial aplicado como a corrente registada
variam ao longo do tempo. A resposta da corrente em fungdo do potencial, 7 = I (E), ¢
registada sob a forma de um voltamograma. A variagdo de potencial ao longo do tempo

designa-se por velocidade de varrimento, v.

As duas técnicas voltamétricas mais utilizadas sdo:

a) métodos de varrimento ciclico do potencial, que consistem na aplicagdo ao eléctrodo
de trabalho de um potencial que varia de forma ciclica ao longo do tempo;

b) métodos de degrau e impulso, que consistem na aplicacdo ao eléctrodo de trabalho de
um degrau de potencial ou de corrente, alterando instantaneamente o sistema
electroquimico; a voltametria de impulso diferencial ¢ a de onda quadrada sdo

exemplos desta técnica.

1.7.1.1 Voltametria Ciclica (CV)

A voltametria ciclica (Cyclic Voltammetry, CV) ¢é vista como uma das técnicas
electroquimicas mais eficazes e versateis para o estudo dos mecanismos de reac¢ao de

sistemas redox. Esta eficacia deve-se, em parte, a rapidez com que ¢ possivel observar o

14



1. INTRODUCAO

comportamento redox de uma molécula em toda a gama de potencial de trabalho. A
voltametria ciclica ¢, por isso, frequentemente a técnica de elei¢do utilizada no inicio de um
estudo electroquimico.

Nesta técnica, o potencial aplicado ao eléctrodo varia de forma linear a uma velocidade
de varrimento constante, v = dE / dt, entre um potencial inicial (£;) € um potencial final (Ef)

previamente escolhidos, Fig. 1.6.

E)

Ema; Y .

Emin

Figura 1.6. Variacdo do potencial aplicado em fun¢do do tempo numa experiéncia de voltametria
ciclica. E; — potencial inicial; Er— potencial final; £,,.x — potencial maximo; £, — potencial minimo.

Nesta técnica, o sentido inicial do varrimento ¢ invertido quando se atinge um valor de

potencial maximo, Enax, a0 fim de um determinado tempo, t;.

Os parametros fundamentais a considerar em voltametria ciclica sdo:
¢ O potencial inicial — Ej
¢ O sentido inicial do varrimento
¢ A velocidade de varrimento, v, dada por v = |dE/d|
¢ O potencial maximo — Epax
¢ O potencial minimo — Eyn

e O potencial final - Ef

A corrente registada ¢ a corrente faradaica, Ir, gerada pela reac¢do que ocorre no

eléctrodo. Contudo, existe também uma contribuicdo da corrente capacitiva, /.: ao inverter o
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sentido do varrimento do potencial, a carga da dupla camada altera-se; esta contribuicao

aumenta com o aumento da velocidade de varrimento.

Transferéncia electronica reversivel

Na Fig. 1.7 encontra-se um voltamograma ciclico tipico que se obtém para um processo

de transferéncia de carga reversivel, e os respectivos pardmetros caracteristicos.

Figura 1.7. Voltamograma ciclico tipico para uma reac¢do reversivel. £}, — potencial de pico anddico;
I, — corrente de pico anddico; E,,. — potencial de pico catodico; I, — corrente de pico catodico.

As correntes de pico t€ém uma relagdao de proporcionalidade com a velocidade da reacgao
de transferéncia de carga e com a concentracdo em solucdo da espécie que sofre essa reacgao.
As condi¢des necessarias para diagnosticar a reversibilidade de um sistema através de
voltametria ciclica sdo:
o I~ 72
e FE,independente de v
o AE,=|Ep- Ep| =57/n (mV)
o |E,-Eyp|=56,6/n (mV)
o |L/lp| =1
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Pela aplicagdo dos critérios de reversibilidade acima descritos, ¢ possivel calcular o
nimero de electrdes transferidos no processo electroquimico. Se a reac¢do for reversivel,

pode ainda calcular-se o potencial formal de reducio, E°, da seguinte forma:

Byt Epq

E°
2

Transferéncia electronica irreversivel

Quando nio sdo verificadas as condi¢des de reversibilidade de um sistema, este pode ser
considerado como quasi-reversivel ou irreversivel.

A extensdo da irreversibilidade intensifica-se com o aumento da velocidade de
varrimento, € o valor de |l /I, torna-se diferente de 1. Em comparagdo com o caso
reversivel, verifica-se ainda a diminui¢do das correntes de pico e a crescente separagdo entre
picos anodicos e catddicos.

Os critérios de diagnostico para sistemas irreversiveis sao:

o |E,—Eypn|=47(on’) (mV)
e |dE,/dlogv|=29,6/(on) (mV)

e [, dependente de v

Um voltamograma ciclico de um sistema irreversivel apresenta picos de corrente que nao
tém picos inversos associados no varrimento do potencial no sentido oposto.

Entre os processos de eléctrodo reversiveis e irreversiveis, encontram-se 0s processos
quasi-reversiveis, em que se observam picos inversos aquando do varrimento do potencial no

sentido oposto, mas em que AE,> 57/n (mV).

1.7.1.2 Técnicas de degrau e impulso
O objectivo principal no desenvolvimento das técnicas de degrau e impulso de potencial

foi diminuir tanto quanto possivel a contribui¢do da corrente capacitiva na corrente total

registada. ApoOs a aplicagdo de um degrau de potencial, a corrente capacitiva decai
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exponencialmente com o tempo, ao passo que a componente faradaica decai a uma velocidade

inferior.

Voltametria de Impulso Diferencial (DPV)

A voltametria de impulso diferencial (Differential Pulse Voltammetry, DPV) consiste na
aplica¢do de pequenos impulsos de amplitude crescente, AE,,, sobre um potencial-base, Epase,
sendo o aumento de amplitude sempre igual, AE.

A corrente ¢ medida em dois momentos: imediatamente antes da aplicacdo do impulso e
no fim do impulso; no entanto, ¢ a diferenca entre as duas medidas que ¢ registada. A onda
voltamétrica formada em DPV esta representada na Fig. 1.8.

Dado que a DPV ¢ uma técnica diferencial, a resposta ¢ semelhante a primeira derivada
de um voltamograma convencional, ou seja, um pico. O potencial do pico, E,, pode ser
identificado aproximadamente com Ej». Com o aumento da irreversibilidade do sistema, £,
afasta-se de £, (sistema reversivel); simultaneamente, a largura do pico aumenta e a sua

altura diminui.

Al=1,-1

172
2 —

o — E

Figura 1.8. Representagdo esquematica (A) da aplicagdo de potenciais e (B) perfil / vs. E tipico em
voltametria de impulso diferencial.
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A velocidade de varrimento ¢ determinada pelo tempo de intervalo entre duas aplicacdes
sucessivas de impulso e pelo valor de AEs: v = 1 AE;. Normalmente, a velocidade de
varrimento varia entre 1 ¢ 10 mV s

A amplitude escolhida para o impulso de potencial AE, deve ter em conta a reac¢do em
estudo e a sensibilidade exigida, ja que grandes amplitudes geram correntes capacitivas
residuais que podem diminuir a possibilidade de detectar a corrente faradaica.

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

inversamente proporcional ao nimero de electrdes transferidos:

W1/2 = 3,52 RT / nF

0 que permite caracterizar o0 mecanismo da reac¢do de transferéncia de carga. A intensidade
do pico de corrente, /,,, ¢ proporcional a concentragdo do analito; no entanto, também depende

da velocidade da reaccao electroquimica.

Voltametria de Onda Quadrada (SWV)

A voltametria de onda quadrada (Square Wave Voltammetry, SWV) foi desenvolvida em
1952 por Barker e ¢ hoje em dia uma técnica analitica de elevada importancia.

A onda gerada consiste numa onda quadrada de impulso AE, de larga amplitude
sobreposta numa escada de potencial com degraus de amplitude AE;, ¢ com periodo T, Fig.

1.9.
A B

A=11)-1Q

_I_ 2 .~..'\ ...... .
f— 7 — t E

Figura 1.9. (A) Esquema de aplicacdo de potenciais ¢ (B) reposta tipica em voltametria de onda
quadrada.
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Em SWV, a amostragem de corrente ¢ feita antes do fim de ambos os impulsos — positivo
e negativo — em cada ciclo (1 e 2 na Fig. 1.9A). A corrente total, Al (I;) que é registada
corresponde a diferenca entre a corrente /(1) registada no fim do impulso de potencial directo
— corrente directa (forward current, If) — e a corrente /(2) registada no fim de do impulso
inverso — corrente inversa (backward current, I,). Dado que /(2) possui sinal contrario a (1),
para sistemas reversiveis, A/ = I(1) - 1(2) ¢ maior do que /(1), Fig. 1.9B.

Enquanto que em DPV as velocidades de varrimento aplicadas oscilam entre 1 e 10 mV s
! em voltametria de onda quadrada ¢ possivel aplicar velocidades mais elevadas, como 1 V s”
! 0 que confere algumas vantagens a esta técnica, tais como: maior rapidez de analise, menor

consumo de espécies electroactivas (em relagdo a DPV), e redugdo dos problemas que advém

do bloqueio da superficie do eléctrodo [83].

1.8 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O termo ‘“‘cromatografia” engloba uma série de técnicas cuja finalidade consiste na
separacdo de multiplos componentes contidos numa mesma amostra, tendo por base as
diferengas de afinidade que esses componentes apresentam para com uma fase movel e uma
fase estacionaria [85].

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance Liquid Chromatography,
HPLC) ¢ uma técnica cromatografica que faz uso de pressdes elevadas para forcar um
solvente (fase movel) a atravessar uma coluna composta por particulas de pequenas
dimensdes (3-10 um, fase estacionaria), de onde resultam separacdes de alta resolugao. O
processo através do qual o analito ¢ arrastado ao longo da coluna de separac¢do por accdo da
fase movel designa-se por eluigdo [85].

A HPLC apresenta dois modos principais: HPLC de fase normal (HPLC-NP) e HPLC de
fase reversa (HPLC-RP). Na HPLC-NP, a fase estacionaria ¢ polar (por ex.: silica) e a fase
movel € apolar ou pouco polar (por ex.: hexano ou 99/1 v/v hexano/diclorometano); nesta
vertente, sdo retidos preferencialmente os compostos polares. Na HPLC-RP, acontece o
oposto: a fase estacionaria ¢ de natureza apolar (por ex.: octadecil), e a fase mdovel é composta
por um solvente principal polar — normalmente a agua — modificado com um solvente menos

polar (por ex.: metanol, acetonitrilo, tetrahidrofurano) [86].
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Um aparelho de HPLC ¢ composto por um sistema de controlo de solventes, uma valvula
de injec¢do, uma coluna de alta pressdao, um detector ¢ um computador, com o qual se
controlam os parametros cromatograficos e se visualizam os resultados obtidos, sob a forma
de cromatogramas (resposta do detector vs. tempo de eluicao da amostra).

Existem varios métodos de detecgdo utilizados em HPLC, dependendo sobretudo das
propriedades fisico-quimicas do(s) analito(s) que se pretende detectar. Em cromatografia
liquida, os detectores mais frequentemente utilizados sdo sensiveis as diferengas de
concentragdo do analito, ou seja, o sinal registado pelo detector € uma fun¢ao da concentragao
do analito que atravessou a coluna de separacao [87].

O detector de indice de refraccdo (RI), o detector de fluorescéncia (FL), o detector
electroquimico (EC) e o detector ultravioleta (UV) sdo os mais utilizados em HPLC. De entre
todos os métodos, a detecgdo UV ¢ a mais popular e pode ser feita de trés formas distintas:
deteccdo a um unico comprimento de onda (fixo), deteccdo a um comprimento de onda

variavel, e detec¢do UV com informacao espectral, como ¢ o caso do detector de fotodiodos

(photodiode array, PDA).

Saida da
amostra

X
/ﬂ\\ - — —
N —=7 N\ — 9_
Iy d| ) %' | — F /I X . > Amplificador
Bl—= == | D X |—>
H=U==U2 T
N X
/ -
| N Detector
Fonte de luz Entrada da . de fotodiodos
Célula de fluxo . =
amostra Rede de difraccdo

Figura 1.10. Percurso optico de um detector PDA. Adaptado de [88]

O PDA ¢ o detector UV mais avancado utilizado em HPLC. Comparado com os outros
detectores UV, o PDA tem a vantagem de recolher informagdo espectral sem comprometer a
sensibilidade ¢ a resolugdo da analise [89].

Os componentes Opticos que constituem um detector de PDA estdo apresentados na
Fig. 1.10.

Uma lampada de deutério emite luz na direc¢do da célula de fluxo, a qual contém liquido

a passar continuamente. Existe um interruptor entre a fonte de luz e a célula de fluxo, que
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tanto pode estar aberto como fechado. O feixe de luz atinge a rede de difrac¢do, onde ¢
dividida, e os comprimentos de onda variam desde 190 a 800 nm [89].

Através da andlise da informacao espectral, o detector de PDA fornece informagdes uteis
sobre a identidade e a pureza de um composto, que, quando combinadas com condigdes
apropriadas de sensibilidade e selectividade, sdo ferramentas essenciais nas analises

qualitativas e quantitativas por HPLC [89].
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2. EXPERIMENTAL

Neste capitulo ¢ feita uma descri¢do dos reagentes e solucdes, dos diversos materiais
utilizados na prepara¢do e na execugdo das experiéncias, da instrumentacdo relativa as
técnicas de analise e dos parametros experimentais associados a cada uma delas, bem como

do tratamento e apresentacdo dos resultados experimentais obtidos ao longo deste trabalho.

2.1 Reagentes e Solucoes

A MC-LR e a NOD foram adquiridas a Alexis Biochemicals (Alexis Corporation,
Switzerland). O SA, os aminoacidos L-Leucina, L-Arginina, D-Alanina, acido L-glutdmico,
acido L-aspartico e o acido 2-acetamidoacrilico, o acetonitrilo e o acido féormico (ambos com
grau de pureza para HPLC) foram adquiridos a Sigma-Aldrich.

Apds a preparacdo das solugdes stock, estas foram guardadas a 4 °C até ao momento da
sua utilizacdo. As concentragdes especificas utilizadas nas medidas voltamétricas estdo
referidas ao longo do texto e foram obtidas por diluicdo da respectiva substancia no electrolito
desejado, directamente na célula electroquimica. Ap6s a analise das solucdes, estas foram
transferidas da célula electroquimica para tubos de microcentrifuga de 0,65 mL (Costar®) e
armazenadas a 4 °C, durante os varios periodos de incubagdo estudados (indicados em cada
caso no Capitulo 3).

Todas as solu¢des dos varios compostos e todas as solu¢des tampao foram preparadas em
agua desionizada ultrapura obtida através de um sistema Millipore Milli-Q (condutividade <

0,1 uS cm'l), Millipore S.A., Franga.
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As solugdes saturadas com N, foram preparadas pela passagem do fluxo de gés de
elevada pureza através das solugdes durante 15 minutos antes do inicio do ensaio

voltamétrico. Durante o ensaio, o fluxo de gés foi mantido sobre as solucdes.

As solugdes tampao de electrdlito de suporte, com diferentes valores de pH e forga ionica
0,1 M, foram preparadas de acordo com a Tabela 2.1, a partir de reagentes de purcza

analitica.

Tabela 2.1. Composiggo das solugdes tampao de electrolito de suporte.

Electrélito de suporte pH
KC1+ HC1 1,3
KCI1+HCl 2,1

HAcO + NaAcO 34
HAcO + NaAcO 4.2
HAcO + NaAcO 5,3

NaH,PO, + Na,HPO, 6,1

NaH,PO, + Na,HPO, 7,0

NaH,PO, + Na,HPO, 8,1

Na,B,0; + NaOH 9,2
Na,B,0; + NaOH 10,3
KCl + NaOH 11,9

As medi¢oes de pH foram feitas com um medidor de pH Crison micropH 2001
(Barcelona, Espanha), com um eléctrodo de vidro combinado Ingold.

Todas as experiéncias foram feitas a temperatura ambiente (25 = 1 °C).

No tratamento dos dados e na construcdo dos graficos apresentados neste trabalho foi
utilizada a versdo 6.0 do programa Origin® (Microcal Software, Inc., USA).

Para desenhar as estruturas quimicas das substancias estudadas utilizou-se o programa

ChemDraw Ultra, versao 8.0 (CambridgeSoft Corporation, EUA).
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2.2 Instrumentacao

2.2.1 Experiéncias electroquimicas

As experiéncias electroquimicas de voltametria foram feitas numa célula electroquimica
de 2 mL de capacidade maxima, com um eléctrodo de carbono vitreo (GCE) de 1,5 mm de
didmetro (Cypress Systems Inc., EUA) como eléctrodo de trabalho, um fio de platina como
eléctrodo auxiliar e um eléctrodo Ag/AgCl (3M KCI) (Cypress Systems Inc., EUA) como

eléctrodo de referéncia, Fig 2.1.

Eléctrodo auxiliar
Pt

Eléctrodo de referéncia Eléctrodo de trabalho Célula electroquimica
Ag/AgClI I GCE
} /

y

g
w

Figura 2.1. — Eléctrodos e célula electroquimica.

Para o polimento do eléctrodo de trabalho utilizou-se spray de diamante com particulas
de 1 um (Kemet International Ltd, Reino Unido). Apds o polimento, o GCE foi limpo com
um jacto de agua desionizada. Depois deste procedimento, foram registados varios
voltamogramas em solu¢do tampao até se obter uma linha de base estavel, para garantir que a
superficie do GCE havia sido devidamente limpa.

Todos os ensaios electroquimicos foram feitos com um potenciostato pAutolab Tipo 11
(Autolab Electrochemcial Instruments, Utrecht, Holanda), Fig. 2.2, com o software GPES
(General Purpose Electrochemical System), versdo 4.9 (Echo-Chemie, Utrecht, Holanda).
Este software permitiu ndo sé o controlo dos parametros voltamétricos em cada experiéncia,

como também a obteng¢ao e o tratamento dos dados experimentais.
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Figura 2.2. — Imagem do potenciostato pAutolab Tipo II.

Para as experiéncias de DPV, os parametros voltamétricos foram os seguintes: amplitude
de impulso de 50 mV, largura de impulso de 70 ms e velocidade de varrimento de 5 mV.s™.
Nas experiéncias de SWV, aplicou-se a frequéncia de 50 Hz, e o incremento de potencial de 2
mV, correspondendo a uma velocidade de varrimento efectiva de 100 mV.s'. Nas

experiéncias de CV, foram utilizadas as velocidades de varrimento 50 ¢ 100 mV.s™.

2.2.2 Espectrofotometria de UV-Vis

As experiéncias espectrofotométricas foram registadas num espectrofotometro
SPECORD S100, associado ao programa Aspect Plus, versdo 1.5 (Analytik Jena GmbH, Jena,
Alemanha). Foram utilizadas cuvettes de quartzo com percurso optico de 1 cm para as
solucdes de SA e de 1 mm para as solucdes de MC-LR e de NOD. Os espectros foram obtidos

na gama de comprimento de onda entre 200 e 400 nm.

2.2.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Os ensaios de HPLC foram feitos num cromatografo Alliance™ Waters 2690, acoplado a
um detector espectrofotométrico de fotodiodos (Photodiode Array Detector 996, PDA 996)
(Waters, S.A., EUA).

A coluna utilizada foi uma C;g de fase reversa ODS-3V (Inertsil).

A fase moével teve a seguinte composicao: 35 % acetonitrilo, 65 % agua, 0,05 % acido
foérmico, com pH final de 2,8.

A absorvancia UV foi monitorizada a 260 nm (SA) e a 239 nm (MC-LR e NOD), e na
gama de 210-600 nm com o PDA.
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O volume de injec¢ao utilizado para todas as amostras foi de 50 uL. A eluicdo foi feita de
modo isocratico, ou seja, a composi¢cdo da fase movel foi constante ao longo do tempo.
Os cromatogramas apresentados foram obtidos com o programa Millenium 32

Chromatography Manager (Waters, S.A., EUA).
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3. ESTUDO VOLTAMETRICO DO ACIDO SORBICO

A caracterizacdo sistematica do comportamento electroquimico do acido sérbico e da sua
degrada¢do em meio aquoso foi efectuada por voltametria ciclica, de onda quadrada e de

impulso diferencial, por espectrofotometria de UV-Vis e por HPLC.

3.1 Oxidacéo electroquimica do SA

3.1.1 Voltametria Ciclica

O estudo do comportamento electroquimico do SA iniciou-se com experiéncias de CV.
Os primeiros voltamogramas ciclicos foram registados numa solugio de SA 7,5 x 10* M
preparada em tampao fosfato, pH 7,0, saturada com N».

O varrimento do potencial teve inicio a 0,00 V, evoluiu no sentido positivo atingindo o
limite de + 1,50 V, onde foi invertido o sentido do varrimento; uma vez atingido o limite
negativo de -1,00 V, o sentido do varrimento foi novamente invertido até alcancar o potencial
inicial, e assim sucessivamente.

Independentemente do sentido inicial do varrimento, foi observado apenas um pico na
regido anodica, o que indicou que a Unica reaccdo do SA ¢ de oxidagdo. Assim, todos os
voltamogramas ciclicos foram registados na janela de potencial compreendida entre 0,00 V e

+ 1,50 V.

30



3. ESTUDO VOLTAMETRICO DO ACIDO SORBICO

E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 3.1 — Voltamogramas ciclicos obtidos com um GCE numa solugdo de SA 750 uM a pH 7
(tampdo fosfato 0,1 M): (==) primeiro, (===) segundo e (+**) terceiro varrimentos a v =100 mV s,

No sentido positivo do primeiro varrimento obtido numa solugdo de SA 7,5 x 10 M
preparada em tampao fosfato, pH 7,0, verificou-se a ocorréncia do pico anoddico 1, a
Elpa =+ 1,38 V. Apos a inversao do sentido do varrimento ndo se observou nenhum pico
catodico, Fig, 3.1, de onde se concluiu que a oxidagdo do SA a superficie do GCE ¢ uma
reacgdo irreversivel. Ainda na mesma solug¢do de SA e sem limpar a superficie do GCE, foram
registados varrimentos sucessivos do potencial. Nesses varrimentos ndo se verificou a
existéncia de novos picos, o que evidenciou que a oxidacdo do SA nao envolve a formagao de
quaisquer produtos electroactivos. Contudo, observou-se a diminui¢do da corrente do pico 1,
no segundo e terceiro varrimentos. Esta observagdo ¢ consequéncia da adsor¢do do SA e/ou

dos seus produtos de oxidagdo nao electroactivos a superficie do GCE.
3.1.2 Voltametria de Impulso Diferencial

O efeito do pH na oxidagao electroquimica do SA foi avaliado por DPV, entre pH 3,4 ¢
11,9. Preparou-se uma solu¢do de SA 1,5 x 10* M para cada valor de pH do electrdlito de

suporte. Os primeiros voltamogramas registados em cada uma das solugdes de SA estdo

representados graficamente na Fig. 3.2.
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Figura 3.2 — Representagdo grafica 3D de voltamogramas de impulso diferencial com correcgdo de
linha de base obtidos com um GCE em solugdes de SA 150 uM em diferentes electrolitos de suporte,
em fungdo do pH.

O pico 1, foi registado a Elpa ~+ 1,36 V em todos os voltamogramas, independentemente
do pH do electrolito de suporte, o que indica que a reac¢do de oxidagdo do SA envolve apenas
a transferéncia de electroes. A largura a meia altura do pico 1,, W, = 87 mV, corresponde a
transferéncia de um electrdo [83]. Verificou-se uma diminui¢do da corrente do pico 1, com o
aumento do pH e para electrdlitos de suporte com pH superior a 7,0 o pico 1, ndo foi

observado.

3.2 Comportamento electroquimico do SA quimicamente degradado

Observou-se que o perfil electroquimico de uma solugdo de SA imediatamente apds a sua
preparagdo e passadas aproximadamente cinco horas ndo era idéntico, pois foram registados
novos picos de oxidacdo, a potenciais menos positivos. O aparecimento de novos picos foi
associado a formacao de SA quimicamente degradado (cdSA) em solugdo ao longo do tempo
de incubacdo. Assim, procedeu-se ao estudo do comportamento electroquimico do cdSA por

voltametria.
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3.2.1 Voltametria de Impulso Diferencial e efeito do pH

O estudo do comportamento electroquimico do dSA foi primeiro efectuado com uma
solugdo de SA a pH 3,4 (tampao acetato 0,1 M) por DPV. Os voltamogramas foram
registados apds diferentes tempos de incubacdo em solugdes de SA 30 uM. A superficie do
GCE foi devidamente limpa entre cada experiéncia.

Os voltamogramas registados ap6s 5 horas de incubagdo apresentavam o pico 2, a
Ezpal =+ 0,83 V, que se atribuiu a oxidag¢do do cdSA, Fig. 3.3. Nesta solugdo, foram também
registados voltamogramas apos periodos mais longos de incubagdo: 24, 48 e 96 horas, e 7 e
14 dias. Nestes voltamogramas verificou-se ao longo do tempo um aumento progressivo da
corrente do pico 2,, enquanto que a corrente do pico 1, diminuiu a medida que o tempo de
incubagdo aumentou, até que o pico 1, deixou de ser observado, Fig. 3.3. Contudo, apos
14 dias de incubagdo, a corrente do pico 2, atingiu um valor constante, o que indicou que a
degrada¢do do SA naquela solugdo estava completa.

Estas experiéncias evidenciaram que, apos um periodo de incubagao em solucdes tampao,
a molécula de SA sofre alteracdes estruturais. O decréscimo da corrente do pico 1, com o

passar do tempo corresponde a diminui¢ao da concentragdo de SA em solugdo; por outro lado,

o aumento da corrente do pico 2, traduz o aumento da concentragdo de cdSA na mesma

solucao.

2
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E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 3.3 — Voltamogramas de impulso diferencial com correcgdo de linha de base obtidos com um

GCE em solugoes de SA 30 uM a pH 3,4 (tampao acetato 0,1 M) ap6s (==) O h, (===) S h, (*=s) 48 h e
(==) 14 dias de incubagao.
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Foram registados voltamogramas sucessivos numa solugdo de SA a pH 3,4 (tampao
acetato 0,1 M), apos 14 dias de incubacdo, Fig. 3.4. No primeiro varrimento observou-se o
pico 2, a E%,, = + 0,82 V. No segundo varrimento verificou-se o aparecimento de dois novos
picos de oxidagao: o pico 3,, a E3pa =+0,48 V, e 0 pico 4,, a E4pa =+ 0,57 V. Estes dois picos
correspondem a oxidacao do produto de oxidacdo do cdAS formado a superficie do GCE
durante o primeiro varrimento do potencial. Com o aumento do numero de varrimentos
sucessivos, verificou-se o aumento da corrente dos picos 3, e 4,, devido a formagao de maior
quantidade de produto de oxidagdo do cdSA a superficie do GCE. Verificou-se ainda que os

produtos de oxidag¢ao do cdSA adsorvem a superficie do GCE, Fig. 3.4.

04 06 08 10
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 3.4 — Voltamogramas de impulso diferencial com correcgdo de linha de base obtidos com um
GCE em solugoes de SA 30 uM a pH 3.4 (tampao acetato 0,1 M) apds 14 dias de incubagao: (===) 1°,
(===) 2° e (**+) 3° varrimentos sucessivos ¢ (==) 1° varrimentos apds transferir o GCE para solugdo
tampao.

O comportamento electroquimico do cdSA e dos seus produtos de oxidagdo foi estudado
por DPV, numa ampla gama de pH: de 3,4 a 11,9. Todos os voltamogramas foram registados
em solugdes degradadas quimicamente de SA 30 uM apo6s 14 dias de incubagdo nos diferentes
electrolitos de suporte. A superficie do GCE foi devidamente limpa entre cada experiéncia.

O pico 2, foi observado para electrdlitos de suporte com pH inferior a 11,9. Para
electrélitos com pH superior a 3,4 e inferior a 9,2, verificou-se o deslocamento do potencial

do pico 2, para valores menos positivos com o aumento do pH, Fig. 3.5.
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Verificou-se a relacao linear, E2pa (V)= 1,03 — 0,059 pH, Fig. 3.6, ¢ a inclinac¢do da recta
(59 mV por unidade de pH), o que permitiu concluir que o mecanismo de oxidagdo do cdSA
envolve a transferéncia do mesmo numero de electrdes e de protdes [90]. Sendo a largura a
meia altura do pico 2, aproximadamente 73 mV, o mecanismo de oxidacdo do cdSA deve

envolver a transferéncia de um electrao e de um protao.

Figura 3.5 - Representacdo grafica 3D de voltamogramas de impulso diferencial com correcgdo de
linha de base obtidos com um GCE apo6s 14 dias de incubagdo de solugdes de SA 30 uM preparadas
em diferentes electrélitos de suporte, em fungdo do pH.

0.9+
0.8
0.7 .

0.6- B

E/V (vs. Ag/AgCl)
u

0.5 A .2

0.4 T T T T T T T T T 1

Figura 3.6 - Representacdo grafica do potencial () E; do pico 2, em funcdo do pH.
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Para electrolitos de suporte com pH superior a 9,2 o potencial do pico 2, manteve-se
constante. Assim, o mecanismo de oxidacdo do cdSA ¢ independente do pH, envolvendo
apenas a transferéncia de um electrao.

Pela interseccdo da recta com inclinagdo de 59 mV por unidade de pH com a recta
horizontal, Fig. 3.6, determinou-se para o cdSA o valor de pK, =~ 9,2.

Durante estas experiéncias, para cada uma das solucdes preparadas nos diferentes
electrélitos de suporte foram registados voltamogramas sucessivos sem limpar a superficie do
GCE.

Para electrolitos com pH superior a 3,4 ¢ inferior a 11,9, no segundo varrimento, foram
observados os picos 3, € 4 ,, que, como mencionado anteriormente, correspondem a oxidagao
dos produtos de oxidagdo do dSA formados a superficie do GCE durante o primeiro
varrimento do potencial. O comportamento electroquimico destes produtos foi estudado em
funcao do pH do electroélito de suporte.

Verificou-se que o potencial dos picos 3, e 4, se deslocou para valores menos positivos
com o aumento do pH, numa relagdo linear entre potencial e pH. O declive da recta, 59 mV
por unidade de pH, evidenciou que os mecanismos de oxidagdo subjacentes envolvem a
transferéncia do mesmo numero de electrdes e de protdes. Para ambos os picos, registou-se a
largura a meia altura de 54 mV, o que indica que ambas as oxidagdes envolvem, cada uma, a
transferéncia de dois electrdes e de dois protdes.

Para electrodlitos de suporte com pH superior a 9,2, o potencial dos picos 3, e 4, manteve-
se constante, ou seja, os mecanismos de oxidagdo sdo independentes do pH, envolvendo
apenas a transferéncia de dois electroes.

Foi ainda analisada a variacdo da corrente do pico 2, em fun¢do do tempo de incubagdo,

Fig. 3.7.

222 24 h

4 6 8 10
pH
Figura 3.7 — Representacdo grafica da variacdo da corrente do pico 2, (I,,) com o tempo de incubagao,
em funcdo do pH do electrolito de suporte.
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Através da analise do grafico, Fig. 3.7, verificou-se que os valores mais elevados da
corrente do pico 2, foram obtidos em electrdlitos acidos, o que sugere que a degradagdo

quimica do SA em solugdo ¢ favorecida nestes pH’s, e desfavorecida em electrolitos alcalinos.

3.2.2 Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada foi utilizada com o intuito de melhor caracterizar os
produtos da degradagdo quimica do SA e o respectivo comportamento electroquimico.

Registaram-se voltamogramas de onda quadrada em diferentes electrolitos de suporte,
com diferentes valores de pH. Contudo, o comportamento electroquimico do cdSA foi
semelhante nos vérios pH’s.

O voltamograma apresentado na Fig. 3.8 foi registado numa solugdo de SA 30 uM a
pH 3.4 (tampao acetato 0,1 M) apos 20 dias de incubagdo. Observou-se que o pico 2,, a
E2pa =+ 0,87 V, corresponde a uma reaccdo de oxidagdo irreversivel, pois a componente
directa da corrente apresenta um pico anddico de corrente semelhante a corrente total,

enquanto que a componente inversa nao apresenta qualquer pico catodico.

04 06 08 10
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 3.8. Voltamograma de onda quadrada (1° varrimento) obtido com um GCE apds 20 dias de
incubacdo de uma solu¢do de SA 30 uM a pH 3,4 (tampdo acetato 0,1 M). f = 50 Hz, AE; =2 mV,
amplitude de impulso 50 mV, v = 100 mV s'; I, — corrente total, l; — corrente directa,
I, — corrente inversa.
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04 06 08 10
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 3.9 - Voltamograma de onda quadrada (2° varrimento) obtido com um GCE apoés 20 dias de
incubacdo de uma solu¢do de SA 30 uM a pH 3,4 (tampdo acetato 0,1 M). f = 50 Hz, AE; =2 mV,
amplitude de impulso 50 mV, vg = 100 mV s’ I, — corrente total, I — corrente directa,
I, — corrente inversa.

Foi registado um segundo varrimento na mesma solu¢do de SA sem limpar a superficie
do GCE, Fig. 3.9. Observou-se o pico 3, a E3pa =+ 0,51 Ve o pico 4, a E4pal =+ 0,62 V.
Através da separacdo da corrente total nas suas componentes — directa e inversa — verificou-se
que ambos o0s picos correspondem a reac¢des reversiveis, pois as correntes anddicas e
catddicas sdo iguais. Neste varrimento, a corrente do pico 2, foi menor do que no primeiro

devido a adsorcao dos produtos de oxidagao do cdSA a superficie do GCE.

3.3 Espectrofotometria de UV-Vis

Foram registados espectros de absor¢do UV-Vis com a finalidade de complementar os
estudos voltamétricos. Os espectros obtidos foram registados em solu¢des de SA 25 uM
preparadas nos diferentes electrolitos de suporte, fazendo variar o pH entre 2,1 ¢ 11,9.

Para pH inferior a 4,0 os espectros apresentaram uma banda a A = 263 nm, devida a

liga¢do dupla do grupo carbonilico [70, 91].
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Figura 3.10 — Espectros de absor¢do UV-Vis de solugdes de SA 25 uM preparadas em tampao fosfato
0,1 M: (==) 0 hapH 6,1, e ap6s 15 dias de incubagdo a (=*=) pH 6,1, (¢**) pH 7,0 ¢ (===) pH &, 1.

Para pH superior a 4,0 a banda de absor¢do deslocou-se para A = 254 nm com o aumento
do pH, Fig. 3.10.

Foram registados espectros de absor¢ao para diferentes solucdes de SA, com diferentes
valores de pH, ndo s6 imediatamente apds a preparacdo das solugdes, mas também apos
quinze dias de incubagao.

Os espectros registados imediatamente apds a preparagao das solugdes de SA a pH 6,1,
7,0 e 8,1 foram semelhantes, Fig. 3.10. Apds quinze dias, a intensidade da banda de absorgdo
diminuiu para os pH’s 7,0 e 8,1; para pH 6,1 a banda de absor¢ao nao foi observada.

Estas observagdes levaram a conclusdo de que a degradacdo do SA em meio aquoso ¢
desfavorecida com o aumento do pH. Esta conclusdo vai de encontro ao que havia sido

anteriormente verificado nas experiéncias electroquimicas, Fig. 3.7.

34 HPLC

Com os ensaios de HPLC com detec¢ao UV de comprimento de onda varidvel (PDA)
pretendeu-se complementar os resultados obtidos através da electroquimica e da

espectrofotometria.
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Foram testadas solugdes de SA 5 uM imediatamente apos a sua preparagao na fase
movel, ¢ também ao fim de 24 dias de incubacao.

O cromatograma correspondente a solucdo de SA logo apds a sua preparagdo apresentou
um unico pico, com um tempo de retencdo de 5,5 minutos, Fig. 3.11, cujo maximo de
absorvancia foi registado para A = 262 nm.

Apés 24 dias de incubagdo, o cromatograma obtido apresentou trés picos,
Fig. 3.12. O pico corresponde ao SA apresentou o mesmo tempo de retengdo; contudo, a
intensidade da absorvancia registada foi inferior. Os dois novos picos apresentaram tempos de
reten¢do de 3,8 ¢ 9,5 minutos, com maximos de absorvancia registados para A =~ 246 nm ¢ A =

256 nm, respectivamente.

0.035 - 3,5
0.030
0.025
0.020 +

0.015

A/ a.u.

0.010

0.005 - ‘

0.000 —reesine J

O 2 4 6 8 10 12 14
t/ min

Figura 3.11 — Cromatogramas obtidos para solugdes de SA 5 uM apods (*¢¢) 0 h e (==) 24 dias de
incuagao.
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t/ min

Figura 3.12 — Detalhe dos cromatogramas apresentados na Fig. 3.11.

O aparecimento destes novos picos levou a concluir que o processo de degradacdo
quimica do SA em solucdo envolve a quebra da molécula em duas partes, que constituem os

produtos de degradagao.

3.5 Mecanismo de oxidacao e de degradacédo do SA

As experiéncias efectuadas demonstraram que o SA ¢ oxidado a superficie de eléctrodos
de carbono.

A oxidacao tem lugar na ligacdo dupla existente entre os atomos de carbono 2 (C2) e
3 (C3) ou 4 (C4) e 5 (C5). Uma vez que a ligacdo dupla C2 — C3 estd mais proxima do
terminal carboxilico da molécula de SA, o seu acesso a superficie do GCE ¢ mais dificil
relativamente a ligagdo dupla C4 — C5; assim, o pico 1, corresponde a quebra da ligagdo dupla
C4 — C5, com a remogao de um electrao e adicdo de um grupo hidroxilo ao carbono CS5,

Esquema 3.1A.
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Esquema 3.1. Mecanismo proposto para a oxidagao (A) do SA e (B) do dSA.

Os resultados electroquimicos revelaram que a degradacao quimica do SA envolve a
formacgao de um produto electroactivo (pico 2,).

Os principais produtos de degradacdo do SA em solugcdes aquosas sdo o malonaldeido, o
crotonaldeido e a acroleina [70]. A acroleina é uma molécula planar com as orbitais w das
ligagdes duplas C=C e C=0 sobrepostas, o que lhe confere maior estabilidade. Assim, a
oxidacdo da acroleina ocorre para um potencial muito superior & decomposi¢do do solvente
aquoso e ndo pode ser detectada. O pico 2, ¢ devido a oxidagdo do malonaldeido e do
crotonaldeido.

No Esquema 3.1B ¢ proposto um mecanismo para a oxida¢do do crotonaldeido e do
malonaldeido a superficie do GCE, pico 2,, com a formacdo de 2-hidroxicrotonaldeido e
2-hidroximalonaldeido [92,93], que sdo reversivelmente oxidados, picos 3,-3. e 4q.-4.,

respectivamente.
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4. ESTUDO VOLTAMETRICO DA MICROCISTINA-LR

Neste capitulo descreve-se o comportamento electroquimico da microcistina-LR

(MC-LR), e dos seus produtos de degradacao quimica em diferentes electrolitos de suporte.

4.1 Teste dos aminoacidos constituintes da MC-LR

Na sua estrutura quimica, a MC-LR contém os seguintes aminodcidos: alanina (Ala),
acido D-eritro-f-metil aspartico (MeAsp), Adda, glutamato (Glu), Mdha, leucina (Leu) e
arginina (Arg). Com a finalidade de determinar quais os centros electroactivos da molécula de
MC-LR, isto ¢, quais os locais responsaveis pela geragdo dos sinais electroquimicos, foram

também investigados estes aminodcidos.

4.1.1 Leu, Arg, Ala, Glu e Asp

Foram preparadas solugdes de Leu, Arg, Ala, Glu e Asp, 30 ¢ 60 uM, a pH 5,3
(tampdo acetato) e a pH 7,0 (tampao fosfato). Estas solugdes foram investigadas por DPV
com um GCE.

Os voltamogramas registados nestas solugdes nao apresentaram qualquer resposta

electroquimica, mesmo ap6s incubagdo durante longos periodos de tempo.
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4.1.2 N-metildesidroalanina (Mdha)

A N-metildesidroalanina (Mdha) ¢ um dos aminoacidos constituintes da estrutura ciclica
da MC-LR.

Dado que nao foi possivel obter comercialmente o aminoacido Mdha, estudou-se um
composto semelhante, o acido 2-acetamidoacrilico (2-AAA) ou N-acetildesidroalanina.
Foram preparadas solugdes de 2-AAA 60 uM, na gama de pH entre 3,5 e 7,0. Estas

solugoes foram testadas por DPV apo6s diferentes tempos de incubagdo, com um GCE.

Em todos os voltamogramas registados, independentemente do pH da solugao e do tempo

de incubagdo, observou-se apenas um pico anddico, a E,, =+ 1,30 V, Fig. 4.1.

2-AAA

—_— j
[
2

T
0.

10 nA it

) — T T T T T 1
04 06 08 10 12 14
E/V (vs. Ag/AgCl)
Figura 4.1.Voltamogramas de impulso diferencial com correc¢do de linha de base obtidos com um
GCE numa solugao de 2-AAA 60 uM a pH 5,3 (tampao acetato 0,1 M), ap6s (==) O h e (***) 6 dias de
incubagao.

Estas experiéncias revelaram que a oxidacdo electroquimica do 2-AAA a superficie do
GCE ¢ uma reac¢ao independente do pH do electrdlito de suporte.

Apds longos periodos de incubagdo, os voltamogramas registados ndo apresentaram

novos picos de oxidagdo; verificou-se apenas a diminuicdo da corrente do pico observado
inicialmente.
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4.1.3 Adda

A semelhanca do Mdha, também ndo foi possivel adquirir o aminoacido Adda via
comercial, e foi investigado um composto andlogo, o acido sérbico (SA), descrito no

Capitulo 3.

4.2  Comportamento electroquimico da MC-LR

4.2.1 Voltametria ciclica

O estudo do comportamento electroquimico da MC-LR foi iniciado com experiéncias de
voltametria ciclica (CV), com um GCE, em solu¢cdes de MC-LR 50 uM em diferentes
electroélitos de suporte, com diferentes valores de pH. Todas as solu¢des foram saturadas com
N, antes do inicio dos varrimentos ciclicos; durante o decorrer das experiéncias, foi mantido
um fluxo constante de N, sobre a solu¢do a fim de evitar a difusdo de oxigénio atmosférico
para o interior da solu¢cdo de MC-LR.

O varrimento do potencial efectuado nas experiéncias de CV teve inicio a 0,00 V, até ao
limite positivo de + 1,35 V, onde foi invertido o sentido do varrimento, atingindo
posteriormente o limite negativo de - 1,00 V. Observou-se que, independentemente do sentido
inicial do varrimento (para valores positivos ou para valores negativos de potencial), os
voltamogramas apresentavam um Unico pico na regido anoddica, o que revelou que a MC-LR
apenas sofre oxidagdo a superficie do GCE. Apods esta observagdo, todas as experiéncias
posteriores de CV foram efectuadas apenas na regido anddica.

Nos voltamogramas ciclicos obtidos numa solu¢io de MC-LR 50 pyM a pH 34
(tampao acetato 0,1 M) observou-se o pico 1,, a Elpa =+ 1,21 V, correspondente a oxidacao
da MC-LR, Fig. 4.2. Uma vez que na regido catddica ndo se observou qualquer pico,
concluiu-se que a reac¢ao de oxidagdo da MC-LR a superficie do GCE ¢ irreversivel. Ainda
na mesma solu¢do de MC-LR, sem limpar a superficie do eléctrodo, foram registados
varrimentos sucessivos de potencial, nos quais se verificou uma diminui¢do da corrente do
pico 1, Este efeito deve-se a adsor¢do da MC-LR e/ou dos seus produtos de oxidagdo a
superficie do GCE, que diminui a area electroactiva disponivel para a oxida¢do de novas

moléculas de MC-LR.
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02 04 06 08 10 12 14
E/V (vs. Ag/AgCI)

Figura 4.2. Voltamogramas ciclicos obtidos com um GCE numa solu¢do de MC-LR 50 uM a pH 3,4
(tampao acetato 0,1 M): (==) 1.°, (===) 2.° e (***) 3.° varrimento registados imediatamente apos a adi¢ao
de MC-LR ao electrélito de suporte; v =100 mV s™.

4.2.2 Voltametria de Onda Quadrada

A grande vantagem da voltametria de onda quadrada consiste na possibilidade de
determinar, num unico varrimento, se a reac¢ao de transferéncia de carga ¢ reversivel ou
irreversivel.

Foram registados varios voltamogramas de onda quadrada em solugdes de MC-LR
30 uM preparadas em diferentes electrdlitos de suporte, com diferentes valores de pH.
No primeiro voltamograma obtido na solu¢do de MC-LR a pH 5,3 (tampao acetato 0,1 M)
observou-se o pico 1, a Elpa =+ 1,19 V, Fig. 4.3. Uma vez que em SWV a corrente ¢
registada em duas componentes — directa, I, € inversa, I, — a irreversibilidade da reac¢do de
oxidagdo da MC-LR foi confirmada apds comparacgao das duas componentes da corrente total:
enquanto que na componente directa o pico de oxidacdo apresentava a mesma intensidade de
corrente registada na corrente total, na componente inversa ndo se observou qualquer pico

catodico.

47



4. ESTUDO VOLTAMETRICO DA MICROCISTINA-LR

I T 1

02 04 06 08 10 12 14
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 4.3. Voltamograma de onda quadrada registado com um GCE numa solu¢do de MC-LR 30 uM
a pH 5,3 (tamp@o acetato 0,1 M) imediatamente ap6s a adigdo de MC-LR ao electrdlito de suporte;
f =50 Hz, AE; = 2 mV, amplitude de impulso 50 mV,v,z = 100 mV s'; I, — corrente total,
Ir— corrente directa e [, — corrente inversa.

4.2.3 Voltametria de impulso diferencial

A oxidagdo electroquimica da MC-LR foi estudada por DPV numa vasta gama de pH,
entre 1,3 e 11,9. Todos os voltamogramas de impulso diferencial foram registados em
solucdes de MC-LR 30 uM preparadas em diferentes electrolitos de suporte, com diferentes
valores de pH, listados na Tabela 2.1 (Capitulo 2).

Os voltamogramas de impulso diferencial registados imediatamente apds a adigdo de
MC-LR a cada electrélito de suporte estdo representados a trés dimensdes (3D) na Fig. 4.4.
Para 1,3 < pH < 8,2, no primeiro varrimento, o pico 1, apareceu sempre ao mesmo valor de
potencial: Elmz + 1,06 V.

A independéncia do potencial de oxidacdo da MC-LR, Fig. 4.4, em relagdo ao pH ¢
indicativa de que o mecanismo de oxidacdo envolve apenas a transferéncia de electrdes, sem
que haja qualquer transferéncia de protdes [90]. A largura a meia altura (W) registada para o

pico 1, foi Wi, = 89 mV, correspondendo a transferéncia de um electrdo [83], pelo que se
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pode concluir que a oxidacdo da MC-LR a superficie do GCE envolve unicamente a
transferéncia de um electrdo. Observou-se ainda a diminui¢cdo da corrente do pico 1, com o
aumento do pH, Fig. 4.5; a corrente maxima foi registada a pH’s acidos. Para pH > 8,2 o pico

1. nao foi detectado.

Figura 4.4. Representacdo 3D de voltamogramas de impulso diferencial com correcgdo de linha de
base, obtidos com um GCE, em solu¢des de MC-LR 30 uM preparadas nos diferentes electrolitos de
suporte, com diferentes valores de pH.
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Figura 4.5. Representacdo grafica do potencial (@) E, e da corrente (O) [, do
pico 1, em fun¢ao do pH.
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Foram registados varrimentos sucessivos em cada solugdo de MC-LR, sem limpar a
superficie do eléctrodo. No segundo e no terceiro varrimento verificou-se uma diminui¢do
progressiva da intensidade de corrente do pico 1,, bem como a sua deslocacdo para potenciais
mais positivos. Este efeito ¢ uma consequéncia da diminui¢do da érea electroactiva livre,
devido a adsorcdo da MC-LR e/ou dos seus produtos de oxidacdo nao electroactivos a
superficie do GCE. Contudo, ndo se verificou a ocorréncia de nenhum pico novo nestes
varrimentos, pelo que se concluiu que o mecanismo de oxidagdo electroquimica da MC-LR

ndo envolve a formagdo de quaisquer produtos electroactivos.

4.3 Comportamento electroquimico da MC-LR quimicamente degradada

Passadas algumas horas apds a preparagdao das solugdes de MC-LR nos diferentes
electrolitos de suporte, verificou-se uma alteragdo do comportamento electroquimico da
toxina, que se traduziu no aparecimento de novos picos, a potenciais de oxidagdo mais baixos.
Assim, o comportamento electroquimico da MC-LR quimicamente degradada em solugao
aquosa (cdMC-LR) foi estudado por CV, SWV e DPV, nos diversos electrdlitos de suporte,

com diferentes valores de pH.

4.3.1 Voltametria Ciclica

Foram registados voltamogramas ciclicos numa solu¢do de cdMC-LR, obtida 96 horas
apos a preparacao da solucdo de MC-LR 50 uM, a pH 3.4 (tampdo acetato 0,1 M).

No primeiro varrimento no sentido positivo verificou-se o aparecimento do pico 1,, a
E lpa =+ 1,21V, correspondente a oxidagdo da MC-LR, bem como um novo pico — o pico 2, —
a Ezpal =+ 0,94 V, Fig. 4.6. Este novo pico foi atribuido a oxida¢ao da cdMC-LR a superficie
do GCE. Apos a inversdo do sentido do varrimento (sentido negativo do primeiro varrimento
ciclico), registou-se a ocorréncia de dois novos picos catddicos: o pico4., a 154pc =+0,58V,e
0 pico 3, a E3pC =+ 0,47 V. Estes dois picos foram atribuidos a reducdo dos produtos de
oxidagdao da cdMC-LR formados a superficie do GCE aquando do varrimento anddico.

No segundo varrimento ciclico registado na mesma solucdo, sem limpar a superficie do
GCE, observou-se o aparecimento de dois novos picos de oxidacdo: o pico 3, a

E3pa =+ 0,52 V, e 0 pico 4, a 15'4pa =+ 0,62 V. O aparecimento dos picos 3 ¢ 4 em ambos os
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varrimentos — anddico ¢ catdédico — evidenciou a reversibilidade destas duas reaccoes de

oxidacao-reducao.

02 04 06 08 10 12 14
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 4.6. Voltamogramas ciclicos obtidos com um GCE numa solugdo de MC-LR 50 uM apdés 96 h
de incubagédo a pH 3,4 (tampdo acetato 0,1 M): (==) 1° e (===) 2° varrimento entre + 0,25 Ve + 1,35V,
e (***) 1° varrimento entre + 0,25 ¢+ 1,10 V; v=100 mV s

Com o intuito de averiguar qual dos picos, 1, ou 2,, levava a ocorréncia dos picos 3, € 4,,
apos limpar a superficie do GCE, foram registados voltamogramas ciclicos nas condi¢des
anteriormente descritas; porém, o sentido do varrimento foi invertido imediatamente apds o
aparecimento do pico 2,. Os picos 3, ¢ 4, foram observados nestas condigdes, o que permitiu
concluir que ambos sdo os produtos de oxidagdo da cdMC-LR formados na reac¢ao do

pico 2,.

4.3.2 Voltametria de Onda Quadrada

Foram registados voltamogramas de onda quadrada numa solucao de cdMC-LR, obtida
53 horas ap06s a preparagdo da solugdo de MC-LR 30 uM, a pH 5,3 (tampao acetato 0,1 M).

No primeiro voltamograma verificou-se o aparecimento do pico 2,, a E2pa =+ 0,78 V,
Fig. 4.7, correspondente a oxidacdo da cdMC-LR. Ao comparar as componentes de corrente,

verificou-se que a corrente directa apresentava um pico com a mesma intensidade de corrente
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que a corrente total; por sua vez, a corrente inversa ndo apresentava qualquer pico. Assim,

confirmou-se a irreversibilidade da reac¢do de oxidagdo da cdMC-LR, pico 2,.

02 04 06 08 10
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 4.7. Voltamograma de onda quadrada (1° varrimento) obtido com um GCE numa solugdo de

MC-LR 30 puM apoés 53 h de incubagdo a pH 5,3 (tampdo acetato 0,1 M); f= 50 Hz, AE; =2 mV,

amplitude de impulso 50 mV, vy = 100 mV s'. I, — corrente total, I; — corrente directa e

I, — corrente inversa.
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Figura 4.8. Voltamograma de onda quadrada (2° varrimento) registado com um GCE numa solugéo de
MC-LR 30 uM apods 53 h de incubagdo a pH 5,3 (tampao acetato 0,1 M);f'= 50 Hz, AE; =2 mV,
amplitude de impulso 50 mV, vy = 100 mV s': I, — corrente total, I; — corrente directa e

1, — corrente inversa.
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No segundo voltamograma registado na mesma solucao, sem limpar a superficie do GCE,
observou-se o pico 3,, a E3pa =+ 0,41 V, e o pico 4,, a E“pa =+ 0,51 V. Por comparacdo das
componentes directa e inversa da corrente total, verificou-se que as intensidades da corrente
de oxidacdo e da corrente de redugdo eram iguais, Fig. 4.8. Assim, ficou confirmada a
reversibilidade das reacgdes que ocorrem nos picos 3 e 4. Estes resultados confirmaram os

resultados obtidos por CV, onde a reversibilidade destas reac¢des ja havia sido evidenciada.

4.3.3 Voltametria de Impulso Diferencial

O comportamento electroquimico da ¢cdMC-LR e dos seus produtos de oxidagdo foi
estudado por DPV numa ampla gama de pH, entre 1,3 ¢ 11,9. Os voltamogramas foram
registados em solugdes de cdMC-LR obtidas através da incubag¢do de solu¢des de MC-LR
30 uM durante diferentes periodos de tempo, em diferentes electrélitos de suporte.

Os voltamogramas obtidos apods 5 horas de incubagdo a pH 5,3 (tampao acetato 0,1 M)

apresentaram o pico 2,, a Ezpal =+0,76 V, Fig. 4.9, no primeiro varrimento.
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E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 4.9. Voltamogramas de impulso diferencial (1° varrimento) com correc¢do de linha de base
obtidos com um GCE numa solugdo de MC-LR 30 uM apds (=) O h, (===) 5 h, (¢=¢) 24 h ¢
(==) 29 h de incubagdo a pH 5,3 (tampao acetato 0,1 M).
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Foram igualmente registados voltamogramas de impulso diferencial nesta solugdao apos
24 e 29 horas de incubagdo. Nestes voltamogramas verificou-se um aumento progressivo da
corrente do pico 2, com o aumento do tempo de incubagdo. Simultaneamente, observou-se
uma diminuicdo progressiva da corrente do pico 1,, € 0 seu potencial tornou-se mais positivo,
Fig. 4.9.

Estes resultados sugerem que, com o tempo, ocorrem alteragdes estruturais nas moléculas
de MC-LR incubadas nas diferentes solugdes tampdo. A diminui¢do da corrente do pico 1,
com o aumento do tempo de incubagdo traduz a diminui¢do na concentragdo de MC-LR em
solugdo; por outro lado, o aumento da corrente do pico 2, com o aumento do tempo de
incubagao corresponde ao aumento da concentracao de cdMC-LR na mesma solugao.

Foram registados varrimentos sucessivos numa solu¢do de cdMC-LR, obtida apos
29 horas de incubagdo de uma solucdo de MC-LR 30 uM a pH 5,3 (tampao acetato 0,1 M).
No primeiro varrimento observou-se o aparecimento do pico 1,, a Elpal =+ 1,00 V, e do

pico 2, a E, =+ 0,76 V, Fig. 4.10.
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Figura 4.10. Voltamogramas de impulso diferencial com correc¢do de linha de base obtidos com um
GCE numa solugdo de MC-LR 30 uM apds 29 h de incubagdo a pH 5,3 (tampdo acetato 0,1 M):

(=) 1°, (===) 2° na solu¢do de dMC-LR e (**¢) 1° varrimento apos transferir o GCE para a solugdo
tampao.
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A adsorcao dos produtos de oxidacdo da dMC-LR a superficie do GCE foi confirmada
quando, apds o registo de varios varrimentos sucessivos numa solu¢do de cdMC-LR, o GCE
foi lavado abundantemente com agua desionizada e posteriormente transferido para a solugao
tampdo. O voltamograma obtido nestas condigdes apresentou os picos 3, e 4,, Fig. 4.10.

A dependéncia da oxidagao da cdMC-LR em relagdao ao pH do electrolito de suporte foi
investigada em solugdes de MC-LR 30 pM incubadas durante 29 horas, nos diferentes

electrélitos de suporte, Fig. 4.11.

Figura 4.11. Representagdo 3D de voltamogramas de impulso diferencial com correcgdo de linha de
base, obtidos com um GCE em solu¢des de MC-LR 30 pM incubadas durante 29 h nos diferentes
electrdlitos de suporte, com diferentes valores de pH.

No primeiro voltamograma registou-se o pico 2, para todos os electrolitos de suporte,
excepto para pH 1,3. Para 1,3 < pH < 9.2, o potencial do pico 2, deslocou-se

progressivamente para valores menos positivos com o aumento do pH, Fig. 4.12.
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Figura 4.12. Representagdo grafica do potencial (ll) £, do pico 2, em funcdo do pH.

Verificou-se que a relacao entre o pH e o deslocamento de potencial seguia a equagdo
E’p (V) = 1,081 — 0,059 pH, Fig. 4.12.

O declive de 59 mV por unidade de pH ¢ caracteristico dos mecanismos de oxidacdo que
envolvem a transferéncia do mesmo numero de electrdes e de protdes [90]. Tendo em conta o
valor da largura a meia altura do pico 2,, W, = 74 mV, concluiu-se que a reac¢ao de
oxidacdo que origina o pico 2, envolve a transferéncia de um electrdo e de um protdo. Para pH
> 9,2 observou-se que o potencial do pico 2, ndo sofreu alteragdes. Assim, para pH > 9,2 a
oxidacdo da cdMC-LR ¢ independente do pH do electrolito de suporte, € o mecanismo
envolve unicamente a transferéncia de um electrdo. Tendo por base os resultados descritos,
determinou-se o valor de pK; = 9,2 para a cdMC-LR.

No segundo voltamograma apareceram os picos 3, ¢ 4,, Fig. 4.13. Com o aumento do pH
até 9,2, observou-se uma diminui¢do do potencial de ambos os picos, Fig. 4.14. Verificou-se
uma dependéncia linear com declive de 59 mV por unidade de pH, indicando que os
mecanismos das reacgdes subjacentes aos picos 3, e 4, envolvem a transferéncia do mesmo
nimero de electrdes e protdes. A largura a meia altura registada para o pico 3, foi
Wi =48 mV e para o pico 4, foi W, = 44 mV. Em fungdo destes valores obtidos, concluiu-
se que as reaccoes de oxidagdo dos picos 3, € 4, envolvem, cada uma, a transferéncia de dois

electroes e de dois protdes.
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5 nA

Figura 4.13. Representagao 3D de voltamogramas de impulso diferencial (2° varrimento) com
correc¢ao de linha de base, obtidos com um GCE em solugdes de MC-LR 30 uM incubadas durante
29 h nos diferentes electrolitos de suporte, com diferentes valores de pH.
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Figura 4.14. Representacdo grafica do potencial, E,, dos picos (@) 3, ¢ (A) 4,, e da corrente, /,, dos
picos (O) 3, e (A) 4,, em funcao do pH.

As correntes dos picos 3, e 4, apresentaram valores maximos para electrolitos de suporte

com valor de pH compreendido entre 5,3 ¢ 6,1 (Fig. 4.13 e 4.14).
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Tal como foi verificado para o pico 2,, para pH > 9.2, o potencial dos picos 3, e 4, €
independente do pH, Fig. 4.14, pelo que se concluiu que o mecanismo de oxidagdo envolve

apenas a transferéncia de dois electrdes.

4.4  Espectrofotometria de UV-Visivel

Com o intuito de complementar os estudos voltamétricos, foram registados espectros de
absor¢do UV-Vis. Para tal, foram utilizadas solugdes de MC-LR 30 puM, preparadas em
diversos electrolitos de suporte, com diferentes valores de pH.

O espectro de absor¢do UV-Vis registado a pH 6,1 (tampao fosfato 0,1 M),
imediatamente apos a adigdo de MC-LR a solugdo tampao, Fig. 4.15, apresentou uma tnica
banda a 239 nm, atribuida a0 aminoacido Adda presente na estrutura da toxina [94]. Foram
ainda registados espectros da mesma solucdo apos 24 e 48 horas de incubacido. Contudo, ndo

se verificaram alteragdes significativas na banda de absorcao registada.

0.3+
MC-LR
0.2
S
@©
<
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200 250 300 350 400
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Figura 4.15. Espectro UV-Vis de uma solugio de MC-LR 30 uM imediatamente apdés a sua
preparacédo a pH 6,1 (tampao fosfato 0,1 M).

45 HPLC

Foram feitas experiéncia de HPLC para confirmar a degradagdo quimica da MC-LR e a
formacao dos respectivos produtos.
O cromatograma obtido para uma solu¢do de MC-LR acabada de preparar, Fig. 4.16,

apresentou um unico pico com tempo de retengdo de 7,6 minutos.
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Figura 4.16. Cromatograma obtido para uma solu¢do de MC-LR 0,63 uM apoés (=) O h e
(==) 6 meses de incubacdo em solugdo tampao.

Apobs 6 meses de incubagdo, a mesma solucdo de MC-LR foi testada novamente por
HPLC, nas mesmas condigdes experimentais. Neste cromatograma, foram observados trés
picos com diferentes tempos de retencao: um pico aos 5,7 minutos, o pico da MC-LR aos 7,6
minutos (mas com menor absorvancia) e um ultimo pico aos 10,3 minutos.

O aparecimento dos novos picos no cromatograma da solu¢do de MC-LR com 6 meses de
incubacdo indica que, de facto, ocorreu degradacdo sem qualquer tipo de indugdo. A
degradacao ocorreu através da formagao de dois produtos de degradacao, que foram eluidos
em tempos diferentes (5,7 ¢ 10,3 min), o que indica que apresentam estruturas quimicas

diferentes e, consequentemente, diferentes afinidades para com a fase estaciondria.

4.6  Mecanismos de oxidacdo da MC-LR

A oxidagao electroquimica da MC-LR, pico 1,, ¢ uma reaccao irreversivel e independente
do pH, onde ¢ transferido apenas um electro.

As experiéncias electroquimicas feitas com as solu¢des dos aminoacidos Leu, Arg, Ala,
Glu e Asp nado revelaram qualquer resposta electroquimica. Contudo, os compostos analogos
ao Mdha (2-AAA) e ao Adda (SA) apresentaram electroactividade a superficie do GCE.

Tendo em conta estas observagdes, concluiu-se que os aminodcidos Mdha e Adda sdo,
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provavelmente, os centros electroactivos responsaveis pela resposta electroquimica da MC-
LR, Esquema 4.1.

O pico 1, da MC-LR podera ter a contribuicao de duas reac¢des: por um lado, a quebra da
dupla ligagdo do aminoacido Mdha (C=CH,), Esquema 4.1A; por outro, a quebra da dupla

ligacdo existente entre os atomos de carbono C4-C5 e/ou C6-C7 do aminoacido Adda,

Esquema 4.1B.

A)
T 0 H O H O
N '1e' ’!l ® HZO [!l OH
Glu” Ala —___. > Glu” Ala > Glu” Ala
pico 1,
CH, CH, CHs
B)

Arg

Esquema 4.1 — Mecanismos propostos para o pico 1,: oxida¢do do aminoacido (A) Mdha e (B) Adda.
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ApoOs incubacdo, detectou-se a degradacdo quimica em solugdo da MC-LR pelo
aparecimento do pico 2,, e subsequente oxidacdo dos produtos formados no pico 2, pelo
aparecimento dos picos 3, e 4,. A variagdo da corrente do pico 2, com o tempo de incubagao

em cada um dos electrdlitos de suporte esta representada graficamente na Fig. 4.17.

60
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Figura 4.17. Variagio da corrente (Ip) do pico 2a, em fungdo do tempo de incubagdo, em diferentes
electrdlitos de suporte, com diferentes valores de pH.

Pela analise do grafico, € possivel concluir que a degradacdo da MC-LR ¢ favorecida em
electrolitos de suporte com pH entre 5,3 ¢ 6,1.

Em geral, o comportamento electroquimico da MC-LR foi semelhante ao comportamento
electroquimico do SA previamente estudado (Capitulo 3). Assim, o mecanismo de degradacao
proposto para a MC-LR estd baseado no mecanismo previamente apresentado para a
degradacao do SA.

Apbs a incubacdo em electrdlitos de suporte acidicos, pensa-se que a cadeia carbonada do
aminodcido Adda se separa da estrutura ciclica da toxina, conforme apresentado no Esquema

4.2.

61



4. ESTUDO VOLTAMETRICO DA MICROCISTINA-LR

Glu

OCHj
X . _OH
(2)
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\ \
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Esquema 4.2. Mecanismo proposto para a degradagdo da MC-LR.

O processo de separacdo da cadeia lateral do aminoacido Adda podera ocorrer em dois
locais distintos, originando dois produtos de degradagdo electroactivos, (1) e (2), terminando
ambos com um grupo hidroxilo, Esquema 4.2. Neste processo, sdo ainda originados os
produtos ndo electroactivos, (1°) e (2°), que representam a outra fraccdo da molécula de
MC-LR ap6s a separagdo da cadeia lateral do Adda.

O mecanismo proposto para a oxidacdo da cdMC-LR, pico 2,, esta representado no

Esquema 4.3.
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pico 3,
H,0 OH pico 4, 0
-le;-1H" 2e; -2H"
/\/OH _— OH — = — )J\/O
R pico 2, R AN +2e; +2HY R Z
CHs

o

X, Parao pico 4,.

OCHj
onde R é: X para o pico 3, e

Esquema 4.3. Mecanismo proposto para a oxidagdo da cdMC-LR.

A oxidagao da cdMC-LR, Esquema 4.3, corresponde a oxidacao dos produtos (1) e (2)
formados na degrada¢do quimica da MC-LR, Esquema 4.2. Na oxidacdo da cdMC-LR ¢
removido um electrdo e um protdo, dando origem a um radical, que ird incorporar um grupo
hidroxilo para se tornar uma molécula di-hidroxilada, Esquema 4.3.

As reaccdes subjacentes aos picos 3, e 4,, Esquema 4.3, sdo atribuidas a oxida¢ao dos
produtos di-hidroxilados, pela remocao de dois electrdes e de dois protdes, para originar dois
grupos carbonilicos, em cada um dos produtos de oxidacdo. As diferencas de potencial entre
0s picos 3, e 4, sdo atribuidas as diferentes estruturas quimicas que resultam do processo de

degradacao, representadas por “R” no Esquema 4.3.
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5. ESTUDO VOLTAMETRICO DA NODULARINA

Neste capitulo descreve-se o comportamento electroquimico da nodularina (NOD) e da

NOD apo6s degradacdo quimica em solug@o aquosa (cdNOD), para uma vasta gama de pH.

5.1 Comportamento electroquimico da NOD

O comportamento electroquimico da NOD a superficie do GCE foi investigado
primeiramente por CV. Para tal, preparou-se uma solug¢ado de NOD 100 uM a pH 7,0
(tampdo fosfato). Os voltamogramas ciclicos foram registados entre - 1,00 V e + 1,35 V.
Durante os varrimentos de potencial, foi mantido um fluxo constante de N, sobre a solug¢do,
de forma a evitar a difusdo de oxigénio atmosférico para o interior da solug¢do. Estas
experiéncias revelaram que a NOD ¢ oxidada a superficie do GCE, pois foi registado um

unico pico anodico.

5.1.1 Voltametria Ciclica

Registaram-se voltamogramas ciclicos numa solucdo de NOD 75 uM, preparada a pH 5,3
(tampao acetato 0,1 M), nos quais se observou apenas um pico anddico, a Elpa =+ 1,10 V,

Fig. 5.1.
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02 04 06 08 10 12 14
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 5.1 — Voltamogramas ciclicos obtidos com um GCE numa solu¢gdo de NOD 75 uM
imediatamente apds a sua preparagdo a pH 5,3 (tampdo acetato 0,1 M): (==) 1°, (===) 2° e
(++) 3° varrimentos; V=50 mV s™.

Registaram-se também varrimentos sucessivos nesta solucdo, nos quais se observou
apenas a diminuicdo da corrente do pico 1, devido & adsor¢do da NOD e/ou dos seus
produtos de oxidagdo ndo electroactivos a superficie do GCE. As solugdes de NOD
preparadas nos restantes electrolitos de suporte apresentaram um comportamento

electroquimico semelhante.

5.1.2 Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada foi também utilizada no estudo do comportamento
electroquimico da NOD. Os voltamogramas foram registados em solu¢des de NOD 50 uM
preparadas nos diferentes electrolitos de suporte, com diferentes valores de pH. Contudo, o
comportamento electroquimico da NOD foi semelhante em todas as solugdes testadas,
independentemente do pH do electrélito de suporte.

Na Fig. 5.2 estdo representados os voltamogramas de onda quadrada obtidos numa
solugdo de NOD 50 uM a pH 5,3 (tampao acetato 0,1 M), logo apds a sua preparacdo. Nos
voltamogramas registados apareceu apenas um pico anddico, a Elpa = + 1,09 V,

correspondente a oxidacdo da NOD.
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02 04 06 08 10 12 14
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 5.2. Voltamograma de onda quadrada obtido com um GCE numa solugdo de NOD 50 uM
imediatamente apds a sua preparagdo a pH 5,3 (tampdo acetato 0,1 M); f = 50 Hz, AE; = 2 mV,
amplitude de impulso 50 mV, V. = 100 mV s'l; l; — corrente total, |t — corrente directa e
I, — corrente inversa.

Apds a separagdo da corrente total nas suas componentes — corrente directa e corrente
inversa — verificou-se que a reac¢ao de oxidagdo da NOD a superficie do GCE ¢ uma reac¢ao
irreversivel, uma vez que a corrente inversa ndo apresentou qualquer pico e que a corrente
directa apresentou um pico para o mesmo potencial e com a mesma intensidade de corrente

que o pico 1,.

5.1.3 Voltametria de Impulso Diferencial

Para o estudo e caracterizagdo da oxidacao electroquimica da NOD, utilizou-se ainda a
voltametria de impulso diferencial (DPV). O estudo por DPV contemplou uma vasta gama de
pH—de 1,1 a 11,8 — aplicada a solugdes de NOD 50 pM.

Os voltamogramas registados imediatamente apds a preparagdo das solu¢des de NOD
com pH entre 1,1 e 9,2 estdao apresentados na Fig. 5.3.

Os voltamogramas apresentaram um unico pico, o pico 1,, a Elpal =+ 1,06 V. Para

solucdes de NOD com pH superior a 9,2 ndo se observou qualquer pico.
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Figura 5.3. Representagdo 3D de voltamogramas de impulso diferencial com correc¢do de linha de
base, obtidos com um GCE, em solugdes de NOD 50 uM preparadas nos diferentes electrolitos de
suporte, com diferentes valores de pH.

O potencial do pico 1, ¢ independente do pH, Fig. 5.4, o que indica que o mecanismo de
oxidagdo da NOD envolve apenas a transferéncia de electrdes, sem transferéncia de protoes.

A largura a meia altura registada para o pico 1, foi W, = 84 mV, que ¢ um valor préoximo
do valor teérico de 90 mV, correspondente a transferéncia de um electrdo [83]. Assim,
concluiu-se que a oxidacao da NOD a superficie do GCE, pico 1,, envolve a transferéncia de

um electrdo.
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Figura 5.4. Representacdo grafica do potencial (@) E,, e da corrente (O) I, do pico 1, em fungdo do
pH.
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A corrente do pico 1, apresentou valores maximos em electrdlitos acidos, e diminuiu

progressivamente a medida que o pH aumentou, Fig. 5.4.

5.2 Comportamento electroquimico da NOD quimicamente degradada
Observou-se que a NOD sofre degradagdo quimica apds incubacdo em diferentes
electrélitos de suporte. Este processo deu origem a formagdo de produtos de degradagdo

electroactivos (cdNOD), cujos comportamentos electroquimicos foram estudados por CV,

SWV e DPV.

5.2.1 Voltametria Ciclica

O perfil voltamétrico da cdNOD foi avaliado em solugdes de NOD 75 uM, apos
incubacdo durante sete dias nos diferentes electrélitos de suporte, com diferentes
valores de pH.

Os voltamogramas obtidos a pH 5,3 (tampao acetato 0,1 M), com velocidade de
varrimento de 50 mV s, revelaram o aparecimento de um novo pico anédico: o pico 2,, a
EzlDa =+0,77 V, Fig. 5.5, que corresponde a oxidacdo da cdNOD a superficie do GCE.

Apos a inversao do sentido do varrimento, registaram-se dois novos picos catodicos: 4., a
E4pc =+0,47V,e 3. a E3pC =+ 0,36 V, Fig. 5.5. Estes dois picos correspondem a redugao do

produto de oxidacdo da cdNOD formado durante o varrimento anddico.

0.2 o4 06 08 10
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 5.5 Voltamogramas ciclicos obtidos com um GCE numa solu¢do de NOD 75 puM incubada
durante 7 dias a pH 5,3 (tampdo acetato 0,1 M): (==) 1° ¢ (s+*) 2° varrimentos, V=50 mV s™".
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No segundo varrimento obtido na mesma solucdo, sem limpar a superficie do GCE,
registaram-se 0s picos anddicos 3,, a E3pa =+039V,ed,a E4pa =+ 0,49 V. Estes picos
correspondem a oxida¢do dos produtos de oxidagdo da c¢dNOD, reduzidos durante o
varrimento catoédico. Verificou-se ainda que a corrente do pico 2, diminuiu, provavelmente

devido a adsor¢do dos produtos de oxidagao da cdNOD a superficie do GCE.

5.2.2 Voltametria de Onda Quadrada

Foram feitas experiéncias de SWV com a finalidade de melhor caracterizar o
comportamento electroquimico da ¢cdNOD. Para tal, foram preparadas solugdes de NOD
50 uM em cada um dos electrolitos de suporte, que foram incubadas durante 53 horas. O
comportamento electroquimico foi idéntico para todas as solucdes investigadas,
independentemente do pH do electrélito de suporte.

Os voltamogramas apresentados foram registados numa solu¢do de NOD 50 uM
incubada durante 53 horas a pH 5,3 (tampao acetato 0,1 M). No primeiro varrimento,
observou-se o pico 2,, a EzpaZ +0,73 V, Fig. 5.6.

Através da comparagdo entre as correntes total, directa e inversa, verificou-se que a

reaccdo de oxidacao da cdNOD (pico 2,) ¢ irreversivel.

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E/V (vs. Ag/AgCl)
Figura 5.6. Voltamograma de onda quadrada (1° varrimento) obtido com um GCE numa solugdo de
NOD 50 uM apds 53 horas de incubagdo a pH 5,3 (tampdo acetato 0,1 M); f = 50 Hz, AE; = 2 mV,

amplitude de impulso 50 mV, Ve = 100 mV s'; I, — corrente total, Iy — corrente directa e
I, — corrente inversa.
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No segundo varrimento registado na mesma solugdo, sem limpar a superficie do GCE,

observaram-se 0s picos 3,, a E3pal =+0,37V,ed, a E4pa =+0,47V, Fig. 5.7.

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
E/V (vs. Ag/AgCl)

Figura 5.7. Voltamograma de onda quadrada (2° varrimento) obtido com um GCE numa solucdo de
NOD 50 uM apds 53 horas de incubagdo a pH 5,3 (tampdo acetato 0,1 M); f = 50 Hz, AE; =2 mV,
amplitude de impulso 50 mV, vy = 100 mV s'; I, — corrente total, Iy — corrente directa e
I, — corrente inversa.

A reversibilidade destas reacgdes ficou evidenciada pelos dois picos observados tanto na
corrente directa, como na corrente inversa, uma vez que as correntes de oxidagdo e de reducdo

sdo equivalentes.

5.2.3 Voltametria de Impulso Diferencial

A DPV também foi aplicada ao estudo do comportamento electroquimico da cdNOD e
dos seus produtos de oxidacao.

Nos voltamogramas registados na gama de potencial entre 0,0 V e + 1,4 V, em solugdes
de NOD 50 uM apods 5 horas de incubagdo a pH 6,1 (tampdo fosfato 0,1 M), Fig. 5.8,
observou-se o pico 1,, a Elpal =+ 1,07 V, e o pico de oxidacdo da cdNOD, pico 2,, a
E=+0,70 V.

Foram registados varios voltamogramas na mesma solu¢do de NOD apds periodos de

incubagdo mais longos (24, 29 e 53 horas).
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Figura 5.8. Voltamogramas de impulso diferencial (1° varrimento) com correc¢do de linha de base
obtidos com um GCE numa solu¢do de NOD 50 uM a pH 6,1 (tampao fosfato 0,1 M): ap6s (===) 0 h,
(===) 5 h, (***) 24 h ¢ (==) 53 h de incubagao.

Nesses voltamogramas, observou-se uma diminui¢do progressiva da corrente do pico 1,
com o aumento do tempo de incubacdo; concomitantemente, a corrente do pico 2, aumentou
progressivamente a medida que o tempo de incubagdo aumentou, Fig. 5.8.

As diferencas de corrente registadas indicam, por um lado, a diminui¢do da concentragao
de NOD em solugdo e, por outro, o aumento da concentracdo de cdNOD, homogeneamente
formada em solugao.

Apds 53 horas de incubagao, foram registados voltamogramas sucessivos numa solucao
de NOD a pH 6,1 (tampao fosfato 0,1 M), Fig. 5.9.

No primeiro varrimento, observou-se o pico 1, a Elpal =+ 1,07 V, e o pico 2,, a
Ezpa =+ 0,70 V. No segundo varrimento foram registados dois novos picos de oxidagdo: o
pico 3,, a E3pal =+ 0,34 V, e 0 pico 4,, a E4pa =+ 0,44 V. Estes novos picos correspondem a
oxidagdo dos produtos de oxidacdo da cdNOD formados a superficie do GCE durante o
primeiro varrimento do potencial. Com o aumento do niimero de varrimentos sucessivos,
verificou-se o aumento das correntes dos picos 3, e 4,, devido a formacao de mais produto de

oxidagdao da cdNOD a superficie do GCE.
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Figura 5.9. Voltamogramas de impulso diferencial com correc¢do de linha de base obtidos com um
GCE numa solugdo de NOD 50 uM a pH 6,1 (tampao fosfato 0,1 M) ap6s 53 h de incubagao: (=) 1°,

(===) 2° ¢ (***) 3° varrimentos.
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Figura 5.10. Variacao da corrente do pico 2, com o tempo de incubagio.
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Dado que os voltamogramas registados apos 53 horas de incubagdo apresentaram
correntes de oxidagdo da cdNOD mais elevadas (pico 2,), Fig. 5.10, este foi o tempo de
incubacdo escolhido para o estudo do comportamento electroquimico da cdNOD e dos seus
produtos de oxidagao.

As solucdes de NOD foram preparadas nos diferentes electrolitos de suporte, com
diferentes valores de pH (de 1,1 a 11,8), e incubadas durante 53 horas.

Para as solugdes com pH entre 1,1 e 9,2, observou-se o deslocamento do potencial do
pico 2, para valores menos positivos com o aumento do pH, a excep¢ao da solugdo com pH

1,1, na qual o pico 2, ndo foi observado, Fig. 5.11.

Figura 5.11. Representacao 3D de voltamogramas de impulso diferencial (1° varrimento) com
correccdo de linha de base, obtidos com um GCE, em solugdes de NOD 50 uM preparadas nos
diferentes electrolitos de suporte, com diferentes valores de pH, apds 53 horas de incubagao.

Verificou-se que a dependéncia do potencial em relagao ao pH do electrélito de suporte é
dada pela equagao Ezpa (V) = 1,081 — 0,059 pH, Fig. 5.12. O declive da recta, 59 mV por
unidade de pH, € caracteristico de um mecanismo de reac¢do no qual estdo envolvidos o
mesmo numero de electrdes e de protdes [90]. Considerando que a largura a meia altura do
pico 2, registada foi W, = 65 mV, a oxidacdo da cdNOD envolve a transferéncia de um

electrio; portanto, envolve também um protao.
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Figura 5.12. Representagdo grafica do potencial () E, do pico 2, em funcdo do pH.

Para as solugdes com pH superior a 9,2, o potencial do pico 2, manteve-se constante, de
onde se conclui que, nestas condi¢des, a oxidacdo da cdNOD envolve apenas a transferéncia
de um electrdao e o produto de oxidacdo da cdNOD sofre desprotonagdo em electrolitos mais
alcalinos [95]. Tendo em conta os resultados obtidos, determinou-se para a cdNOD o valor de

pK.=9,2.

Figura 5.13. Representacdo 3D de voltamogramas de impulso diferencial (2° varrimento) com
correc¢do de linha de base, obtidos com um GCE, em solugdes de NOD 50 puM preparadas nos
diferentes electrdlitos de suporte, com diferentes valores de pH, apds 53 horas de incubagio.
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No segundo varrimento sucessivo registado em cada uma das solugdes investigadas, sem

limpar a superficie do GCE, observaram-se os picos 3, e 4,, Fig. 5.13.

Para solu¢des com pH entre 1,1 e 9,1, os potenciais dos picos 3, € 4, deslocaram-se para

valores menos positivos com o aumento do pH, Fig. 5.14.
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Figura 5.14. Representacdo grafica do potencial dos picos (@) 3, ¢ (A) 4, em fungdo do pH.

Verificou-se que a dependéncia do potencial dos picos 3, e 4, em relagdo ao pH ¢ linear e

que o declive, 59 mV por unidade de pH, ¢ indicativo de um mecanismo de reac¢do no qual

ocorre a transferéncia do mesmo numero de electrdes e de protdes. A largura a meia altura

registada para ambos os picos foi W, = 45 mV, o que levou a conclusdo de que as reacgdes

subjacentes aos picos 3, e 4, envolvem, cada uma, a transferéncia de dois electrdes e de dois

protoes.

Nas solugdes com pH superior a 9,2 nao se verificou qualquer dependéncia do potencial

dos picos 3, € 4, em relacdo ao pH. Assim, para electrolitos muito alcalinos o mecanismo de

reacgdo envolve apenas a transferéncia de dois electrdes.
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5.3 Espectrofotometria de UV-Vis

Foram registados espectros de absorcdo UV-Vis em solugdes de NOD
30 uM a pH 5,3, 7,0 e 10,2, ndo s6 imediatamente apos a sua preparacdo como também apos
algum tempo de incubagdo. A presenca da toxina foi detectada pela banda de absor¢do
caracteristica a 239 nm, Fig. 5.15 devida as duplas liga¢des conjugadas do aminoacido
Adda [22].

Os espectros registados ap6s 5 e 24 horas de incubagdo ndo revelaram alteragdes

significativas no perfil de absor¢ao UV-Vis.
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0.104
S
o
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Figura 5.15. Espectro UV-Vis de uma solu¢do de NOD 30 uM imediatamente apds a sua preparagdo a
pH 5,3 (tampao acetato 0,1 M).

54 HPLC

Foram feitos ensaios de HPLC com solugdes de NOD 5 uM imediatamente apds a sua
preparagdo e apos sete dias de incubagdo. O tempo de retengdo registado para a NOD foi 4,31

minutos e o espectro de absor¢do apresentou valor maximo a 239 nm, Fig. 5.16.
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Figura 5.16. Cromatogramas obtidos para solugdes de NOD 5 uM (*¢¢) imediatamente apos a sua
preparagéo e (==) ap6s 7 dias de incubagao.

O cromatograma obtido apos sete dias de incubagdo foi bastante semelhante ao
cromatograma obtido logo apos a preparagdo da solugdo de NOD. No entanto, a absorvancia
registada para a solug¢dao incubada foi menor do que a inicial. Perante os resultados obtidos,
pode supor-se que o processo de degradacdo quimica da NOD em solugdo necessita de

maiores tempos de incubacao para que seja detectado por HPLC.

5.5 Mecanismos de oxidagdo da NOD

Os resultados obtidos utilizando as diferentes técnicas voltamétricas permitiram concluir
que a oxidacao electroquimica da NOD ¢ uma reacgdo irreversivel e independente do pH,
onde ocorre a transferéncia de um electrao.

Apos incubagdo em solucdes aquosas, a degradagdo quimica da NOD ¢ detectavel pelo
aparecimento de um novo pico, para potenciais mais baixos, que corresponde a uma reac¢ao
de oxidagao irreversivel e dependente do pH até pH 9,2, na qual sao transferidos um electrao
e um protdo; para pH superior a 9,2, a reaccdo ¢ independente do pH e envolve apenas a
transferéncia de um electrdo. Os produtos de oxidagcdo desta reac¢do sdo oxidados em
reac¢des reversiveis com a transferéncia, cada uma, de dois electrdes e de dois protdes.

A dependéncia do pH ¢ a mesma verificada para a oxida¢ao da cdNOD.
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Tendo em conta as semelhangas verificadas entre o comportamento electroquimico da
NOD e do SA (Capitulo 3), inclusivamente apds a degradagdo quimica, os mecanismos
propostos para a oxidacdo e para a degradacdo da NOD tém por base o mecanismo de
oxidagdo proposto para o SA.

O mecanismo proposto para a oxidagdo da NOD (pico 1,) descreve-se no Esquema 5.1.

pico 1, | -le-

Arg

Esquema 5.1. Mecanismo proposto para a oxidagdo da NOD (pico 1,).

O pico 1, ¢ atribuido & quebra da ligacdo dupla existente entre os dtomos de carbono 7 ¢ 6
(C7-C6) do aminoacido Adda, e a subsequente adi¢ao de um grupo hidroxilo ao C7.
O mecanismo proposto para o processo de degradacdo quimica da NOD encontra-se

esquematizado no Esquema 5.2.

79



5. ESTUDO VOLTAMETRICO DA NODULARINA

Glu

OCHg;
X - _OH
(2)
+ +
Glu Glu
““Ego ////, 0
NH NH
\ \
Arg Argd
(19 (2)

Esquema 5.2. Mecanismo proposto para a degradagdo quimica da NOD.

Apds a incubacdo da NOD nos diferentes electrolitos de suporte utilizados, com
diferentes valores de pH, considera-se que o grupo Adda se separa da estrutura ciclica da
molécula. O processo de separacdo poderd ocorrer em dois locais distintos do aminodacido,
dando origem a dois produtos de degradacao electroactivos, (1) e (2), ambos com um grupo
hidroxilo, e a dois outros produtos de degradagdo, (1’) e (2°), presentes na estrutura molecular
da NOD.

A oxidacdo a cdNOD, pico 2, ¢ atribuida a oxidacdo dos produtos (1) e (2).
O mecanismo proposto para esta reaccdo irreversivel, na qual se d4 a transferéncia de um

electrdo e de um protdo, encontra-se no Esquema 5.3.
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pico 3,

H,O OH pico 4, e}
-le; -1H" -2e;-2H"
R pico 2, R AN +2e; +2 H* R Z

para o pico 4,.

OCH,3
onde R é: X para o pico 3, e

Esquema 5.3. Mecanismo proposto para a oxidagdo da cdNOD.

A oxidagdo dos produtos (1) e (2) ocorre de forma idéntica: com a remoc¢do de um
electrdo e de um protdo, forma-se um radical, que posteriormente incorporard um grupo
hidroxilo e tornar-se-4 um produto di-hidroxilado. Assim, no final da reac¢do existem em
solugdo dois produtos di-hidroxilados, que sdo reduzidos, picos 3. e 4.. Estes produtos sdao

oxidados a superficie do GCE, picos 3, e 4,, originando o produto final com dois grupos

carbonilicos, Esquema 5.4.
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6. CONCLUSOES

O comportamento electroquimico da MC-LR e da NOD na superficie do GCE, bem como
a sua degradacdo quimica em meio aquoso foram investigados numa ampla gama de pH
utilizando técnicas voltamétricas.

Neste trabalho concluiu-se que a MC-LR e a NOD séo detectaveis electroquimicamente
na superficie do GCE. A oxidacdo electroquimica ocorre para potenciais elevados numa
reaccao irreversivel e independente do pH do electrélito de suporte, com a transferéncia de
um electro.

As experiéncias realizadas com os aminoacidos constituintes das hepatotoxinas estudadas
ou com o0s seus compostos analogos, 2-AAA e SA, permitiram determinar 0s centros
electroactivos da MC-LR e da NOD.

O 2-AAA, composto analogo ao aminoécido Mdha, é oxidado para elevados potenciais a
superficie do GCE, com perda de um electrdo, numa reac¢do independente do pH.

O SA, utilizado para simular o aminoacido Adda presente na constituicdo das toxinas
estudadas, apresentou um complexo mecanismo electroquimico. A oxidacdo do SA ¢é
independente do pH e envolve a transferéncia de um electrdo. Concluiu-se que a resposta
electroquimica que as toxinas apresentam € principalmente devida ao aminoéacido Adda,
presente tanto na MC-LR como na NOD.

Apds incubacdo de SA nos diferentes electrolitos de suporte utilizados, foram verificadas
com o tempo alteracbes no seu perfil voltamétrico. Um novo pico de oxidacdo, para

potenciais menos elevados, devido a oxidacdo do SA degradado quimicamente em solucéo,
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foi observado. Esta reaccdo ocorre com a transferéncia de um electrdo e de um protéo para
pH’s inferiores a 9,2. Verificou-se ainda que os dois produtos de oxidacdo do SA degradado
qguimicamente sdo posteriormente oxidados com a transferéncia de dois electrdes e dois
protoes.

A degradacdo quimica em solucdo da MC-LR e da NOD foi estudada na gama de pH
entre 1,3 e 11,9. Apos incubacdo nos diferentes electrolitos de suporte, foram detectados
novos processos redox que foram atribuidos aos produtos de degradacao quimica da MC-LR e
da NOD em solucéo aquosa, sem qualquer tipo de inducéo.

Os produtos da degradacao quimica da MC-LR e da NOD s&o oxidados na superficie do
GCE numa reaccéo irreversivel, dependente do pH, na qual ocorre a transferéncia de um
electrdo e de um protdo. Os dois produtos de oxidacdo resultantes sdo posteriormente
oxidados; numa reaccao reversivel, dependente do pH e envolvendo a transferéncia de dois
electrdes e de dois protdes.

Baseados na semelhanca verificada entre a electroactividade do SA e a electroactividade
das hepatotoxinas, foram propostos mecanismos para a oxidacao e para a degradacdo quimica
da MC-LR e da NOD.

As experiéncias de espectrofotometria e de HPLC foram ferramentas essenciais na
confirmacéo dos dados electroquimicos e também revelaram a degradacdo quimica da MC-
LR e da NOD em soluc¢do aquosa.

Considerando a elevada toxicidade associada a estas cianotoxinas, no futuro, seria de
grande interesse avaliar a toxicidade dos seus produtos de degradagcdo, bem como dos
produtos de oxidacao gerados electroquimicamente.

Tendo em conta as vantagens que a electroquimica apresenta — como a rapidez na analise
e a possibilidade de miniaturizar e transportar o equipamento — o presente trabalho poderia
constituir uma base para o desenvolvimento de novos métodos de detec¢do de cianotoxinas

hepatotdxicas para utilizagdo em ciéncias forenses.
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