DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Dissertacao de Mestrado

Determinacéao voltamétrica do terapéutico
redox-ativo Mn(I'1l) N-metilpiridilporfirina
em matriz biologica

Ana Carolina Vieira Mascarenhas

Joao Pessoa — PB - Brasil

Julho/2017



DEPARTAMENTO DE QUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

Dissertacao de Mestrado

Determinagao voltameétrica do terapéutico
redox-ativo Mn(I1) N-metipiridilporfirina em
matriz biologica

Ana Carolina Vieira Mascarenhas*

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Quimica da Universidade Federal da
Paraiba como parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Mestre em Quimica, area de concentracao
em Quimica Analitica.

Orientador: Prof. Dr. Sherlan Guimaraes Lemos
2°-orientador: Prof. Dr. Julio Santos Reboucas

*Bolsista CNPq

Joao Pessoa — PB - Brasil

Julho/2017



M395d Mascarenhas, Ana Carolina Vieira.
Determinagéo voltamétrica do terapéutico redox-ativo
Mn(II) N-metilpiridilporfirina em matriz biol6gica / Ana Carolina
Vieira Mascarenhas. - Jodo Pessoa, 2017.
68 f. il -

Orientadores: Shelan Guimaraes Lemos, Julio Santos
Reboucas.
Dissertacdo (Mestrado) - UFPB/CCEN

1. Quimica Analitica. 2. Voltametria de onda quadrada.
3. EPCNTC. 4. ECV. 5. Mn-pofrfirinas. 6. Terapéutico redox
ativo. 7. Modelos biologicos. I. Titulo.

UFPB/BC CDU: 543(043)




Determinacdo voltamétrica do terapéutico
redox-ativo Mn(I1I) N-metilpiridilporfirina em
matriz biolégica.

Dissertagdo de Mestrado apresentada pela aluna Ana Carolina

Vieira Mascarenhas e aprovada pela banca examinadora em 28 de
julho de 2017.

Prof. Dr. Shjrlan Guindardes Lemos

Orientad residente

Prof. Dﬁgﬁlio Santos Rebougas

2°. Orientador




A minha mée, Ednilza, &
minha irma Giovanna, ao
meu sobrinho(a), ao meu
eterno namorado Caio.

Com amor.

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus por me guiar e me dar forca para conseguir superar todas as dificuldades.

A minha maméae, Ednilza Hojo, por nunca desistir de mim, por me aconselhar e me
apoiar em todas as grandes decisdes da vida, por acreditar em mim e me dar forca toda vez

que eu desanimava.

A minha irma Giovanna Hojo, por ser minha melhor amiga, por sempre me apoiar e

me ajudar em todos 0s momentos, e por me dar o presente mais lindo da minha vida.

Ao meu “paidrasto”, Tiago Panizza, que sempre me apoiou, fazendo 0 que estava ao

seu alcance, e por cuidar bem da nossa familia.

Ao meu companheiro, eterno namorado, Caio Vinicius de Lima, por estar ao meu
lado em todos os momentos, por me motivar, acreditar em mim, e me inspirar para sempre

melhorar e conseguir superar meus medos e limitacdes.

A minha familia, mamae, “paidrasto”, irma, e¢ Caio, muito obrigada pelo amor,

carinho e paciéncia. Vocés sdo meio suporte, minha vida.

A familia do Caio, em especial a minha sogra Lindaura, por estar sempre presente,
por nos ajudar sempre que necessario com tanto carinho e amor, e a Elaine pelo apoio e

carinho.

Ao professor Sherlan Guimardes Lemos e ao professor Julio Santos Reboucas pela
orientacdo, por sempre estarem de prontiddo para ajudar e discutir sobre o trabalho, pelas

conversas e momentos de descontragéo.

Ao professor Luciano Farias de Almeida e a professora Katia Messias Bichinho pelas

contribuicOes na etapa da pré defesa.

Aos amigos e colegas, que participam ou ja participaram, do grupo de pesquisa:
Alcides, Aline, Amalia, Andresa, Cleilson, Dayvison, Edvaldo Elaine, Eliellson, Emmanuel,
Ingrid, Jodo Victor, Josiely, Tais, Thaine, Wanessa, Jefferson, Matheus, e professores Jailton,

Sherlan e Wallace, pelas discussGes nas reunifes semanais, pelas conversas e cafés no



laboratorio, pelas risadas, e pela colaboragdo que cada um deu, direto ou indiretamente, para a

concretizacao deste trabalho.

A Amalia pelo suporte que me deu desde os primeiros dias em Jodo Pessoa, e a seu

esposo Osmundo.

A Thaine por me ajudar no desenvolvimento no trabalho, e pela amizade

desenvolvida.
A Tais, pela amizade, caronas e risadas.

Ao professor Wallace e sua esposa Mary, pela amizade, pelas conversas e momento

de diverséo.

Aos amigos e colegas do DQ-UFPB, em especial, Anne Caroline, Barbara, Clarissa,
Cristiano, Daniella, Dariston, Elaine, Ferreira, Flaviana, Gedrgia, Iran, Israel, Jacqueline,
Jandeilson, Katharinne, Kelly, Marilia Gabriela, Matheus, Paulo, Rémulo, Stephanne, Vitor

Hugo, Yolanda pelas conversas, conselhos, e pelos momentos de descontragéo.

Ao Cristiano que me ajudou muito no desenvolvimento do trabalho e compartilhou a

angustia dos momentos finais.

Aos amigos que Jodo Pessoa me deu: Sema e Marcéo, Neto e Livia, muito obrigada
pelas conversas, por nos apresentarem um pouco da cultura dessa cidade maravilhosa, pela
capoeira, e pelos sobrinhos de quatro patas, Macarena e Odin; Josi e Rafa, que desde os
primeiros dias em Joao Pessoa nos ajudaram em momentos dificeis e compartilharam
momentos de muita felicidade, dentro e fora do laboratério; Jacqueline, Anderson e Jannaira
pelas tardes de jogos, pela ajuda com o trabalho de mestrado e projeto de doutorado, pelos
aniversarios comemorados; muito obrigado pela amizade de vocés, por terem acolhido a mim

e a Caio com tanto carinho, vocés sdo como familia para nos.
A Valdete e Sofia, pelo carinho e pelo apoio na fase final dessa dissertacao.

As minhas amigas de vida, Bel, Aninha, Nayara, Thaisa, Camila, que mesmo
distantes participaram dessa etapa da minha vida, e irdo participar das outras que estdo sé

comecando.

Ao CNPg e PPGQ-UFPB pela bolsa concedida.



RESUMO

As Mn-porfirinas pentacatiénicas (MnP) derivadas das 2-N-piridilporfirinas tém se destacado
como mimicos potentes das enzimas superoxido dismutase e moduladores redox cataliticos de
estresse oxidativo, com alguns compostos ja em testes clinicos de fase I/I1 no Canada e EUA
como um terapéutico redox ativo. O efeito in vivo das MnPs depende ndo apenas de sua
eficiéncia catalitica, mas também de fatores como biodisponibilidade, acimulo celular, entre
outros. A quantificacdo de MnP em matriz bioldgica demanda técnicas analiticas precisas e
sensiveis. No presente trabalho foi desenvolvido um metodo voltamétrico para a quantificagdo
da MnP tipica, meso-tetraquis(N-metilpiridinio-2-il)porfirinatomanganés(lll) (MnTM-2-
PyP*"), usando biomassa da levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo para amostras
bioldgicas. As medidas voltamétricas foram realizadas empregando um eletrodo de referéncia
de Ag/AgCl e um eletrodo auxiliar de platina, em solugdo de tampao fosfato 0,05 mol L (pH
7,8) e 0,1 mol L de NaCl. Para o desenvolvimento do método, as técnicas de voltametria de
pulso diferencial (VPD) e onda quadrada (VOQ) foram avaliadas, sendo a voltametria de
onda quadrada a que se mostrou mais sensivel ao analito. Como eletrodo de trabalho foram
avaliados quatro tipos de eletrodo a base de carbono, eletrodo de carbono vitreo (ECV),
eletrodo de pasta de carbono (EPC), eletrodo de pasta de nanotubos de carbono (ENTC), e
eletrodo de pasta de carbono e nanotubos de carbono (EPCNTC). O eletrodo de pasta de
carbono e nanotubos de carbono apresentou maior sensibilidade, porém o eletrodo de carbono
vitreo apresentou uma maior seletividade. Sendo assim, o método foi desenvolvido
empregando os dois eletrodos de trabalho. Os parametros da VOQ foram otimizados e as
curvas analiticas obtidas com os dois eletrodos apresentaram regido linear de 0,04 a 0,11
umol Lt de MnTM-2-PyP®*. Forem estimados os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo
(LQ) para o ECV foram de 19 nmol L e 64 nmol L?, e para o EPCNTC foram de 1,6 nmol
Lt e 5,4 nmol L? respectivamente. O método desenvolvido apresentou exatiddo aceitavel,
tendo porcentagens de recuperacdo aparente entre 110% e 117% em amostras de biomassa
flngica crescida na auséncia de MnTM-2-PyP®*. Concentragdes de MnTM-2-PyP°" entre 0,08
- 0,12 pmol mg* foram encontradas nas amostras de biomassa fungica crescidas por 72 horas
em meio YMA contendo 20 pmol L de MnTM-2-PyP®*.

Palavras-chave: Voltametria de onda quadrada, EPCNTC, ECV, Mn-porfirinas, terapéutico
redox ativo, modelos biol6gicos.



ABSTRACT

Cationic Mn porphyrins (MnPs) derived from 2-N-pirydilporphyrins are among the most
potent superoxide dismutase (SOD) mimics and catalytic redox modulators of oxidative stress
for pre-clinical studies and are currently under phases I/l Clinical Trials in Canada and USA
as redox-active therapeutics. The activity of MnPs in vivo depends not only on their intrinsic
catalytic potency, but also on other factors, such as cell accumulation and bioavailability. The
quantification of MnPs in biological milieu demands reliable and sensitive analytical
techniques. In the present work a voltammetric method for quantification of the prototypical
MnP, meso-tetrakis(N-methylpyridinium-2-yl)porphyrin (MnTM-2-PyP5+) was developed
using yeast Saccharomyces cerevisiae biomass as a model for biological samples. The
voltammetric measurements were carried out using Ag/AgCl electrode and platinum electrode
as reference and auxiliary electrodes, respectively, in 0.05 mol L™ phosphate buffer (pH 7.8)
containing 0.1 mol L* NaCl. For the development of the method, differential pulse
voltammetry (DPV) and square wave voltammetry (SWV) techniques were evaluated, with
SWV being the most sensitive to the analyte. As working electrode, four types of carbon-
based electrodes were evaluated: glassy carbon electrode (GCE), carbon paste electrode
(CPE), carbon nanotube paste electrode (CNTE), and carbon nanotube and carbon paste
electrode (CNTCPE). The CNTCPE was the most sensitive whereas GCE was the most
selective. Therefore, CNTCPE and GCE were used as working electrodes for method
development. SWV parameters were optimized and the obtained analytical curve for both
electrodes showed a linear region from 0.04 to 0.11 umol L of MnTM-2-PyP®*. The limit of
detection (LD) and the limit of quantification (LQ) were 19 nmol L-1 and 64 nmol L for
GCE, and 1.6 nmol L* and 5.4 nmol L for CNTCPE, respectively. The method developed
presented acceptable accuracy, with percentages of apparent recovery from 110% to 117% in
MnP-spiked yeast biomass sample grown in the absence of MnTM-2-PyP5+. Concentrations
of MnTM-2-PyP>* from 0.08 to 0.12 umol mg™ were found in yeast biomass sample grown
for 72 hours in YMA medium containing 20 umol L of MnTM-2-PyP®*,

Key words: Square wave voltammetry, CNTCPE, GCE, Mn-porphyrins, redox-active

therapeutics, biological models.
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1 INTRODUCAO
1.1 Porfirinas de manganés como moduladores redox

O estresse oxidativo é uma condicdo de desequilibrio entre a producdo continua de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) e as vias protetoras antioxidantes
(BATINIC-HABERLE et al., 2016). O acimulo de ERO e ERN pode causar danos oxidativos
em moléculas bioldgicas associados a varias condicdes fisiopatoldgicas, entre elas alguns
tipos de céncer, diabetes, processos de isquemia/reperfusdo, e algumas doencas relacionadas
com o sistema nervoso central (BATINIC-HABERLE et al., 2010). Em muitos casos, 0
estresse oxidativo se deve a inativacdo ou baixa expressdo das enzimas superdxido dismutase
(SOD), enzima responsavel pelo controle in vivo dos niveis do ion radical superéxido (O2"™)
(RAJIC et al., 2012).

Os primeiros estudos sobre modelos sintéticos da SOD empregando as porfirinas, foram
realizados com Fe-porfirinas, inicialmente por Pastenack e Halliwell (1979). O campo
permaneceu dormente por mais de uma década (FAULKNER et al., 1994), tendo se
intensificado apenas por volta dos anos 2000, com os estudos empregando as Mn-porfirinas
(MnP) como mimicos SOD potentes (BATINIC-HABERLE et al., 2016). As principais
caracteristicas buscadas para os mimicos SOD eram a de compostos com pequeno volume
molecular e capacidade de atravessar a membrana celular, podendo assim ter excelente
desempenho terapéutico e evitar os problemas tipicos de utilizagdo de enzimas naturais (alto
custo de isolamento, purificacdo e armazenamento, baixa estabilidade, biodisponibilidade
comprometida).

As porfirinas sdo uma classe de compostos que possuem um macrociclo terapirrolico
altamente conjugado (Figura 1). O anel porfirinico é um ligante tetradentado no qual, ap6s a
dissociacdo dos dois hidrogénios &cidos dos atomos de nitrogénio do pirrol, um metal pode se
coordenar dando origem as metaloporfirinas. Além de ser um sistema muito estavel, o anel
porfirinico possui uma quimica acessivel, com a possibilidade de modificacdo de sua estrutura

por substituintes na posi¢do meso e S-pirrélicos do anel porfirinico.
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Figura 1- Estrutura do anel porfirinico indicando as posi¢des dos substituintes S-pirrélicos e

meso do anel porfirinico. Fonte: elaborada pelo autor.

As MnPs podem catalisar a reacdo de desproporcionamento do O>™ a oxigénio e
peréxido de hidrogénio, através de um mecanismo redox semelhante aquele da enzima SOD
(Figura 2). De modo geral, a reacdo de desproporcionamento do O2" catalisada pela SOD ou
pela MnP ocorre em duas etapas, a primeira baseada na redugdo do centro metalico pelo O™
com formacéo do O», e a segunda baseada na oxidagdo do centro metalico por outra espécie
02", retornando o catalisador & forma inicial, com consequente formagdo de peroxido de
hidrogénio (H202) (BATINIC-HABERLE et al., 2015; TOVMASYAN et al., 2013).0
controle da natureza e distribuicdo de cargas dos substituintes das MnP resulta em complexos
com potencial de redu¢do Mn(I11)/Mn(11) muito proximo ao das SOD (E, das SOD é 300 mV
vs. NHE) e com facilitacdo eletrostatica semelhante aquela das SOD, levando a constantes

cataliticas similares as das enzimas SOD nativas (log kcat da SOD sendo aproximadamente 9).

020— [SODoxi]+v H202 02._ [MnIIIP]5+ 1_1202
02 X [SOD"ed] /\ 02’_+ 2H* 02 A [MnIIP]4+: : 020—+ 2H*
Figura 2 - Representacdo das etapas envolvidas na reacdo de desproporcionamento do ion

radical superdxido (O2") catalisado pela SOD e pela MnP. Adaptado: BATINIC-HABERLE
etal., 2015.



Nos ultimos anos, as porfirinas pentacatidnicas de Mn(lll) tém se destacado como
uma das classes de moduladores redox mais importantes (RAJIC et al., 2017), atuando como
mimicos da SOD, e também como catalisadores para a eliminacdo do peroxonitrito (ONOO").
As MnPs pentacatibnicas orto substituidas (Figura 3) se destacam por possuirem cargas
positivas permanentes sobre 0s &tomos de nitrogénio do anel piridinico. O efeito retirador de
elétrons dos grupos piridinios sobre o centro metalico estd diretamente relacionado com os
valores de Ey, dos complexos (de 200 mV a 300 mV vs. NHE) proximos ao da SOD (Figura
4) (BATINIC-HABERLE et al., 2016). Além disso, as cargas positivas destes complexos
orientam o Oy para 0 centro metalico da MnP, imitando o efeito de direcionamento
eletrostatico observado nas enzimas SOD (REBOUCAS, et al., 2008a), aumentando, assim, a
eficiéncia dessas MnPs como mimicos SOD. Essas Mn-porfirinas vém sendo empregadas em
estudos pré-clinicos em modelos animais e unicelulares, apresentando potencial terapéutico
para doencas relacionadas ao estresse oxidativo (REBOUCAS et al., 2008a; SPASOJEVIC et
al., 2008).

Figura 3 - Representacdo estrutural das Mn(ll1l) 2-N-alquilpridilporfirinas, MnTalquil-2-

PyP°*, sendo R geralmente um alcano linear. Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 4 — Relacdo entre a estrutura das Mn-porfirinas neutras, aniénicas e catidnicas com
seus respectivos E1 e log keat. Adaptado BATINIC-HABERLE et al., 2015.

No desenvolvimento de um novo farmaco, os estudos dos processos evolutivos do
reconhecimento molecular da nova droga, em sistemas bioldgicos, assumem grande
importancia pois constituem as bases fundamentais para o entendimento de propriedades
farmacolodgicas como poténcia, afinidade e seletividade (GUIDE, 2010). Estes estudos sdo
feitos em organismos vivos, desde os mais simples aos mais complexos, tendo papel
fundamental na compreensdo dos processos bioldgicos que sdo desencadeados pelo novo
farmaco, visto que muitos aspectos biolégicos dos organismos vivos sdo similares
(KUHNLEIN 2010, TANG 2015.). Os organismos vivos estudados sdo comumente
denominados de organismos modelo (ou modelos bioldgicos), devido a cada um deles

apresentar uma ou mais caracteristicas que os tornam aptos para estudos laboratoriais.



Alguns dos modelos biolégicos mais comumente explorados sdo a Escherichia coli
(E. coli) e a Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), que, por exemplo, podem ser aplicados
nos estudos de farmacos redox ativos como as Mn-porfirinas. ModificacBes genéticas
especificas tornam estes modelos bioldgicos SOD deficientes, possibilitando assim avaliar o
desempenho das Mn-porfirinas como mimico in vivo das enzimas SOD na remedia¢do do
estresse oxidativo, através de modelos simples de crescimento desses modelos (BATINIC-
HABERLE 2010 e 2011).

O desenvolvimento de terapéuticos redox-ativos a base de MnP para uso clinico tem
seguido uma série de etapas de avaliacBes in vivo que incluem estudos pré-clinicos em
microrganismos unicelulares e animais superiores, antes de estudos clinicos em humanos
(Figura 5). Os modelos unicelulares de bactérias e leveduras, tais como Escherichia coli e
Saccharomyces cerevisiae deficientes em SOD, sdo aplicados para caracterizar a eficiéncia,
biodisponibilidade e toxicidade celular das MnPs como moduladores redox, precedendo os
estudos de eficiéncia, biodistribuicdo e farmacocinética em modelos experimentais em
mamiferos. Em geral, as MnPs que apresentam desempenho satisfatorio nos modelos
unicelulares tém se mostrado eficazes em modelos pré-clinicos mais complexos (BATINIC-
HABERLE et al., 2011). A Ultima etapa da avaliagdo compreende os estudos clinicos em

humanaos.

Os estudos clinicos sdo divididos em uma série de fases (fases I, 11, Il e IV), onde a
fase | consiste da aplicacdo do novo farmaco em um grupo pequeno de voluntério, de 10 a 30
individuos, geralmente sadios. Ja a fase Il abrange um ndmero maior de voluntarios (70 a 100
individuos) que possuem a doenca que serad tratada. Estas fases, possuem como objetivo
principal, avaliar a seguranga e toxicidade de um medicamento em investigacdo
(DRAGALIN, 2010; World Health Organization, 1995). A fase 11l abrange um nimero maior
de pacientes, de 100 a 1000 individuos, que sdo divididos em dois grupos, de maneira
randémica: um controle e um investigacional. Esta fase tem como principal objetivo comparar
0 novo tratamento com um tratamento padrdo existente (SBPPC, 2017). Na fase IV, estudos
sdo realizados para confirmar se os resultados obtidos da fase Il sdo aplicaveis em uma
grande parte da populacdo doente, permitindo acompanhar os efeitos do medicamento a longo

prazo.
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Figura 5 - Esquema das fases de estudos pré-clinicos para avaliar o desempenho terapéutico

das MnP. Adaptado: BATINIC-HABERLE et al., 2011.



Os efeitos terapéuticos das MnP sdo intensamente estudados utilizando modelos
bioldgicos, apresentando resultados muito satisfatorios, que comprovam o potencial
terapéutico das MnP (BATINIC-HABERLE et al., 2011). Em modelos celulares, a MnTE-2-
PyP°* apresentou efeitos animadores em modelos experimentais de doenca de Alzheimer’s
(SOMPOL et al., 2008) e quando empregada na quimioterapia para tratamento de cancer (YE
etal., 2011, JARAMILLO et al., 2009, TIAN et al., 2010). Em modelos animais (mamiferos)
a MnTE-2-PyP®", apresentou boa atividade terapéutica no tratamento de derrames (SHENG et
al., 2011, SHENG et al., 2002), diabetes (PIGANELLI et al., 2002, BOTTINO et al., 2004),
cancer de pele (ZHAO et al., 2005), e na radioprotecédo de olhos (MAO et al., 2009)

Algumas MnP se destacam por sua capacidade terapéutica e ja estdo em fase de
estudos clinicos. A MnTE-2-PyP>" e a MnTnBuOE-2-PyP>* (Figura 6) encontram-se em
estudo clinico nas fases I/l no Canada e nos EUA. A MnTE-2-PyP®" esta sendo aplicada na
protecdo de ilhotas pancreaticas durante transplantes em pacientes com diabetes, enquanto a
MnTnBuOE-2-PyP>" esta sendo investigada no tratamento de gliomas (BATINIC-HABERLE
etal., 2015).

MnTE-2-PyP5*  MnTnBuOE-2-PyP%*

Figura 6 - Representacdo das Mn-porfirinas pentacationicas que estdo em estudos clinicos
para protecao de células saudaveis. Fonte: Elaborada pelo autor.



A potencialidade terapéutica das MnP depende ndo somente da atividade SOD
intrinseca do complexo, mas especialmente da biodisponibilidade, da farmacocinética e do
acumulo in vivo desses complexos. Para a obtencdo de informacdes sobre o acumulo in vivo
das MnPs, alguns métodos de determinacdo de MnP em matrizes bioldgicas sdo encontrados,
onde as técnicas mais empregadas sdo HPLC-MS/MS e HPLC-FLD. Spasojevi¢ €
colaboradores (2008) determinaram o acimulo da MnTE-2-PyP>* em tecidos de 6rgéo de
rato, por HPLC-MS/MS e HPLC-FLD, obtendo limites de detecgdo de 0,0005 ¢ 0,0013 umol
L%, respectivamente. Porém, o preparo de amostras para este tipo de aplicacdo requer uma
série de etapas de homogeneizacao de tecidos, remocao de proteinas e componentes celulares
e pré-concentracdo, o que torna o procedimento analitico muito laborioso. Adicionalmente, no
caso da fluorescéncia, é necessaria uma etapa de troca redutiva de centro metalico de Mn(l11)
para Zn(ll), uma vez que as Mn(lll)-porfirinas, ao contrario daquelas de Zn(ll), ndo séo
fluorescentes (SPASOJEVIC et al., 2008).

Alternativamente a estas técnicas, a espectroscopia de absor¢cdo no UV-Vis pode ser
empregada para a quantificacdo das MnP, visto que estes compostos sdo bons agentes
cromoforos. Porém os limites de deteccdo obtidos sdo maiores que os obtidos pelas técnicas
de HPLC-MS/MS e HPLC-FLD. Kos e colaboradores (2009) avaliaram o acumulo de MnP
em fracdes citosolicas e de membrana de E. coli deficientes em SOD, utilizando UV-Vis. Os
niveis de MnP foram quantificados utilizando curvas analiticas para os isdmeros orto e meta
de Mn(I11) N-alquilpiridilporfirinas, através da relagéo entre a &rea da banda Soret (Amax ~ 460
nm) e a concentragio da MnP, obtendo um limite de detecgio estimado de 0,7 umol L (KOS
et al., 2009).

Considerando as caracteristicas da rota analitica laboriosa, quando empregados
HPLC-MS/MS e HPLC-FLD (SPASOJEVIC et al., 2008), bem como a baixa sensibilidade
dos métodos empregando espectroscopia no UV-Vis, conclui-se que o desenvolvimento de
métodos sensiveis e de procedimentos analiticos mais simples para determinacdo de MnP em
matrizes bioldgicas pode trazer significativa contribuicdo as pesquisas relacionadas as Mn-
porfirinas e suas aplicacbes. Uma vez que as MnP séo eletroativas, as técnicas eletroanaliticas
se constituem opc¢es relevantes, pois sdo sensiveis e permitem a analise direta das amostras,
sem a necessidade de um tratamento ou separacao prévia, minimizando o tempo e gastos com
as analises (GALLI et al. 2006). A voltametria de onda quadrada (VOQ) e a voltametria de
pulso diferencial (VPD) sdo as técnicas voltamétricas de pulso que mais se destacam em
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eletroanalitica, e sdo amplamente empregadas na determinacdo de compostos organicos e
inorganicos (SKOOG, 2005).

1.2 Técnicas voltamétricas

As técnicas voltamétricas se baseiam na medida da corrente em uma célula
eletroquimica em fungdo do tempo do potencial aplicado, e sdo amplamente empregadas para

estudos fundamentais de processos de oxidacao e reducdo em varios meios (SKOOG, 2005).

A voltametria ciclica (VC) é a técnica eletroquimica mais utilizada para a obtencao
de informacg0des qualitativas sobre processos de oxidacéo e reducdo (WANG, 2006). Na VC, o
potencial aplicado ao eletrodo de trabalho varia continuamente com o tempo na forma de
onda triangular (Figura 7a), partindo de um valor de potencial inicial (Ei), seguindo até um
valor de potencial de inversdo (Ev). Ao alcancar Ey a direcdo da varredura € invertida, e 0
caminho inverso é percorrido até chegar em um valor de potencial final (Ef), que geralmente é
0 mesmo que o E; (SKOOG, 2005). O sinal de corrente registrada da origem ao
voltamograma, curva de potencial vs. corrente (Figura 7b). As correntes de pico de oxidacdo

ou de reducéo obtidas no voltamograma sdo proporcionais a concentracdo da espécie.

a b
—— Ciclol —
Ey Varredura
= Varredura o direta
o | &
g inversa =]
< 2
e =
=, Varredura 8
E; direta Varredura
Ef inversa
tempo potencial

Figura 7 — (a) Aplicacdo do potencial para a voltametria ciclica, (b) voltamograma ciclico
para um sistema reversivel. Adaptado: WANG, 2006.

A avaliacdo da influéncia da variacdo da velocidade de varredura no perfil do

voltamograma ciclico € comumente estudada para se obterem parametros cinéticos e de
9



reversibilidade do sistema eletroquimico. Para sistemas reversiveis algumas condi¢des devem
ser obedecidas (BARD & FAULKNER, 1980):

e A variacdo da corrente de pico com a raiz quadrada da velocidade de
varredura deve ser linear;

e Diferenga entre os potenciais dos picos anodico e catddico (AEp) deve se
manter constante com o aumento da velocidade de varredura;

e Razdo da corrente de pico anodico e catddico (lpa/lpc) deve ser igual ou

proxima a unidade, independente da velocidade de varredura.

Apesar de a VC também ser empregada para andalises quantitativas, os limites de
deteccdo obtidos ndo sdo satisfatorios quando comparados com o0s obtidos pelas técnicas

voltamétricas de pulso.

As técnicas voltamétricas de pulso sdo baseadas na cronoamperometria, ou seja, na
medida da corrente elétrica em funcdo do tempo de aplicagcdo de um determinado pulso. A
corrente medida possui caracteristicas que estdo relacionadas com a altura do pulso de
potencial que é aplicado no eletrodo para promover o processo faradaico (OSTERYOUNG e
OSTERYOUNG, 1985). Estas tecnicas se originaram em um contexto polarografico classico
e foram desenvolvidas como forma de sincronizar os pulsos aplicados com a formagéo e
desprendimento das gotas de mercurio, no eletrodo gotejante de mercdrio, reduzindo, desta
forma, a contribuicdo capacitiva por ocasido da amostragem de corrente ao final do tempo de
vida da gota (BARD e FAULKNER, 1980).

A diferenca entre as varias técnicas de pulso é a forma da onda de excitacdo e a
forma de amostragem da corrente (WANG, 2016). Atualmente, as técnicas de pulso mais
utilizadas séo a voltametria de pulso diferencial e a voltametria de onda quadrada, que se
destacam pela alta sensibilidade quando comparadas as outras técnicas voltamétricas,
alcancando limites de detecgdo comparaveis aos obtidos pelas técnicas cromatogréficas na
ordem de 10*° mol L'* (PACHECO et al., 2013)

Na voltametria de pulso diferencial, pulsos de amplitude fixa sdo aplicados sobre
uma rampa de potencial. A corrente é medida duas vezes, (1) antes da aplicac¢do do pulso e (2)
ao final do pulso (Figura 8a). A corrente resultante da subtracdo das duas correntes medidas,

Al = 1(2) — 1(1), é plotada versus o potencial aplicado, resultando em um voltamograma, com
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pico em forma de gaussiana (Figura 8b), cuja altura é diretamente proporcional a

concentracdo do analito de acordo com a equacgédo 1 (WANG, 2016):

nFADY2%C (1-0 i
Equacéo 1

lp = ATty 1+0

onde ip € corrente de pico (MLA), n 0 nimero de elétrons envolvido na reacdo redox, F, a
constante de Faraday (C), A, a area do eletrodo (cm?), tm 0 tempo entre a segunda e a primeira
leitura de corrente (s), D, o coeficiente de difusio (cm? s?), C a concentragdo do analito
(mmol L?), 6 = exp(nFAE/ 2RT) e AE é a amplitude de pulso.

b

rampa de potencial’_L‘,—ﬂ—I——

AL =1(2) - I(1)

—ﬁ’l——,-__‘ # corrente
S

amplltude de
pulso
IP
potencial
ﬁ_ —
jL potencial
penodos

tempo

Figura 8 - (a) Representacdo do funcionamento da técnica de voltametria de pulso diferencial
e (b) voltamograma de pulso diferencial (PACHECO et al., 2013).

A corrente medida dessa forma apresenta uma menor contribui¢cdo da corrente de
fundo, aumentando a sensibilidade da técnica (BRETT e BRETT, 1996). A medida em que se
aplica o pulso, ocorre um aumento da contribuicdo das correntes capacitiva e faradaica,
entretanto, a corrente capacitiva diminui mais rapidamente que a corrente faradaica. Assim a

corrente capacitiva tende a zero, maximizando o sinal analitico (PACHECO et al., 2013).
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A voltametria de onda quadrada é uma das técnicas voltamétricas de pulso mais
rapidas e sensiveis. Além disso, possibilita a avaliacdo da cinética e mecanismo do processo
redox pela anélise dos resultados e a aplicacéo dos critérios de diagnostico (ZACHOWSKI et
al., 1986). Inventada por RAMALEY e KRAUSE em 1969, e desenvolvida por
OSTERYOUNG e colaboradores (CHRISTIE et al. 1977, OSTERYOUNG e O’DEA, 1982),
a voltametria de onda quadrada envolve a aplicacdo de pulsos de potencial em forma de uma
onda quadrada sobrepostos em uma rampa de potencial, como € mostrado na Figura 9. Esta
sobreposicdo é feita de forma que o pulso direto coincida com o inicio do degrau da rampa e o
pulso reverso com a metade do degrau (PACHECO et al., 2013). Na voltametria de onda
quadrada, a corrente € medida ao final de cada pulso da onda quadrada, onde a magnitude da
corrente capacitiva ja esta minimizada, no sentido direto e no sentido reverso. A corrente
resultante é a subtracdo das duas correntes medidas, AI=I; - l4, permitindo a discriminacéo
efetiva de processos faradaicos de correntes de carga. O voltamograma de onda quadrada
resultante € um pico simétrico semelhante ao voltamograma de pulso diferencial (Figura 10).
A Figura 10a apresenta o perfil voltamétrico tedrico de um sistema totalmente reversivel e a

Figura 10b de um sistema totalmente irreversivel.

.....

ssss

0,0 0,1
t (s)

Figura 9 - Representacdo esquematica do funcionamento da técnica de voltametria de onda
quadrada (DAUPHIN-DUCHARME et al., 2017). a: amplitude de pulso, f: frequéncia: Es:

incremento de pulso, l4: corrente no sentido direto, Ii: corrente no sentido inverso.
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Figura 10 - Voltamogramas de onda quadrada. Perfis voltamétricos tedricos para (a) sistema

totalmente reversivel e (b) sistema totalmente irreversivel (SOUZA et al., 2003).

A altura do pico formado na voltametria de onda quadrada é proporcional a
concentracdo do analito da mesma maneira que a altura de pico no voltamograma de pulso
diferencial (BARD e FAULKNER, 1980). A grande vantagem da voltametria de onda
quadrada em relacdo a voltametria de pulso diferencial é a velocidade de obtencédo dos dados.
Na voltametria de onda quadrada é possivel utilizar frequéncias de 1 a 100 Hz, o que
proporciona velocidades de varredura mais rapidas, entre 100 a 1000 mV s, enquanto a
voltametria de pulso diferencial é realizada utilizando velocidades de 1 a 10 mV s?
(PACHECO et al., 2013).
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2 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método baseado em técnicas
voltamétricas de pulso para a determinagdo do modulador redox meso-tetraquis(N-
metilpiridinio-2-il)porfirinatomanganés(l11) (MnTM-2-PyP°") em amostras bioldgicas. Para o

alcance do objetivo principal, alguns objetivos especificos podem ser relacionados:

e Avaliar o comportamento eletroquimico da MnTM-2-PyP>* em eletrodo de
carbono vitreo;

e Avaliar o eletrodo de carbono vitreo e eletrodos de pasta de carbono e/ou
nanotubos de carbono na determinagdo da MnTM-2-PyP°*, a fim de escolher o
eletrodo mais adequado — aquele que proporcionara um metodo mais sensivel e/ou
mais seletivo;

e Auvaliar as técnicas voltamétricas de pulso diferencial e onda quadrada e
estabelecer os parametros da técnica voltamétrica de pulso que proporcionem
maior sensibilidade a determinacdo de MnTM-2-PyP®*;

e Obtencdo de biomassa fungica da levedura Saccharomices cerevisiae, para
emprego como modelo na aplicacdo do método em amostras bioldgicas;

e Validar o método, com consequente obtencdo dos parametros de desempenho
analitico para a determinacgédo da porfirina em solugdes aquosas e em amostras de

biomassa flngica.
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3 EXPERIMENTAL
3.1 Reagentes e solucdes

Para o preparo de todas as solugdes foi utilizada agua previamente destilada e
purificada por um sistema Milli-Q, a temperatura ambiente. Os reagentes para o preparo das
solugdes utilizadas durante o desenvolvimento do trabalho foram sem purificacdo adicional:
cloreto de sodio (p.a., Merck); fosfato de potassio monobasico (p.a., Nuclear); hidroxido de
sodio (99,99%, Sigma-Aldrich); glicose (Dinamica); extrato de levedura (Vetec); extrato de
malte (Himedia) e Peptona (Himedia). O gas nitrogénio (Linde) com pureza de 99,9999% foi

utilizado para purgar as soluc@es antes das medidas voltamétricas.

O eletrdlito de suporte utilizado em todas as medidas eletroquimicas foi uma
solugdo-tampdo fosfato 0,05 mol L, pH 7,8 e NaCl 0,1 mol L. O pH da solugdo tamp&o
fosfato foi ajustado pela adicdo de uma solucdo de NaOH 2,0 mol L e aferido em um
pHmetro, previamente calibrado, com eletrodo combinado de vidro. O eletrélito e o pH da
solucdo tampdo foram estabelecidos de acordo com trabalhos prévios de determinacéo
voltamétrica de Ey, da MnTM-2-PyP°>* (REBOUCAS et al., 2008 (b), TOVMASYAN et al.,
2014).

A MnTM-2-PyP>* foi sintetizada e cedida pelo Grupo de Porfirinas Aplicadas a
Problemas Quimicos, Medicinais e Tecnoldgicos, UFPB. A sintese foi realizada conforme
descrita na literatura, partindo da meso-tetraquis(2-piridil)porfirina (ADLER et al., 1964,
HAMBRIGHT et al., 1985; MAIA, 2015), seguida de sua metalacdo com acetato de Mn(Il)
(WIJESEKERA e DOLPHIN, 1994; PINTO, 2013) e alquilacdo com tosilato de metila
(PINTO, 2013). A concentragdo da solugdo-estoque aquosa da MnTM-2-PyP>" foi
determinada espectrofotometricamente, a partir de dados de absortividade molar da literatura,
sendo log €453nm = 5.11 para a MnTM-2-PyP%* em agua (BATINIC-HABERLE et al., 2002).
A solucéo estoque de MnTM-2-PyP°* com concentragdo de 0,8 mmol L™ foi utilizada para o

preparo das solugdes de 0,2, 0,02 e 0,002 mmol L, por dilui¢des apropriadas.

O meio de cultura utilizado para o crescimento das células da levedura
Saccharomices cerevisiae foi o0 YMA liquido. O meio YMA foi preparado com a dissolucao
de 10 g de glicose, 5 g de peptona, 3 g de extrato de malte e 3 g de extrato de levedura em

baldo volumétrico de 1,00 L. O meio foi transferido para erlenmeyers de 250 mL, os quais
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foram tampados com algoddo e gaze recobertos por papel aluminio e, em seguida

esterilizados em autoclave por 15 minutos, a 121 °C.

3.2 Obtencao e preparo das amostras

Inicialmente, a ativacdo das células integras da levedura foi realizada, pela suspenséao
de 1 g de fermento biolégico fresco em 10 mL de 4gua morna previamente autoclavada. Essa
suspensao foi inoculada em 0,5 mL de meio por 24 hrs. Apds as 24 horas, a biomassa

resultante foi filtrada e lavada.

Para o crescimento da biomassa total, foram adicionados em erlenmeyers de 1 L, 500
mL do meio YMA liquido (Figura 11). Os erlenmeyers foram vedados com algoddo e gaze,
recobertos com papel aluminio e esterilizados em autoclave, por 15 minutos, a 121 °C. Apds
resfriamento, o meio estéril foi inoculado em camara de fluxo laminar com uma aliquota de
0,5 mL de suspensdo de células (biomassa obtida previamente por 24 h). Em um dos
erlenmeyers foi adicionado uma solugdo aquosa estéril de MnTM-2-PyP>* para a obtencéo de
uma concentracéo final de 20 umol L. Os erlenmeyers foram novamente vedados e, entéo,
incubados a 30°C sob agitacdo orbital 180 rpm por 72 horas. A biomassa resultante foi
centrifugada por 10 min em rotacdo de 4.000 rpm e lavada (para retirada do excesso do meio

de cultura).
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Figura 11 — Erlenmeyers contendo a solucdo de meio de cultura YMA liquido com 20 pmol
L' MnTM-2-PyP%" (esquerda) e na auséncia de MnTM-2-PyP%" (direita).

As amostras de biomassa foram preparadas de acordo com o esquema apresentado na
Figura 12. Em tubos do tipo eppendorf (1,5 mL), 15 mg de biomassa Umida foram pesados,
lavados com 1 mL de tampdo fosfato a 4°C, e centrifugados a 4000 rpm por 10 mim. Apds
duas etapas de lavagem, a biomassa foi ressuspensa em 1 mL de tampé&o fosfato e colocada
em banho ultrassénico de 40 KHz de frequéncia por 30 min. Apos o tempo de sonicacao, as
amostras foram novamente centrifugadas e, os extratos (sobrenadantes) obtidos foram
devidamente armazenados sob refrigeracdo abaixo de 0° C até o0 momento da analise. Para os
testes de recuperacdo concentracdes conhecidas de MnTM-2-PyP** foram adicionadas aos

extratos obtidos das amostras de biomassa crescida sem MnTM-2-PyP°*.
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2 ETAPAS DE LAVAGEM
— (1 mL de Tampao Fosfato,

15mgde —. centrifugaciao 10 min)
biomassa umida

30 min

Centrifugacao ~—— '
(10 min.)
banho de
ultrassom
1 mL de

Tampao Fosfato

Figura 12- Esquema das etapas de preparo da amostra de biomassa fungica.

3.3 C¢élula eletroquimica e eletrodos

A celula eletroquimica utilizada nos testes voltamétricos era composta por trés
eletrodos, um eletrodo de referéncia, Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L), um eletrodo auxiliar, fio de
platina, e um eletrodo de trabalho. Foram avaliados como eletrodos de trabalho os eletrodos
de carbono vitreo (ECV), eletrodo de pasta de carbono (EPC), eletrodo de pasta de nanotubos

de carbono (ENTC) e eletrodo de pasta de carbono com nanotubos de carbono (EPCNTC).

Os eletrodos de pasta foram confeccionados misturando os solidos com 6leo mineral
nas proporcdes apresentadas na Tabela 1. Foram empregados nanotubos de carbono (9,5 nm
didmetro medio x 1,5 um comprimento dos nanotubos) de multiplas paredes. Os nanotubos e
o grafite utilizados para a confeccdo dos eletrodos foram obtidos da Sigma-Aldrich. As
misturas foram maceradas em almofariz de porcelana com auxilio de um pistilo de porcelana
por aproximadamente 40 minutos, até obtencdo de uma pasta homogénea. Em seguida, a pasta
foi compactada na ponta de uma seringa plastica de 3mL, bico luer slip, utilizando um fio de
cobre, com diametro de 3 mm, como émbolo e contato elétrico. Para limpeza e renovacgdo da

superficie os eletrodos foram apenas riscados em uma folha de papel sulfite limpa, usando-se
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o fio de cobre para extrusdo da nova camada de pasta. A renovagdo da superficie foi realizada
antes de cada experimento. E importante ressaltar que, uma vez que a porfirina era adsorvida
fortemente a pasta, era necessario riscar repetidas vezes a superficie do eletrodo na folha de

papel sulfite.

Tabela 1 - Composicdo dos eletrodos de trabalho em % m m™,

Eletrodos PO de grafite (%) Nanotubos (%)  Oleo mineral (%)

EPC 70 - 30
ENTC - 70 30
EPCNTC 50 20 30

O eletrodo de carbono vitreo foi polido, antes de cada medida, em suspensdo de
alumina 0,05 um, com auxilio de uma Lixadeira/Politriz Universal Arotec AROPOL-2V por
aproximadamente dois minutos, sendo, em seguida, colocado em banho ultrassénico por 5

minutos em acetonitrila.

Para eliminacdo de possiveis contaminacfes da célula eletroquimica com MnTM-2-
PyP°* proveniente de experimentos anteriores, a célula eletroquimica era cuidadosamente
lavada, enxaguada com agua purificada, e mergulhada em uma solucdo de acido sulfurico
20% v/v. Apo6s alguns minutos, a célula era novamente enxaguada abundantemente com agua

purificada.

3.4 Procedimento experimental

As medidas voltamétricas foram realizadas em um potenciostato/galvanostato
Autolab PGSTAT 101 acoplado ao médulo polarogréfico 663 VA Stand® (Metrohm, Suica) e

a um microcomputador com o software NOVA 1.11.

Antes de cada medida voltamétrica, a solucdo foi purgada com N2(g) durante 5
minutos. VVoltamogramas ciclicos foram obtidos com 0 ECV em 3 mL de eletrolito-suporte na
presenca de 0,1 mmol L de MnTM-2-PyP**, com velocidade de varredura de 100 mV s*,

inicialmente, em uma janela de potencial de —0,25 a 0,25 V vs. Ag/AgCl, obtendo trés ciclos
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voltamétricos, e em seguida em uma janela de potencial de —1,5 a 1,0 V vs. Ag/AgCIl. Na
janela de potencial de 0,25 a 0,25 V vs. Ag/AgCI, observa-se a atividade redox do par
Mn"'/Mn", centrado no anel porfirinico. Na sequéncia do trabalho, todas as medidas
voltamétricas foram realizadas utilizando a janela de potencial de —0,25 a 0,25 V vs.
Ag/AgCl. O estudo da velocidade de varredura foi realizado, através da obtencdo de
voltamogramas ciclicos com ECV em 3 mL de eletrdlito-suporte na presenca de 0,1 mmol L*

de MnTM-2-PyP>* com velocidade de varredura variando de 5 a 200 mV s,

Os estudos com as técnicas de pulso, para escolha da técnica mais sensivel ao
analito, foram realizados em 3 mL de eletrdlito-suporte na presenca de 1 umol L™ de MnTM-
2-PyP®*, utilizando o ECV. A avalicdo dos eletrodos de trabalho foi realizada em 3 mL de
eletrdlito-suporte na presenca de 1 pmol L' de MnTM-2-PyP%*, obtendo voltamogramas com
0 EPC, ENTC, EPCNTC, empregando a técnica voltamétrica de pulso mais sensivel a
MnTM-2-PyP>* quando utilizado o ECV.

O estudo dos parametros da técnica de pulso escolhida foi realizado com o eletrodo
de trabalho que apresentou maior sensibilidade e/ou seletividade em 10 mL de eletrolito-
suporte na presenca de 0,1 pmol L de MnTM-2-PyP>*. A otimizacdo dos pardmetros foi
realizada de forma univariada. O primeiro parametro avaliado foi o incremento de potencial
(AEs), fixando-se os valores de frequéncia e amplitude, e variando o AEs de 0,5 a 20 mV.
Seguido da avaliacdo da frequéncia, fixando-se o AEse a amplitude, variando a frequéncia de
10 a 100 Hz. O ultimo pardmetro avaliado foi a amplitude, variando de 10 a 100 mV e

fixando os AEse a frequéncia.

Nas medidas de voltametria de onda quadrada e pulso diferencial a corre¢do de linha
de base foi executada pelo uso da técnica da média mével e, quando necessaria, foi realizada a
suavizacdo dos voltamogramas usando a técnica de Savitzky—Golay. Os graficos foram

produzidos utilizando o software OriginPro 8.0.

Para a construcdo da curva analitica, a técnica voltamétrica de pulso mais sensivel foi
empregada utilizando os parametros otimizados. Os voltamogramas foram obtidos em 10 mL
de eletrolito-suporte com sucessivas adicdes de 100 pL de solucdes estoque de MnTM-2-
PyP°*, com concentragdes de MnTM-2-PyP*" variando de 0,02 umol Lt a 10,10 pmol L.
Né&o foi necessaria a renovacao da superficie do eletrodo a cada adicdo. Antes da primeira
adicdo foram obtidos quinze voltamogramas do eletrolito-suporte (brancos analiticos). As

curvas analiticas foram construidas observando-se a regido onde houvesse uma relacéo linear
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entre a concentracao e a corrente observada. Para o calculo dos limites de detecgdo (LD) e de

quantificacdo (LQ), foram empregadas as equacdes abaixo:

3s .
LD = B Equacéo 2

10s .
LQ = 5 Equacao 3

onde s, é o desvio-padrdo das correntes do branco; e b a sensibilidade do método, que foi

definido como equivalente ao coeficiente angular da curva analitica (SKOOG, 2005).

As curvas analiticas obtidas foram avaliadas pelo método de andlise de variancia
(ANOVA). Foi considerado que os erros seguem uma distribuicdo normal. Assim, a
significancia da regressdo foi estimada pela razdo da média quadratica da regressao pela
média quadratica do residuo, que foi comparada ao valor de F tabelado, em um intervalo de
confianca de 95%. Quando a razdo das médias quadraticas € maior que o valor de F tabelado e
os residuos mostram-se aleatorios, fica evidenciada a relagdo linear entre as variaveis x e y
(BRUNS et al., 2006). A Tabela 2 apresenta as equac0es utilizadas na ANOVA. Nessa tabela,
p significa o nimero de parametros do polindmio do modelo de calibragdo proposto; n, o
numero total de medidas; m, o nimero de niveis distintos da varidvel; e i indica o nivel da

variavel x e j correspondente as medidas repetidas da variavel y em um nivel de x.

Tabela 2 - Equacdes da ANOVA para um modelo de regressao (MONTGOMERY, 2013)

) Graus de liberdade Média Quadrética
ANOVA  Soma Quadratica (SQ)
(9l) (MQ)
Regressao ) milye; - ml? p-1 SQueg / (p - 1)
Residuo > [y — ()il n-p SQre/ (n - )
Falta de z [ 2 S/ ( )
NilYe; = Yim m- j/(m-

Ajuste Yei ™ ¥ P * P

Erro puro zZ[yij — Viml? n-m SQep / (N - m)
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Para as analises das amostras de biomassa flingica crescidas com MnTM-2-PyP>*, foi
utilizado 1 mL do extrato previamente preparado (item 3.2), e solucdo eletrolito-suporte
totalizando um volume de 3 mL na célula eletroquimica. As adi¢cdes de padrdo foram
realizadas de maneira que compreendessem a faixa linear de reposta obtida na curva analitica
em solugdo aquosa. As concentragdes da MnTM-2-PyP>* nas amostras foram calculadas a
partir da extrapolacdo da reta obtida pelo grafico da corrente em funcdo da concentracdo de
MnTM-2-PyP>*

Como validacdo do método também foram realizados testes de recuperacdo aparente
baseados na fortificacdo de amostras de biomassa flngica com concentra¢c@es conhecidas de
MnTM-2-PyP°*. Para os testes de recuperacdo aparente foi empregada a mesma metodologia
experimental utilizada para a analise das amostras de biomassa fangica crescidas com MnTM-
2-PyP>*,
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Comportamento eletroquimico da MnTM-2-PyP%*

Sabe-se que as metaloporfirinas sdo complexos muito eletroativos, podendo ocorrer
processos redox no centro metélico, nos ligantes e até processos envolvendo transferéncia de
prétons (GROVER et al, 2016; BATINIC-HABERLE et al., 1999; KADISH et al, 2007). A
fim de se conhecer o comportamento voltamétrico da MnTM-2-PyP>* no eletrélito-suporte, os
voltamogramas ciclicos foram obtidos inicialmente em uma janela de potencial de -0,25 V a
0,25 V vs. Ag/AgCl. Apods trés ciclos nessa janela de potencial, a varredura direta foi
executada até o potencial de 1,0 V, retornando ao potencial de -0,25 V, completando o quarto
ciclo. Logo em seguida, mais dois ciclos foram obtidos, porém com o potencial de inversdo de
-1,5 V (Figura 13). Nos primeiros voltamogramas, de - 0,25 V a 0,25 V vs. Ag/AgCl,
observam-se dois picos, um anddico e outro catddico, proximos a 0 V. Quando a varredura
direta € estendida até 1,0 V, ndo se observa nenhum pico adicional. Por outro lado, quando a
varredura reversa de potenciais se estende a potenciais tdo negativos quanto -1,5 V, observa-
se 0 aparecimento de mais dois picos catodicos em aproximadamente -1,0 V e -1,4 V. No
segundo ciclo, sdo observados dois picos anodicos proximos a 0,2 V e 0,7 V,
respectivamente, e 5 picos catddicos na regido de -0,1Va-1,4 V.

3 ciclos em -0,25V a 0,25V
—— 1cicloem-0,25Val0V
1°cicloem-1,5Val0V

2°cicloem-1,5Val0V

15

02 04 00 01 02 03

E/Vvs. Ag/AgCl

-1,5 -1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0

E/V vs. Ag/AgCl

Figura 13 - Voltamogramas ciclicos em solucdo de 1 x 10 mol L*! de MnTM-2-PyP** com

ECV em tampéo fosfato 0,05 mol L%, pH 7,8, e NaCl 0,1 mol L?; v =100 mV s,
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Nos voltamogramas obtidos na janela de potencial de -0,25 V a 0,25 V vs. Ag/AgCl
observa-se processos de oxidacdo e reducdo bem definidos. Para melhor visualizacdo, a
Figura 14 apresenta o voltamograma nessa janela de potencial separadamente. O processo
redox do centro metalico (Mn'"/Mn') da MnTM-2-PyP*>* ja foi reportado na literatura
(BATINIC-HABERLE et al., 2010) e apresenta um E12 de 222 mV vs. NHE. Os processos de
oxidac&o e redugio observados estido em consonancia com a literatura (BATINIC-HABERLE
et al., 2010), com um pico anddico em 0,013 V e um pico catédico em -0,058 V. Dessa

forma, o E12 estimado é de —22 mV vs. Ag/AgCl, ou seja, é de 183 mV vs. NHE.

Mnll I Mnlll

-6 - Mn

-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2

E/Vvs. Ag/lAgCl

Figura 14 - Voltamograma ciclico em solugdo de 1 x 10 mol L? de MnTM-2-PyP>* com
ECV em tampéo fosfato 0,05 mol L, pH 7,8, e NaCl 0,1 mol L%; v =100 mV s?. (1) pico

anodico e (2) pico catddico.

Com base no que € reportado na literatura para analise voltamétrica de outras
porfirinas substituidas (BARROS, 2003) os picos catodicos que aparecem nos voltamogramas
com a janela de potencial de -1,5 a 1,0 V Ag/AgCl podem ser atribuidos aos processos de
reducdo dos substituintes 2-metil-piridil. O pico em -1,0 V diminui de intensidade no segundo
ciclo realizado na janela de potencial de -1,5 a 1,0 V Ag/AgCl, podendo ser atribuido a
reducdo do anel porfirinico em um processo irreversivel. E observado também que o pico de
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oxidacdo e reducdo do centro metélico no segundo ciclo em janela de potencial de -1,5a 1,0
V Ag/AgCl, deslocam-se para potenciais mais distantes de 0 V. Evidenciando que o processo

redox do par Mn"'/Mn"" é influenciado pelos processos que ocorrem no anel porfirinico.

Esta caracterizagdo prévia da MnTM-2-PyP°* foi realizada com o intuito de destacar a
atividade eletroativa da mesma. Porém uma caracterizagdo mais detalhada nao foi realizada
devido a complexidade da molécula e necessidade de analises complementares (por exemplo,
espectroeletroquimica e RPE a baixa temperatura) (WEITNER et al., 2013; WEITNER et al.,
2010).

Para obter mais informac@es sobre a reversibilidade do processo redox Mn''/Mn'' o
estudo da influéncia da velocidade de varredura foi realizado na janela de potencial de -0,25 a
0,25 V vs. Ag/AgCI. A Figura 15 apresenta os voltamogramas ciclicos obtidos nas diferentes
velocidades de varredura e a Figura 16, o grafico da relacdo entre as correntes de pico anodico

e catddico em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura.

,200

-OI,2 | -OI,1 ' 0:0 | 0,|1 | 0:2
E/V vs. Ag/AgCl

Figura 15 - Voltamogramas ciclicos em solugdo de 1x10* mol L* de MnTM-2-PyP>* com
ECV em tampéo fosfato 0,05 mol L™, pH 7,8, e NaCl 0,1 mol L*; velocidade de varredura

variando de 5 a 200 mV s™.
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Figura 16 - Variacao das correntes de pico anddica (quadrados) e catodica (circulos) versus a

raiz quadrada da velocidade de varredura.

Na Figura 16, é possivel observar a variacao linear entre as correntes de pico anodico e
catédico com o aumento da velocidade de varredura. As equagdes 4 e 5, foram obtidas para o

pico catodico e para o pico anodico, respectivamente:

lpc (MA) = 1,768x10® — 9,201x10¢ (mV¥/2 5172) R?=0,999 Equacéo 4

lpa (WA) = -1,698x1078 + 1,067x10° (mV¥2 51/2) R2=0,999 Equagdo5

Analisando a Figura 15, observa-se que os potenciais dos picos anddicos e catddicos
permanecem constantes com o aumento da velocidade de varredura, sendo o AEy(médio) =
0,072 V e a lpa/lpc(média) = 1,17 £ 0,02 (n=7). Assim, como ha linearidade das correntes de
pico em funcdo da raiz quadrada da velocidade de varredura, os potenciais de pico
permanecem quase constantes, e a razao das correntes de pico sdo proximas a 1. Logo, o
processo do par Mn'"'/Mn'" é um sistema totalmente reversivel (BARD & FAULKNER,
1980).
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Para o desenvolvimento da técnica analitica, optou-se por utilizar somente a janela de
potencial em que ocorre 0 processo redox do centro metalico (-0,25 V a 0,25 V), uma vez que
0 mesmo apresenta reversibilidade e potenciais de oxidacdo e reducdo proximos a 0 V vs.
Ag/AgCI, reduzindo a chance de oxidacdo e reducdo de possiveis interferentes da matriz
quando na anélise de sistemas de origem bioldgica.

4.2 Desenvolvimento da metodologia de quantificagdo da MnTM-2-PyP**
4.2.1. Avaliacéo das técnicas voltamétricas de pulso

Para o desenvolvimento do método de determinacéo, duas técnicas voltamétricas de
pulso foram avaliadas: a voltametria de onda quadrada e a voltametria de pulso diferencial. A
Figura 17 apresenta os voltamogramas obtidos com ambas as técnicas e eletrodo de carbono
vitreo. Na voltametria de onda quadrada, os parametros empregados foram: AEi=5 mV, a =
20 mV, f = 25 Hz, v = 125 mV s, Para a voltametria de pulso diferencial, os pardmetros
empregados foram: AEi=5mV, a=25mV, T, =0,05s, v=20 mV s™. Com estas condigdes
experimentais, a voltametria de onda quadrada mostrou-se mais sensivel para a determinacao
de MnTM-2-PyP®*, apresentando uma corrente de pico 4 vezes maior que na voltametria de

pulso diferencial, sendo, portanto, a escolhida para o desenvolvimento do método.

Este é um resultado esperado, uma vez que a técnica de voltametria de onda
quadrada é mais sensivel para sistemas reversiveis, pois a corrente resultante é a subtracdo da
corrente direta da corrente inversa (SOUZA et al., 2003). Além disso, maiores correntes
também sdo alcancadas na voltametria de onda quadrada dadas as maiores velocidades de
varredura alcancadas. A Figura 18 apresenta a decomposi¢do do voltamograma de onda
quadrada nas suas respectivas componentes direta, inversa e resultante separadas,

confirmando a reversibilidade do processo redox.
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02 03

E/V vs. Ag/AgCl

Figura 17 - Voltamogramas de onda quadrada e pulso diferencial obtidos em solugdo de 1
umol Lt de MnTM-2-PyP>* com ECV em tampéo fosfato 0,05 mol L%, pH 7,8, e NaCl 0,1

mol L.

Direta

—— Inversa
—— Resultante

02 01

0,0

0,1

0,2

E/V vs. Ag/AgCl

Figura 18 - Componentes do voltamograma de onda quadrada obtido em solugdo de 0,1
mmol L de MnTM-2-PyP>* com ECV em tampéo fosfato 0,05 mol L, pH 7,8, e NaCl 0,1

mol LY AEs=5mV,a=20mVef=25s"1
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4.2.2. Avaliacéo dos eletrodos de trabalho

Além da técnica voltamétrica, foram avaliados diferentes tipos de eletrodos a base
de carbono como eletrodos de trabalho. A Figura 19 apresenta os voltamogramas de onda

quadrada obtidos com os quatro eletrodos avaliados.

——ECV
—— ECPNTC
2l ——EPC
——ENTC
1,5-
<
—
~~ 1,0
e~y
0,54
0,0+
-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2

E/V vs. Ag/AgCl

Figura 19 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos em solugdo de 1x10° mol L? de
MnTM-2-PyP>* com diferentes eletrodos de trabalho, em tampao fosfato 0,05 mol L?, pH
7,8,e NaCl 0,1 mol L'}, AEs=5mV,a=20mVef=25s2

Observando-se os voltamogramas, € possivel perceber que os eletrodos contendo
nanotubos de carbono apresentaram uma corrente de pico com maior intensidade,
provavelmente relacionada a maior area eletroativa caracteristica dos nanotubos e também
pelo fato que o transporte de elétrons é favorecido na presenca dos nanotubos de carbono
(SUNDARI et al., 2010). Entre os quatro eletrodos avaliados, o EPCNTC foi o que
apresentou maior sensibilidade para a determinacio de MnTM-2-PyP°*, uma vez que a
corrente de pico foi maior que as outras obtidas com os outros eletrodos. Esse resultado é

corroborado pela tendéncia de Mn-porfirinas catiénicas derivadas das N-alquipiridilporfirinas
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de interagirem com nanotubos de carbono, conforme estudos independentes anteriores
(SAFAR et al., 2014, 2012).

Nos voltamogramas da Figura 19, é possivel observar também, que hd um pequeno
deslocamento de potencial dos picos obtidos para os diferentes eletrodos. O ECV apresentou
0 pico mais proximo a 0 V e os eletrodos de pasta tiveram o potencial de pico deslocado para
valores mais positivos, sendo o0 EPCNTC o que apresentou potencial de pico mais positivo.
Essa diferenca de potencial evidencia que para o EPCNTC a transferéncia eletronica é
realizada em condigdes mais desfavoraveis, requerendo mais energia para a oxidacdo da
MnTM-2-PyP>*, enquanto a transferéncia eletronica é favorecida quando a oxidacdo é
realizada sobre o ECV. Com potencial de pico mais proximo a 0 V, a determinacdo da
MnTM-2-PyP%* baseada no par redox Mn"'/Mn'" é mais seletiva com o emprego do ECV em

comparagao aos outros eletrodos, que apresentaram potenciais mais distantes de 0 V.

Assim, para dar continuidade ao desenvolvimento do método, foram utilizados dois
eletrodos de trabalho, o EPCNTC, por apresentar maior sensibilidade, e o ECV, por
apresentar maior seletividade. Além disso, 0 ECV trata-se de um eletrodo comercial, de fécil
aquisicdo e amplamente empregado como eletrodo de trabalho nos estudos empregando MnP
como moduladores redox (REBOUCAS et al., 2008 (b), TOVMASYAN et al., 2014).

4.2.3. Otimizacgao dos parametros da voltametria de onda quadrada

Para o desenvolvimento de um método sensivel, é de extrema importancia a
avaliacdo dos pardmetros da técnica voltamétrica, uma vez que estes influenciam diretamente
na corrente medida e, consequentemente, na sensibilidade. O estudo dos parametros da
técnica de onda quadrada foi realizado de forma univariada, avaliando-se a influéncia do
incremento de potencial, AEs, da frequéncia, f, e da amplitude de pulso, a, sobre o potencial e
a corrente de pico.

O incremento de potencial foi o primeiro pardmetro avaliado, pois ele esta
diretamente relacionado com a velocidade de varredura, uma vez que esta € o produto do
incremento de potencial e da frequéncia (SOUZA et al.,, 2003). Para a avaliagdo do
incremento de potencial fixou-se os valores da frequéncia em 25 Hz e amplitude em 20 mV, e
obteve-se voltamogramas de onda quadrada com incremento de potencial variando entre 0,5

mV e 20 mV. A Figura 20 apresenta os resultados obtidos para a avaliacdo do incremento de
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potencial para 0 ECV. Na Figura 20a estdo apresentados os voltamogramas e na Figura 20b,
as correntes de pico obtidas em cada incremento de potencial estudado. E possivel observar na
Figura 20b que ndo ha uma relacdo direta entre 0 aumento do incremento de potencial e 0
aumento da intensidade do pico. Na Figura 20a, é observado também o deslocamento do
potencial de pico para alguns valores de incremento de potencial. Escolheu-se o incremento
de potencial de 7 mV para o ECV, uma vez que com esse valor o voltamograma apresentou
um pico com maior intensidade de corrente e com potencial de pico mais proximo de 0 V. Um
comportamento similar foi observado na avaliagdo do incremento de potencial para o
EPCNTC (Figura 21). Entretanto, o valor de incremento de potencial que apresentou maior

intensidade de corrente de pico corresponde a 5 mV.

0454 ___o5mv (a) (b)
0,40 0,40
0,35
4 0,30 0,35
= 0,25+ <;e._ 0,30+
~ 0,20 o
0,15- ™~ 0,251
0,10
0,05 08
0,00 0,151
02 01 00 01 02 03 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
E /V vs. Ag/AgCl AE_

Figura 20 - Estudo da variagao do incremento de potencial (AEs); (a) voltamogramas de onda
quadrada obtidos em solugdo de 0,1 umol L*! de MnTM-2-PyP** com ECV em tamp&o
fosfato 0,05 mol L%, pH 7,8, e NaCl 0,1 mol L}; a = 20 mV; f = 25 Hz; (b) relagéo entre as I,
e 0S AEs.
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Figura 21 - Estudo da varia¢ao do incremento de potencial (AEs); (a) voltamogramas de onda

quadrada obtidos em solugdo de 0,1 pmol L™ de MnTM-2-PyP%" com EPCNTC em tamp?&o

fosfato 0,05 mol L, pH 7,8, e NaCl 0,1 mol L; a = 20 mV; f = 25 Hz; (b) relagéo entre as I,

e 0S AEs.

Para avaliar a frequéncia, fixou-se o valor estabelecido de incremento de potencial, 7
mV e 5 mV para os eletrodos ECV e EPCNTC, respectivamente, com amplitude mantida em
20 mV, e variando-se a frequéncia entre 10 Hz e 100 Hz. As Figura 22a e 23a apresentam 0s
voltamogramas obtidos com as diferentes frequéncias para o0 ECV e o EPCNTC,
respectivamente. Para 0 ECV, observa-se que os valores da corrente de pico aumentam com o
aumento da frequéncia, até 25 Hz. Com o uso de 50 Hz, observa-se uma diminuicdo do pico,
aumentando novamente com a aplicacdo de 75 Hz, onde observou-se a maior corrente de
pico. Para 0 EPCNTC, observa-se que os valores da corrente de pico aumentaram com 0
aumento da frequéncia até 100 Hz. Apesar de o aumento da frequéncia de aplicagdo dos
pulsos de potencial causar um aumento na resposta de corrente, com a consequente aumento
na sensibilidade da andlise, este aumento na frequéncia deve ser observado com atencdo, ja
que a reversibilidade da reacéo pode diminuir (SOUZA et al., 2003). Assim, optou-se por ndo
usar a frequéncia de 100 Hz para o0 EPCNTC. Portanto, para o prosseguimento do trabalho,

foram estabelecidas as frequéncias de 75 Hz para os eletrodos ECV e EPCNTC.
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Figura 22 - Estudo da variacdo da frequéncia. Voltamogramas de onda quadrada obtidos em
solucdo de 0,1 pmol L™* de MnTM-2-PyP°* utilizando (a) ECV em tampé&o fosfato 0,05 mol

L%, pH 7,8, e NaCl 0,1 mol L%

frequéncias.

a =20 mV; AEs=7TmV e (b) relagdo entre as I, e as
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Figura 23 - Estudo da variagdo da frequéncia. Voltamogramas de onda quadrada obtidos em
solugdo de 0,1 pmol L* de MnTM-2-PyP°* utilizando (a) EPCNTC em tampé&o fosfato 0,05
mol L%, pH 7,8, e NaCl 0,1 mol L%; a = 20 mV; AEs=5mV e (b) relagéo entre as I, e as

frequéncias.

O dltimo pardmetro avaliado foi a amplitude de pulso, fixando-se os valores

otimizados de incremento de potencial e frequéncia e variando a amplitude entre 10 mV e 100

mV. As Figura 24a e 25a apresentam 0s voltamogramas obtidos com diferentes amplitudes

para 0 ECV e 0 EPCNTC, respectivamente.
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Figura 24 - Estudo da variacdo da amplitude. VVoltamogramas de onda quadrada obtidos em
solucdo de 0,1 pmol L™* de MnTM-2-PyP°* utilizando (a) ECV em tampé&o fosfato 0,05 mol
L%, pH 7,8, e NaCl 0,1 mol LY, AEs=7 mV, f = 20 Hz e (b) relagdo entre as I, e as

amplitudes.
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Figura 25 - Estudo da variacdo da amplitude. VVoltamogramas de onda quadrada obtidos em
solugdo de 0,1 pmol L de MnTM-2-PyP°* utilizando (a) EPCNTC em tampé&o fosfato 0,05
mol L, pH 7,8, e NaCl 0,1 mol L'}, AEs=5 mV, f = 100 Hz e (b) relagéo entre as I, e as

amplitudes.

Na Figura 24a, observa-se que o aumento da amplitude de pulso até 75 mV
intensifica o sinal analitico. Portanto, a amplitude de 75 mV foi escolhida para o ECV, ja que
apresentou um pico bem definido e com maior intensidade de corrente de pico. Na Figura 24,

observa-se que a corrente de pico aumenta com o aumento da amplitude, porém os picos se
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tornam assimétricos para amplitudes de pulso maiores que 50 mV, resultantes da maior
separacao entre as componentes direta e reversa no voltamograma, e também sdo levemente
deslocados para potenciais mais positivos. Assim, 50 mV foi o valor de amplitude escolhido
para 0 EPCNTC. A Tabela 3 retne os valores dos parametros da voltametria de onda

guadrada estabelecidos para cada um dos eletrodos investigados.

Tabela 3 - Parametros otimizados da técnica de voltametria de onda quadrada.

Parametro ECV EPCNTC
Incremento de potencial (mV) 7 5
Frequéncia (Hz) 75 75
Amplitude (mV) 75 50

4.2.4. Curvas analiticas

Com os parametros da voltametria de onda quadrada estabelecidos, as curvas
analiticas foram obtidas em eletrdlito-suporte. Os voltamogramas obtidos utilizando o ECV

em diferentes concentragdes de MnTM-2-PyP°* estdo apresentados na Figura 26.

Foi observado que a corrente de pico aumenta com o aumento da concentracdo de
MnTM-2-PyP>* em duas regides lineares com sensibilidades distintas, nas faixas de
concentracéo de 0,04 umol L a 0,11 umol L™, e 0,3 umol L't a 7,93 umol L. As Figura 27a

e 27b apresentam as curvas relativas a cada faixa linear de concentracéo.
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Figura 26 - Voltamogramas de onda quadrada obtidos para sucessivas adicdes de MnTM-2-
PyP°* utilizando ECV em tampéo fosfato 0,05 mol L, pH 7,8, e NaCl 0,1 mol L%, com AEs =
7mV,f=20Hzea=75mV.
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Figura 27 - Curvas analiticas obtidas através das correntes de pico dos voltamogramas de
onda quadrada na faixa linear de (a) 0,04 umol L™ a 0,11umol L* e (b) 0,3 pmol Lt a 7,93
umol L, utilizando ECV, em tampdo fosfato 0,05 mol L, pH 7,8, e NaCl 0,1 mol L*; AE; =
7mV,f=75Hzea=75mV.
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Na Tabela 4, estdo resumidos os dados de regressdo das equacdes das curvas
analiticas obtidas nas duas faixas lineares de concentracdo. Para o calculo dos limites de
deteccdo e quantificacdo, foi utilizado a equacdo da reta da faixa linear de menores
concentragdes, obtendo limite de deteccdo de 19 nmol L e limite de quantificacio de 64

nmol L1,

Tabela 4. Dados das equagdes das curvas analiticas obtidas com 0 ECV.

Faixa linear de concentracao Intercepto/ pA S/ pA L umol 2 R?
0,04 20,11 pmol L* 0,357 0,795 0,9902
0,3a7,93 pmol L* 0,452 0,659 0,9972

S: sensibilidade (coeficiente angular).

A Figura 28 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes
concentracdes de MnTM-2-PyP>* utilizando o EPCNTC.

T -1
1 2 il 7,93 |J.m0] L

02 01 00 041 02

E/Vvs. Ag/AgCl

Figura 28 - Voltamogramas de onda quadrada para sucessivas adi¢des de MnTM-2-PyP°*
utilizando EPCNTC em tampo fosfato 0,05 mol L, pH 7,8, e NaCl 0,1 mol L; AEs =5
mV, f=75Hz,a=50 mV.
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Assim como para o ECV, foi observado que a corrente de pico aumenta linearmente
com o aumento da concentragdo na faixa de 0,04 umol L* a 0,11 pmol L. A Figura 29

apresenta a curva analitica obtida para a faixa linear de resposta.
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1,00-. /i/

0,95 ,
0,90 /
0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,10 0,11

[MnTM-2-PyP>'| / pmol L~

I/ pA

Figura 29 - Curva analitica obtida através das correntes de pico dos voltamogramas de onda
quadrada na faixa linear de 0,04 pmol L a 0,11 pumol L utilizando EPCNTC em tamp&o
fosfato 0,05 mol L%, pH 7,8, e NaCl 0,1 mol L':; AEs=5mV, f=75Hzea=50mV.

Na Tabela 5 estdo os dados obtidos pela equacdo da reta na faixa linear de
concentracdo da curva analitica realizada com o EPCNTC. Os limites de deteccdo e

quantificacdo para o EPCNTC foram de 1,6 nmol L e 5,4 nmol L™, respectivamente.

Tabela 5 - Dados da equacdo da reta obtida para a faixa linear de concentracdo da curva

analiticas realizada com o0 EPCNTC.

Faixa linear de concentracao Intercepto/ pA S/ pA L umol R?
0,04 20,11 pmol L* 0,707 4,363 0,9982

S: sensibilidade (coeficiente angular).
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A avaliacdo da significancia e a falta de ajuste do modelo de regressdo foram
realizadas empregando o método ANOVA. Na Tabela 6 estdo apresentados os resultados
obtidos pelo ANOVA para as curvas analiticas obtidas pelos dois eletrodos na faixa linear de
0,04 20,11 pmol L™,

Tabela 6 - Resultados da analise de variancia para as curvas analiticas obtida com 0 ECV e
com o0 EPCNTC, na faixa linear de 0,04 umol L*a 0,11 pmol L.

ANOVA Fonte Soma Graus de Media Estatistica
quadratica liberdade  quadrética
Regressio 4,00x1073 1 4,00x10°3 6,59
Residuo 0,61x10 8 0,61x10°
ECV Falta de ajuste 0,09x10°3 3 0,03x107 0,28
Erro Puro 0,52x10°3 3 0,10x107
Total 5,00 x10°® 9
Regressio 102,60 x10°3 1 102,60 x10°3 16,81
Residuo 6,10x1073 8 6,10 x10°®
EPCNTC Falta de ajuste 4,00x1073 3 1,30 x10°3 3,19
Erro Puro 2,10 x10°3 3 0,42x107
Total 108,70 x10°3 9

A significancia dos modelos de regressdo foi calculada pela razdo entre a média
quadréatica da regressao e a média quadratica residual (MQreg/MQre) € comparada com o valor
de F tabelado a 95 % de confianca. O F tabelado para os graus de liberdade descritos pelo
modelo ¢ igual a 5,32, sendo os F calculados para ambos os modelos maiores que F tabelado,

pode-se dizer que os resultados obtidos possuem significancia elevada (BRUNS et al., 2006).

A falta de ajuste do modelo de regressdo linear foi calculada através da consideracao
a razdo entre as médias quadraticas da falta de ajuste, e a média quadratica do erro puro,
(MQfaj/MQep). Para um modelo bem ajustado o valor do F calculado deve ser menor que o

encontrado para os valores tabelados de F de Snedecor, para os graus de liberdade descritos
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pelo modelo, a 95 % de confianga (BRUNS et al., 2006). Assim, sendo F tabelado = 9,28 nédo
ha falta de ajuste para os modelos de regressdo obtidos pelas curvas analiticas com os dois

eletrodos. Uma vez que o F calculado para ambos os modelos é menor que o F tabelado.

Comparando as curvas analiticas obtidas com os dos dois eletrodos, € notavel a
diferenca de sensibilidade entre 0 ECV e EPCNTC na mesma faixa linear de concentracéo,
0,795 pA L pmol * e 4,363 pA L pmol 2, respectivamente. Quando comparado com 0s
métodos cromatograficos empregados para a determinagdo de MnP, o método desenvolvido
com ambos os eletrodos se destacam, uma vez que os valores de LD estdo na mesma ordem
de grandeza que os obtidos pelos métodos cromatograficos. A Tabela 7 apresenta os limites
de quantificacdo obtidos com o método voltamétrico desenvolvido com os dois eletrodos, e 0s
limites de quantificacdo reportados para os métodos cromatogréficos (SPASOJEVIC et al.,
2008).

Tabela 7 - Limites de deteccdo obtidos para 0 ECV e EPCNTC.

Metodos LD/ nmol L* Matriz Referéncia
VOQ - ECV 19 Aquosa Este trabalho
VOQ - EPCNTC 1,6 Aquosa Este trabalho
Plasma de SPASOJEVIC et al., 2008
HPLC-MS/MS 0,5*
camundongos
Orgaos de SPASOJEVIC et al., 2008
HPLC-FLD 1,3*
camundongo
Espectroscopia UV/vis 700** E. coli KOS et al., 2009

*0s LD em nmol L foram calculadas com base nos LD dos artigos em ng/mL e ng/g.
** | D estimada através da intensidade da banda Soret (Amax ~ 460 nm) e sua absortividade

molar.

4.2.5. Aplicacdo do método em amostras de biomassa fungica

Uma vez conhecida a sensibilidade do método em solucdo aquosa, as amostras de
biomassa da levedura Saccharomices cerevisiae foram empregadas como modelo celular para

avaliar a influéncia de uma matriz bioldgica na determinagdo da MnTM-2-PyP%". Esse
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modelo unicelular foi escolhido devido a facil obtencdo das células de levedura, através do
fermento biologico, e de ser um sistema simples e ja reconhecido pela sua importancia
econdmica em processos biotecnoldgicos (Abreu et al., 2015). Além disso, a determinacdo de
MnP em modelo unicelular é de interesse interno do Grupo de Porfirinas Aplicadas a
Problemas Quimicos, Medicinais e Tecnoldgicos, UFPB.

As biomassas foram crescidas em meio YMA liquido por 72 horas, na auséncia de
MnTM-2-PyP>*, para ser usada como sistema controle, e na presenca de 20 pumol L de
MnTM-2-PyP>*, concentracdo geralmente empregada nos experimentos em modelos de
células de mamiferos in vitro e modelos unicelulares in vivo (BATINIC-HABERLE et al.,
2016), e que ndo apresenta toxicidade para o crescimento do microrganismo. As biomassas
resultantes apresentaram diferenca visivel na coloracdo (Figura 30), indicando que houve
absorgdo da MnTM-2-PyP** na biomassa crescida no meio contando a MnTM-2-PyP**,

indicando que houve a absorcdo da mesma.

B '..ﬂakhﬁ

-

&

Figura 30 — Biomassas resultantes apds 72 horas de crescimento em meio YMA liquido com
20 umol L't MnTM-2-PyP** (esquerda) e na auséncia de MnTM-2-PyP>* (direita).

Com as biomassas crescidas, foi realizado o preparo de amostra, baseado na extragdo

da MnTM-2-PyP>* por meio do banho ultrassénico, apds duas etapas de lavagem com tampao
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fosfato gelado, para retirar excesso de meio de cultivo YMA, garantindo que a MnTM-2-

PyP°* quantificada fosse realmente a absorvida pelo fungo.

Para avaliar a exatiddo do método, através de testes de recuperacOes aparente em

amostras de biomassa crescida na auséncia de MnTM-2-PyP** e fortificadas com

concentragdes conhecidas de MnTM-2-PyP>*, utilizando o método de adi¢do de padrio. A

Figura 31 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos para cada amostra

fortificada e suas respectivas curvas de adicdo de padrao.
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Figura 31 — Voltamogramas de onda quadrada e as respectivas curva de adicdo de padrédo

para determinacdo de MnTM-2-PyP>" em amostra de biomassa fungica fortificada com
MnTM-2-PyP>*, com (a) e (b) EPCNTC, (c) e (d) ECV em tampéo fosfato 0,05 mol L, pH

7,8, e NaCl 0,1 mol L.
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As equacdes referentes as adicGes de padrdo nas amostras de biomassa fortificadas
com MnTM-2-PyP%" estdo apresentadas na Tabela 8. Nota-se que as sensibilidades dos dois
eletrodos diminuiram bastante em relacdo a curva analitica obtida em solucdo aquosa. Porém,
mesmo com uma menor sensibilidade, o método possui exatiddo satisfatoria, com valores de
recuperacdo aparente na faixa de 110 a 117 %. Na Tabela 9 encontram-se os resultados da
determinacéo de MnTM-2-PyP®* nas amostras de biomassa crescida na auséncia de MnTM-2-
PyP°* e fortificadas com MnTM-2-PyP>*.

Tabela 8 — Equacgdes da reta referentes as adigdes de padrdo nas amostras de biomassa
fortificadas com MnTM-2-PyP>*,

Amostra Equacéao da reta
Fort. A I (WA) = 1,698(uA) + 1,305(pA L pmol™?) x C(umol LY), R?=0,9946
Fort. B | (WA) = 0,4255(UA) + 0,3448(HA L pmol™) x C(umol L), R?2=0,9993

Tabela 9 — Resultados dos ensaios de recuperacdo aparente para andlise de amostras de

biomassa crescida na auséncia de MnTM-2-PyP®* e fortificadas com MnTM-2-PyP>*.

Amostra Concentracgéo adicionada  Concentragdo determinada Recuperagéo

(umol L) (umol L) (%)
Fort. A 1,18 1,30 110
Fort. B 1,05 1,23 117

Sabendo que a exatiddo do método é satisfatoria, foi realizada a determinagdo de
MnTM-2-PyP>* nas amostras de biomassa flingica crescida na presenca de MnTM-2-PyP>*. A
Figura 32 apresenta os voltamogramas de onda quadrada obtidos para cada amostra de

biomassa e suas respectivas curvas de adi¢do de padréo.
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Figura 32 - Voltamogramas de onda quadrada e as respectivas curvas de adi¢do de padréo
para determinacio de MnTM-2-PyP*>* em aliquotas da biomassa fiingica crescida com
MnTM-2-PyP>*, analisada empregando EPCNTC (a, b, c, d), e ECV (e, f) em tamp&o fosfato
0,05 mol L%, pH 7,8, e NaCl 0,1 mol L™
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As equacdes referentes as adi¢Ges de padrdo nas amostras de biomassa crescidas com
MnTM-2-PyP>" estdo apresentadas na Tabela 10. Na Tabela 11 encontram-se os resultados da
determinacdo de MnTM-2-PyP®" nas amostras de biomassa crescida com MnTM-2-PyP>". A
quantidade de MnTM-2-PyP°* por mg de biomassa timida encontrada nas amostras crescidas
por 72 h em meio contendo 20 pmol L de MnTM-2-PyP®* foi de 0,08 - 0,13 pmol mg™.

Tabela 10- Equacgdes da reta referentes as adi¢cGes de padrdo nas amostras de biomassa
crescidas com MnTM-2-PyP°*,

Aliguotas Equacéo da reta
A I (WA) = 0,1486(uA) + 0,2838(HA L pmol™) x C(umol L), R?2=0,9848
B I (WA) = 0,2738(uA) + 0,5846(LA L pmol™t) x C(umol L), R?=0,9891
C I (WA) = 0,1235(uA) + 0,18735(HA L pmol™) x C(umol L), R?=0,9986

Tabela 11 — Resultados dos ensaios para analise de amostras de biomassa crescida com
MnTM-2-PyP>*,

Massa de biomassa Concentragao encontrada

Amostra
Umida (mg) (umol mg™?)
17,07 0,11
B 17,47 0,08
16,35 0,13
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5 CONCLUSOES

Entre as técnicas de pulso avaliadas, a voltametria de onda quadrada apresentou uma
alta sensibilidade ao analito, MnTM-2-PyP>*,

Os eletrodos a base de carbono avaliados tiveram desempenho satisfatério na
deteccdo da MnTM-2-PyP**, destacando-se o eletrodo de pasta de carbono e nanotubos de

carbono.

Mesmo com a menor sensibilidade do eletrodo de carbono vitreo em relagcdo ao
eletrodo de pasta de carbono e nanotubos de carbono, foi possivel desenvolver um método
com limites de detecgéo e de quantificacio de 19 nmol L e 64 nmol L, respectivamente, em

meio aquoso.

Aliando-se a sensibilidade da técnica e do eletrodo de pasta de carbono e nanotubos
de carbono, com a otimizagdo dos parametros voltamétricos da técnica, foi desenvolvido um
método eletroanalitico com baixos limites de deteccdo e quantificagdo, 1,6 nmol L e 5,4

nmol L, respectivamente, em meio aquoso.

O método desenvolvido, apresenta limites de deteccdo e quantificacdo satisfatorios,
préximos aos obtidos pelos métodos cromatograficos, e se destaca por necessitar de um
preparo de amostras simples e de baixo custo, quando comparado aos métodos
cromatograficos. Além disso, 0 método possui uma exatiddo aceitavel para a determinacéo de
MnTM-2-PyP>" em amostras de biomassa flingica, podendo ser aplicado para a analise em

outros tipos de amostra bioldgicas mais complexas, adequando-se o preparo da amostra.

5.1 Perspectivas futuras
Como perspectivas futuras para trabalho, incluem-se:

- Aplicar o método de analise na avaliacdo do crescimento da biomassa em diferentes tempos,
para obter informacdes sobre a incorporagdo (“uptake”) de MnTM-2-PyP>* durante o

crescimento da biomassa.

- Determinar MnTM-2-PyP°* em outros tipos de amostras bioldgicas, como tecido de érgdo

de ratos.
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- Avaliar a aplicacido do método para a determinagio da MnTE-2-PyP>*, uma vez que essa
porfirina se assemelha estruturalmente com a MnTM-2-PyP>*, e possui potencial de Ex, = 220
mV vs. NHE muito proximo ao da MnTM-2-PyP%* (Ey, = 222 mV vs. NHE) (BATINIC-
HABERLE et al., 2010).
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