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RESUMO

No dia-a-dia, os organismos vivos estdo sujeitos a varios tipos de agressdes de origem
endégena e exbégena. A producdo enddgena exagerada de contaminantes que ocorre nos
processos metabdlicos dos seres vivos estd intimamente associada ao aparecimento e
desenvolvimento de varias patologias. Por outro lado, e devido as atividades antropogénicas,
muitos contaminantes de origem ambiental e alimentar entram por via exdgena no organismo
dos seres vivos provocando igualmente danos a nivel celular. De modo a protegerem-se dos
efeitos pejorativos provocados por estes compostos, 0s organismos vivos desenvolveram

mecanismos complexos de defesa antioxidante.

Este trabalho consistiu no estudo eletroquimico do dano oxidativo induzido por contaminantes
(PAH (hidrocarbonetos aromaticos policiclicos), H,O,, NO" e HCIO) e do efeito protetor, ao dano
oxidativo, promovido por antioxidantes no material baseado no ADN recorrendo a utilizacdo de
um biossensor de bases puricas, adenina-EPC (elétrodo pasta de carbono) e dA,.-EPC,

utilizando a voltametria de onda quadrada (VOQ) como técnica de detecao.

A aplicacdo da eletroquimica apresenta varias vantagens para a quantificacdo da capacidade
antioxidante total (CAT) pois, permite a reducdo da quantidade de reagentes e amostra em
analise, elimina a etapa de remocédo de cor (a cor é um interferente nos métodos 6ticos) e nao

requer equipamentos dispendiosos.

Foram seguidas diferentes abordagens para a construcdo dos biossensores. A primeira
consistiu na construcdo de um adenina-EPC em trés etapas: i) condicionamento do EPC, ii)
eletrodeposicdo da adenina no EPC e iii) leitura do sinal eletroquimico. Assim, foram otimizados
diversos parametros: concentracdo de adenina (150,0 mg/L), potencial de condicionamento (E.)
(+ 1,80 V), potencial de deposicéo (Eq) (+ 0,40 V), tempo de condicionamento (t;) (180 s) e
tempo de deposicao (tg) (240 s).

Foi aplicado o adenina-EPC no estudo do dano oxidativo provocado por PAH (benzo (g,h,i)
perileno) e constatou-se que era necessario transformar o benzo (g,h,i) perileno num radical

para se possivel observar danos oxidativos induzidos no biossensor.
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A nova estratégia consistiu na construcdo de um dA,,-EPC, através da adsorcéo fisica de uma
gota de dA,, na superficie do EPC, com posterior secagem e leitura do sinal eletroquimico.

Neste procedimento foi otimizada a concentragéo de dA,, (100,0 mg/L).

O dano oxidativo provocado pelo H,O,, NO" e HCIO foi estudado sobre o dA,,-EPC e verificou-

se que os trés contaminantes induziam dano oxidativo no dAy-EPC.

Confirmou-se a capacidade do acido ascorbico (AA) em proteger o dA,,-EPC do dano oxidativo
induzido por H,O, e NO'.

O biossensor desenvolvido (dA,,-EPC) foi aplicado na avaliacdo da CAT de diferentes amostras
reais (café, sumo de laranja e 4gua aromatizada de laranja) usando-se como contaminantes o

H,O, e NO'". Todas as amostras analisadas apresentaram ter capacidade antioxidante.

Quando se usou o dA,-EPC na presenca de H,O,, verificou-se que as amostras de café
apresentam valores mais elevados de CAT (1130-1488 mg AAE/L) do que as amostras de

bebidas (110 mg AAE/L em agua aromatizada e 775 mg AAE/L em sumo).

Os valores de CAT obtidos para amostras de sumo e agua aromatizada na presenca de NO’
indicam que a amostra de sumo possui maior teor de CAT (526 mg AAE/L) conforme era

esperado, do que a amostra de agua aromatizada (172 mg AAE/L).

Palavras-Chave: Contaminantes, antioxidantes, dano oxidativo, CAT, biossensor, bases
puricas, ADN.
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Abstract

Living beings are exposed to several kinds of endogenous/exogenous aggressions throughout
its life. The exaggerated endogenous production of contaminants that occur at metabolic
processes of living beings it is deeply related with the development of various pathologies. On
the other hand, because anthropogenic actions many of environmental and food contaminants

find their way by exogenous processes to get in the living beings causing cellular damages.

This work consists in the electrochemical study of the effect of contaminants (PAHs (polycyclic
aromatic hydrocarbons), H,O,, NO' and HCIO) and the protective effect, to the oxidative
damage, caused by antioxidants in the material based on DNA through the use of a biosensor
purine bases, adenine-CPE (carbon paste electrode) and dA,,-CPE, using square wave

voltammetry (SWV) as a detection technique.

Using electrochemistry as quantitative method analysis is an advantage to the quantification of
total antioxidant capacity (TAC). The consumption of samples/reagents is reduced, eliminates

the step of removing the color and doesn’t require expensive equipment.

Different approaches were followed for the construction of the biosensors. The first consisted in
the construction of an adenine-CPE in three steps: i) conditioning of the CPE, ii) deposition of
adenine in CPE and iii) measurement of the electrochemical signal. Thus, various parameters
were optimized: concentration of adenine (150.0 mg/L) conditioning potential (E;) (+ 1.80 V)
deposition potential (Eg) (+ 0.40 V) conditioning time (t;) (180 s) and deposition time (ty) (240 s).

Adenine-CPE was applied in oxidative damage study induced by PAH (benzo (g,h,i) perylene).
To induce oxidative damage in the biosensor it was necessary to convert benzo (g,h,i) perylene
into a radical.

The new strategy was based in the assembly of a dA,,-CPE by a dA,, drop adsorption at the
surface of CPE with further drying and electrochemical signal measurement. In this procedure

was optimized the concentration of dAy, (100.0 mg / L).

Oxidative damage caused by H,0,, NO' and HOCI was studied on the dA,,-CPE and it

appeared that all three pollutants induced oxidative damage in dA,,-CPE.

It was confirmed the capacity of ascorbic acid (AA) on protecting the dA,,-CPE oxidative

damage induced by H,O, and NO'.
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With the application of dA,-CPE in the evaluation of TAC in various real samples (coffee,
orange juice and orange flavored water) using as contaminants the H,O, and NO'. All the

samples analyzed have antioxidant capacity.

When dA,,-CPE was used in the presence of H,0,, it was found that the coffee samples have
higher levels of TAC (1130-1488 mg AAE / L) than the beverage samples (110 mg AAE/L on
flavored water and 775 mg AAE/L juice).

TAC values obtained for samples of juice and flavored water in the presence of NO' indicate that
the sample of juice has a higher content of TAC (526 mg AAE/L) as was expected, than the
sample of flavored water (172 mg AAE/L).

Keywords: Contaminants, antioxidants, oxidative damage, TAC, biosensor, purine bases, DNA.
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Estudo eletroquimico do dano oxidativo promovido por RNS e PAH e o efeito protetor de
antioxidantes no ADN

1. INTRODUCAO

Os contaminantes podem ter diferentes origens, endégenas ou exdgenas. Os contaminantes
endogenos sdo formados a partir de processos metabdlicos, como a respiragdo ou processos
inflamatorios. Os contaminantes exdgenos podem apresentar varias origens que passam pela
radiacdo, por exemplo, poluicdo atmosférica, tabaco e alimentacdo. A Figura 1.1 ilustra as

diferentes origens de contaminantes.

FORMAGAO DE RADICAIS LIVRES

..‘ RADIACAO

‘ TABACO

1 ‘02 OFES

Q M {4 3
METABOLISMO B 2 o ()H“/.Q

ouJ 9 @' &
NO®
. DANO OXIDATIVO
MITOCONDRIAS ADI

@ @@ SN J|

0y~ H02 = 3
INFLAMACAO ”‘ 03 + uv

N 4 3 POLUICAO
g L\ @D o ATMOSFERICA
* GLOBULOS BRANCOS

Figura 1.1: Diferentes origens de contaminantes (symmetrydirectbuy, 2013).

Os radicais livres sdo moléculas, organicas ou inorganicas, que possuem um ou mais eletrées
de valéncia desemparelhados que tendem a reagir com outras moléculas de modo a
alcancarem a estabilidade. Esta configuragdo torna os radicais livres altamente instaveis,
guimicamente reativos, com um tempo de vida bastante curto e com capacidade de existirem de

forma independente (Sanchez-Moreno, 2002).

Nos organismos vivos, a formagéo de radicais livres constitui uma etapa normal do metabolismo
celular contribuindo para a manuteng&o do equilibrio bioquimico das células. Os radicais livres

podem ser gerados em varios locais da célula, como citoplasma ou membrana celular, oxidando
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as biomoléculas, tais como, o acido desoxirribonucleico (ADN), lipidos, proteinas e estruturas

celulares (Zwart, et al., 1998).

A formacédo enddgena destes compostos ocorre, também, pela exposicdo a agentes exdgenos
como, medicamentos, cigarro, radiacdo, entre outros (Valko, et al., 2006). A radiacdo ionizante
provoca alteracdes no ADN através da formacao de radicais livres que afetam a sua estrutura e
funcionalidade (Agnihotri & Mishra, 2011).

1.1. CONTAMINANTES ENDOGENOS

Os radicais livres sdo conhecidos por apresentarem um papel duplo nos sistemas biolégicos
uma vez que podem ser maléficos ou benéficos, dai a sua presenca ser critica para a
manutencdo normal dos sistemas biolégicos (Valko, et al.,, 2006). S&o conhecidos por
promoverem danos oxidativos no material genético causando, consequentemente, diversas

perturbagdes no organismo humano se existirem em desequilibrio com espécies antioxidantes.

A concentracdo de radicais livres pode aumentar devido a sua elevada formacgéo através dos
sistemas bioldgicos ou pela fraca a¢do dos antioxidantes. E necessario haver equilibrio entre as
espécies antioxidantes e os radicais livres de modo a ndo ocorrer dano oxidativo, que pode
estar relacionado com varias doengas contudo, € bastante custoso e dificil comprovar
cientificamente esta situacdo devido ao curto tempo de vida dos radicais livres (Zwart, et al.,
1998). Danos oxidativos promovidos por radicais livres encontram-se frequentemente
associados ao envelhecimento, doencas cardiovasculares e neuro-degenerativas, inflamacoées,
entre outros. Para além disso, danos no ADN causados por radicais desempenham um papel
fundamental em processos de mutagénese e carcinogénese (Barroso, et al., 2011a); (Barroso,
et al., 2011b).

As espécies reativas de oxigénio e de azoto (ROS e RNS, respetivamente) sao as duas
principais formas de radicais livres. Os radicais: superoxido (O,), hidroxilo (HO"), peroxilo
(ROQ), o6xido nitrico (NO") e o dioxido de azoto (NO,’), entre outros, causam dano oxidativo ao
ADN.

1.1.1.ROS - ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

As reacfes mais relevantes a nivel celular de radicais livres envolvem o oxigénio molecular e os
seus derivados (Valko, et al., 2006). Entre as varias ROS formadas, o radical O, é o radical

livre mais abundante em sistemas biol6gicos como resultado da reducao do oxigénio molecular
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utilizado na respiracao. Através da catdlise da hipoxantina e da xantina pela enzima xantina
oxidase (XOD) é gerado o radical O,, como se pode verificar na equacao 1.1 (Barroso, et al.,
2011c):

XoD |
Xantina + H,O + O, — Acido Urico + 2H" + O,” (Equac&o 1.1)

Contudo, existem outros derivados do oxigénio molecular que n&o sédo considerados radicais,
como é o caso do peroxido de hidrogénio (H,O,) e do acido hipocloroso (HCIO), gerados nos
sistemas biol6gicos e em alimentos, que sdo capazes de atravessar a membrana nuclear e

provocar danos na molécula de ADN (Sanchez-Moreno, 2002).

O H,0O, é gerado em quantidades significativas nas mitocondrias e desempenha um papel
fundamental na morte de bactérias e fungos pois pode ser produzido pelos fagdcitos existentes
na corrente sanguinea. A reacdo quimica entre o H,O, e os ides cloreto na presenca da enzima
mieloperoxidase (MPQO) conduz a producao de HCIO e do radical OH" (equacédo 1.2) (Valko, et
al., 2006); (Kohen & Nyska, 2002).

MPO
H,0, + CI" — HCIO + OH’ (Equacéo 1.2)

Esta reagdo contribui, por um lado, para a morte de bactérias mas, por outro lado, contribui para
0 dano oxidativo de tecidos celulares (Sanchez-Moreno, 2002).

1.1.2.RNS — ESPECIES REATIVAS DE AZOTO

As RNS ndo s6 possuem a capacidade de danificar o ADN e participar em processos de
mutagénese mas, também, possuem um papel fundamental em processos de carcinogénese
uma vez que contribuem para a inibicdo de enzimas essenciais na reparacdo do ADN e alteram
a estrutura e fungBes de proteinas conduzindo ao crescimento de células anormais em direcao
a malignidade (Ohshima, 2002).

O radical o6xido nitrico (NO) é a espécie reativa de azoto mais abundante e resulta de
interacdes bioldgicas estando associado a um determinado nimero de doencgas. O radical NO’
ao reagir com o radical O, forma um anido muito reativo capaz de causar fragmentacao do
ADN, o radical peroxinitrito (ONOO") (Equagdo 1.3). O seu acido conjugado (ONOOH)
decompde-se produzindo NO, e HO", conforme verificado nas equag¢fes quimicas 1.4 e 1.5
(Valko, et al., 2006); (Agnihotri & Mishra, 2011); (Ohshima, 2002).

NO" + O, - ONOO™ (Equacao 1.3)
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ONOO™ + H" - ONOOH (Equagéo 1.4)
ONOOH - NO," + HO" (Equacéo 1.5)

Na presenca de oxigénio molecular o radical NO" pode ser transformado em N,O; (equacao
1.6), que é capaz de remover o0 grupo amina de varias bases de ADN provocando inflamacdes

e infe¢des em organismos vivos (Ohshima, 2002).

NO' + 0, - NO, + NO" - N,O; (Equac&o 1.6)

O radical NO" é um radical fundamental em diversos processos fisiolégicos como a neuro-
transmissao, regulacao da pressdo sanguinea, mecanismos de defesa, entre outros, mas tera
que se encontrar em equilibrio no organismo de modo a ndo provocar danos ao nivel do

material genético (Valko, et al., 2006).

1.2. CONTAMINANTES EXOGENOS

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH) sdo contaminantes formados exclusivamente
por atomos de carbono e hidrogénio contendo dois ou mais anéis aromaticos com a

configuracao linear, angular ou agrupada, e possuem grande persisténcia ambiental.

Os PAH que contém dois anéis aromaticos sdo mais sollveis em 4gua e mais volateis que PAH
com trés ou mais anéis aromaticos. Contudo, quanto maior o niumero de anéis aromaticos mais

toxico e lipofilico se torna o PAH (Ramalhosa, et al., 2011a).

Atualmente, foram identificados mais de 500 PAH mas, devido a preocupac¢do constante que
rodeia os efeitos adversos que estes compostos podem provocar nos seres humanos, a APA
(Agéncia de Protecdo Ambiental) classificou 16 PAH (Tabela 1.1) como sendo poluentes
prioritarios (naftaleno, acenaftileno, acenafteno, fluoreno, fenantreno, antraceno, fluoranteno,
pireno, criseno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(a)antraceno,
indeno(1,2,3-cd)pireno, benzo(g,h,i)perileno e dibenzo(a,h)antraceno (Ramalhosa, et al., 2011a)
(Ramalhosa, et al., 2011c). Muitos sdo capazes de reagir ap0s transformacdes metabdlicas,

com o ADN tornando-se carcinogénicos e potenciais mutagénicos.
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Tabela 1.1: 16 PAH classificados como poluentes prioritarios pela APA (Ramalhosa, et al., 2011a).

COMPOSTO ESTRUTURA COMPOSTO ESTRUTURA

Naftaleno

L
Benzo(a)antraceno (j\I/J

S
Criseno E/L ;

R \]
A f ' i
cenafteno Benzo(b)fluoranteno m\)_\[/j
S N
NS

Acenaftileno

Fluoreno
Benzo(k)fluoranteno

//_
\\\ r .
Fenantreno [ \[ ; Benzo(a)pireno L;&‘\\?

P T ~

Antraceno h@ Dibenzo(a,h)antraceno gT\

Benzo(g,h,i)perileno
Fluoranteno

> <
Indeno(1,2,3-cd)pireno -
Pireno = ]\/ L
b N

O benzo(a)pireno é considerado o melhor marcador para medir o nivel de risco e a exposi¢ao

as misturas de PAH uma vez que € altamente carcinogénico mas, uma avaliacao Unica e

exclusiva deste composto provavelmente menospreza os efeitos carcinogénicos de uma mistura
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de PAH (Ramalhosa, et al., 2011a). Assim sendo, através de avaliagdes continuas foi sugerido
pela AEPA (Agéncia Europeia de Protecdo Alimentar) que para além do benzo(a)pireno outros
sete PAH (benzo(a)antraceno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, benzo(g,h,i)perileno,
criseno, dibenzo(a,h)antraceno, indeno(1,2,3-cd)pireno) incluidos nos 16 PAH prioritarios,
fossem também considerados marcadores para medir o nivel de risco e exposi¢cdo (Ramalhosa,
et al., 2011b) .

Existem duas fontes emissoras de PAH: as naturais e as antropogénicas. As maiores fontes
naturais destes poluentes vdo desde as erupcfes vulcanicas a processos geotérmicos
enquanto as origens antropogénicas abrangem a queima de combustiveis, a producdo de

benzeno e tolueno, refinacdo de petréleo, entre outros.

A maioria da populacédo € exposta a PAH através do tipo de dieta selecionada e pelo modo
como os alimentos sdo cozinhados. Os alimentos podem ser contaminados a partir de varias
origens (ar, solo ou agua) e, também, através de certas praticas culindrias como o assar, fritar

ou churrasco, desde que envolvam temperaturas muito elevadas.

1.3. SISTEMA DE DEFESA ANTIOXIDANTES

A formacgéo continua de radicais livres conduziu ao desenvolvimento de sistemas de defesa
antioxidante. Estes sistemas consistem em compostos antioxidantes responsaveis por

contrariar e prevenir os efeitos adversos de contaminantes nos organismos Vivos.

Um antioxidante é “uma substancia que, quando se encontra presente em baixas
concentragcdes quando comparado com um substrato oxidavel, protege esse substrato da
oxidagdo e em ultima andlise protege o organismo de efeitos prejudiciais provocados pelo dano
oxidativo” (Barroso, et al., 2011b). Assim sendo, um antioxidante tem a capacidade de eliminar
ou reduzir os efeitos prejudiciais dos radicais livres. Genericamente, e conforme se pode
visualizar nas equacgdes quimicas 1.7, 1.8 e 1.9, um antioxidante (HA) ao reagir com um radical,
por exemplo o radical peroxilo (ROQO), origina um composto estavel (ROOH) e um radical (A")
que nao é prejudicial ao organismo vivo. Este radical do antioxidante pode reagir novamente
com o radical peroxilo gerando um perdxido estavel ou reagir com outro radical do antioxidante

formando um dimero (Barroso, et al., 2011d):

ROO’ + HA - ROOH + A’ (Equacéo 1.7)

ROO’ + A" -» ROOA (Equacéo 1.8)
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A+ A’ - AA (Equagéo 1.9)

Estes compostos antioxidantes que protegem as células das consequéncias dos radicais livres
podem ser classificados como antioxidantes enddégenos, compostos produzidos por organismos

vivos, e antioxidantes exdégenos, compostos provenientes da alimentacao (Figura 1.2).

Sistema de
defesa
antioxidante

Endbégeno Exégeno
|
rd I Y e I re I ™ I
| ]

i Compostos & Alimentos
Proteinas de enzirrﬁ)éticos Compostos nag- (vitaminas
reparacao (superéxido Ien2|_mat|c,0§ proteinas,’
I(ADN' dismutase, @ utag?ir;g,) acidp compostos
polimerase) peroxidase) fendlicos)

Figura 1.2: Sistema de defesa antioxidante (Barroso, et al., 2011b).

Alguns alimentos como vegetais, fruta, cereais e determinadas bebidas sédo grandes fontes de
antioxidantes exdgenos como por exemplo vitaminas (vitamina A, AA, vitamina E), compostos
fendlicos (&cido cafeico, &cido ferulico) ou minerais (como o selénio ou o zinco). Apesar de
serem necessarios estudos mais aprofundados na determinacdo da relacdo entre os niveis de
dano oxidativo nas células e o consumo de antioxidantes exdégenos, pode-se afirmar que uma
dieta rica em antioxidantes auxilia na manutencdo de um equilibrio saudavel do organismo
(Barroso, et al., 2011d); (Barroso, et al., 2011e).

O sistema de defesa antioxidante enddgeno inclui proteinas de reparagdo que possuem a
capacidade de promover uma reparagcdo eficiente de danos oxidativos provocados por
contaminantes na molécula de ADN. Para além destes, estdo incluidos nesse sistema outros
compostos enzimaticos e nao-enzimaticos, como por exemplo a enzima superdxido dismutase e
0 &cido urico respetivamente, que formam um mecanismo de prevengdo, assim como 0S

antioxidantes exogenos. O mecanismo de prevencdo passa por estabilizar e/ou inibir a
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formacdo de radicais livres ou interromper reacbes de radicais em cadeia (Barroso, et al.,
2011b).

O primeiro mecanismo de defesa antioxidante a atuar € o mecanismo de prevencédo contudo, se
ocorrer dano oxidativo que coloque em causa a integridade do material genético 0 mecanismo

de reparacao, conduzido por determinadas enzimas, entra em acao (Barroso, et al., 2011b).
1.4. ADN

Para o presente estudo torna-se necessario a compreensao da estrutura da molécula de ADN.
Durante vérios anos foi admitida a ideia de que o ADN era, estruturalmente, uma molécula
bastante simples. Contudo, a importancia do ADN, como material genético que codifica toda a
informagd@o necesséria para o desenvolvimento dos seres vivos, conduziu ao estudo mais

aprofundado desta molécula revelando a sua estrutura em dupla hélice.
1.4.1. ESTRUTURA DO ADN

A estrutura bésica do ADN consiste numa estrutura de dupla hélice (Figura 1.3) que permite a
protecdo das bases do ADN (bases puricas e bases pirimidicas), que se encontram no interior
da estrutura, de qualquer tipo de modificacéo.

Figura 1.3: Estrutura de dupla hélice do ADN (Sinden, 1994).
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z

Para uma melhor compreensdo da estrutura de dupla hélice é necesséario conhecer os seus

componentes individuais. Portanto, o ADN é constituido por bases, aclcares e grupos fosfato.

Existem quatro tipos diferentes de bases no ADN, adenina e guanina (bases pduricas), timina e
citosina (bases pirimidicas) representadas, normalmente, por A, G, T e C, respetivamente. A
timina é substituida pelo uracilo (U) no ARN (acido ribonucleico). Estas bases podem ser
divididas em pdaricas ou pirimidicas, dependendo da molécula-mée. A Figura 1.4 mostra as

estruturas moleculares do ADN (Sinden, 1994).

8]

/NfN N HN)J\ i
<ﬁ lN/J KN | N/> HZN)\\N/‘[N}

Piricas

MH2

Adenina Guanina

H
o} I

XN 3 0 o §

MHz

. Citosina
L Uracilo
Pirimidicas

Timina

Figura 1.4: Estruturas moleculares das bases de ADN e ARN.

O acucar presente no ADN é o desoxirribose, a sua estrutura € uma pentose e apresenta uma

ligacao glicosidica com as bases, conforme se pode verificar na Figura 1.5.

SRl

Figura 1.5: Ligacdes glicosidicas estabelecidas entre os componentes individuais do ADN, agUcares, bases e grupos
fosfato (Infoescola, 2013).
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1.5. METODOLOGIAS ANALITICAS

A avaliacdo da capacidade antioxidante ndo é uma tarefa facil, sendo necessario desenvolver
métodos analiticos de modo a quantificar antioxidantes de forma simples e eficaz. Nesse
sentido diversos métodos analiticos tém vindo a ser desenvolvidos de modo a quantificar a
capacidade total ou individual de antioxidantes exdgenos ou endégenos como a
espectrofotometria, a cromatografia e a eletroquimica (Barroso, et al., 2011d); (Barroso, et al.,
2011e). Tendo em conta as interacdes sinérgicas entre antioxidantes numa amostra e a

complexidade de amostras é preferivel a avaliacdo da CAT em relacdo a capacidade

antioxidante individual (CAl).

A guantificacdo da CAT e da CAIl pode ser efetuada recorrendo a diferentes metodologias
analiticas. A quantificacdo da CAIl presentes numa amostra pode ser realizada por meio da
cromatografia recorrendo, eventualmente, a varias técnicas de extracdo como a extracdo em
fase sélida (SPE), extracdo com fluidos supercriticos (SFE) e extracdo assistida por micro-
ondas (MAE), se a amostra a analisar o exigir. A quantificacdo da CAT pode ser efetuada
recorrendo a métodos 6ticos e eletroquimicos baseados em dois mecanismos apoiados no tipo
de reacdo envolvida: transferéncia do atomo de hidrogénio (HAT) e a transferéncia do eletrdo
anico (SET) (Barroso, et al., 2011b).

1.5.1.QUANTIFICACAO POR CROMATOGRAFIA

A cromatografia permite a separacdo de componentes muito semelhantes de matrizes muito
complexas. Em todas as amostras cromatograficas, a amostra é transportada por uma fase
movel, que pode ser um gas, um liquido ou um fluido supercritico. Esta fase mével é forcada
através de uma fase estacionaria imiscivel presente na coluna cromatogréfica. As duas fases
sdo escolhidas de modo que os componentes da amostra se distribuam entre a fase mével e
estacionaria em varios graus, dependendo da afinidade dos componentes com as duas fases.
Assim, é possivel realizar uma analise qualitativa e/ou quantitativa dos componentes da

amostra.

Conforme referido anteriormente, os alimentos tém na sua composi¢cdo varios tipos de
antioxidantes e a sua analise individual é possivel recorrendo, por exemplo, a cromatografia. A
guantificacdo da CAI apresenta determinadas dificuldades devido & complexidade das matrizes

a analisar, a dificuldade em separar individualmente cada antioxidante e as possiveis interacdes
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sinérgicas entre antioxidantes. Estas interagcbes podem potenciar o efeito protetor de um

antioxidante quando este se encontra na presenca de outro (Barroso, et al., 2011b).

Quando sao efetuadas analises por cromatografia a etapa fundamental é o pré-tratamento da
amostra. Esta etapa é usada de modo a eliminar todos os interferentes e a proteger a coluna do
cromatégrafo. Uma das técnicas mais utilizadas no pré-tratamento é a SPE contudo, devera
gue ser utilizada de forma cuidadosa para ndo contaminar a amostra em analise (Barroso, et al.,
2011b); (Porgali & Buyultuncel, 2011).

A SPE tem um leque bastante amplo de aplicacBes que vao desde a sua utilizacdo em
amostras ambientais e farmacéuticas até ao seu uso em andlises bioquimicas e alimentos. A
SPE consiste na remoc¢do de interferentes presentes numa matriz complexa e no isolamento
seletivo do composto de interesse. Esta extracdo apresenta trés fins principais, a concentracéo
do analito, a remocéao de substancias interferentes e a mudanca de matriz do analito de modo a

ser utilizado em analises subsequentes (Macherey-Nagel, 1998).

Portanto, a analise e quantificacdo de antioxidantes individualmente através da utilizacdo da
cromatografia torna-se um processo bastante moroso devido a obrigatoriedade de um pré-

tratamento.

As bases oxidadas de ADN podem ser identificadas e quantificadas recorrendo a diversos
métodos, entre 0s quais se destaca a cromatografia gasosa aliada a espectroscopia de massa
(GC-MS), bastante utilizada para detetar compostos como aminoacidos, acidos nucleicos,
acidos carboxilicos e hidrocarbonetos aromaticos. Contudo, este método obriga todas as
amostras a serem sujeitas a um pré-tratamento, a serem hidrolisadas e derivatizadas antes da
analise, o que conduz a um aumento de oxidacdo dos produtos (Galvin, et al., 2005); (Aust &
Eveleigh, 1999).

Foram desenvolvidos outros métodos mais rapidos e sensiveis de detecdo de bases oxidadas
de ADN como a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) associada a eletroquimica. Este
método apresenta determinadas desvantagens, a amostra necessita de ser hidrolisada e

apenas possibilita a quantificagdo da amostra e ndo a sua identificacdo (Aust & Eveleigh, 1999).

Recentemente, o HPLC associado a espectroscopia de massa tem vindo a ser utilizado para a
medicao quantitativa e qualitativa de antioxidantes. Este método quando comparado com o GC-
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MS apresenta uma vantagem fundamental pois a amostra pode ser analisada logo apds a

reacdo sem ser necessaria a sua hidrolisacdo (Aust & Eveleigh, 1999).

1.5.2.QUANTIFICACAO DA CAT

Conforme referido, a quantificacdo da CAT é executada recorrendo a métodos que se baseiam

em dois mecanismos baseados no tipo de reagéo envolvida: HAT e SET.

O método baseado n HAT consiste na capacidade de um antioxidante estabilizar um radical
através da doacdo de hidrogénio (equacao 1.10) enquanto o método baseado n SET consiste
na capacidade de um antioxidante reduzir um radical através da transferéncia de um eletrdo
(equacéo 1.11) (Barroso, et al., 2011b); (Prior, et al., 2005).

X+ HA - XH + A’ (Equacao 1.10)

X +HA - X + HA™ (Equagdo 1.11)

Por vezes estes dois mecanismos complementam-se nos métodos analiticos, dependendo da

estrutura e do pH do antioxidante (Prior, et al., 2005).

1.5.2.1. METODOLOGIAS CONVENCIONAIS

e PODER REDUTOR

Inicialmente este método analitico foi desenvolvido para avaliar o poder redutor de uma amostra
de plasma mas, posteriormente, foi adaptado para determinar o poder redutor de antioxidantes.
Este teste é totalmente baseado no mecanismo SET, em que o antioxidante é capaz de reduzir
um radical através da transferéncia de eletrbes (Prior, et al., 2005). Assim sendo, é possivel

afirmar que a capacidade de reducdo de um composto é um indicador significativo da sua

atividade antioxidante (Karawita, et al., 2004).

A medic&o do poder redutor consiste na reducdo de Fe** para Fe?" promovida pela presenca de

antioxidantes no meio reacional (Equacéo 1.12 e Figura 1.6) (Prior, et al., 2005):

Fe*" + antioxidante — Fe*" + “antioxidante oxidado” (Equac&o 1.12)
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Figura 1.6: Reacao ocorrida no teste do poder redutor do antioxidante (Prior, et al., 2005).
Recorrendo a espectrofotometria molecular é possivel determinar a capacidade do antioxidante
uma vez, que a reducdo de Fe** para Fe** é acompanhada por uma mudanca de cor, sendo
gque um aumento da absorvancia representa um aumento do poder redutor e,

consequentemente, uma maior CAT (Karawita, et al., 2004).

e METODO ANTIRRADICALAR DPPH

O método antirradicalar DPPH consiste na capacidade que um antioxidante tem em reduzir o
radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH") (Figura 1.7). Este radical € um dos poucos radicais
organicos de azoto estaveis e que apresenta uma coloragdo roxa escura (Prior, et al., 2005).

T
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Figura 1.7: Reacao ocorrida no método antirradicalar DPPH (Molyneux, 2004).

Paginal3



Estudo eletroquimico do dano oxidativo promovido por RNS e PAH e o efeito protetor de
antioxidantes no ADN

A avaliacdo da atividade antioxidante é baseada na diminui¢cdo da cor (roxa para amarelo) do
radical DPPH" a 515 nm, apds reacdo com o antioxidante e, consequentemente, ocorre
diminuicdo da absorvancia. Esta reacdo € monitorizada através da espectrofotometria
molecular. Este método ¢é bastante simples e rapido, apenas necessita de um
espectrofotébmetro UV-vis (Prior, et al., 2005).

Normalmente, o método antirradicalar DPPH é associado ao mecanismo SET mas, o radical
DPPH’ pode ser estabilizado tanto por SET como por HAT (Prior, et al., 2005).

e TEOR FENOLICO TOTAL

Os compostos fendlicos, que sdo maioritariamente de origem vegetal, apresentam atividade
antioxidante. O teor destes compostos é determinado recorrendo a espectrofotometria UV/vis
associada a uma diversidade de técnicas mas, habitualmente é utilizado o reagente de Folin-
Ciocalteau.

O método consiste na oxidagdo de compostos fendlicos pelo reagente de Folin-Ciocalteau
gerando um complexo azulado de acordo com as equagdes 1.13 e 1.14 (Ana=750 nm) (Prior, et
al., 2005).

Na,WO,/Na,MoO, + Fenol - (fenol — MoW,0,0) * (Equacéo 1.13)
Mo (VI) (amarelo) + e = Mo (V) (azul) (Equacéo 1.14)

O reagente de Folin-Ciocalteau consiste na mistura dos &acidos fosfomolibidico e
fosfotunguistico que em presenca de antioxidantes, como os compostos fendlicos, vao-se

formar complexos de molibdénio e tungsténio que apresentam ambos a coloracao azul.

1.5.2.2. METODOS ELETROQUIMICOS

A aplicagéo da eletroquimica é considerado um método adequado para a quantificacdo da CAT
uma vez que, ndo requer equipamentos dispendiosos e sofisticados, permite a reducdo da
guantidade de reagentes e amostra em analise, é bastante sensivel e ndo sao necessarios pré-
tratamentos. A eletroquimica permite avaliar a capacidade antioxidante através de detecfes
diretas sobre a superficie do elétrodo ou em elétrodos com a sua superficie modificada

(quimicamente e biologicamente).

Os biossensores eletroquimicos permitem a combinacao entre a perfeita detecao eletroquimica

e a alta seletividade de elementos biol6gicos como enzimas, proteinas, acidos nucleicos, entre
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outros. E devido a esta excelente combinacdo que o conceito de biossensor é sinénimo de

inovacao na quantificacéo da CAT.

A voltametria estabelece uma relacdo entre a intensidade de corrente e o potencial de uma
célula eletroquimica, o que em condi¢cdes controladas € possivel obter a concentracao do
analito. A célula eletroquimica é constituida por trés elétrodos, o elétrodo de trabalho, cujo
potencial é controlado e no qual ocorre o processo de oxidacdo/reducdo, o elétrodo de
referéncia (Ag/AgCl) e o elétrodo auxiliar. A diferenca de potencial € medida entre o elétrodo de
trabalho e o elétrodo de referéncia e a intensidade de corrente é medida entre o elétrodo de
trabalho e o elétrodo auxiliar. A VOQ € a técnica utilizada neste estudo, pois tem a vantagem de
se obter picos bem definidos em ensaios executados a altas velocidades de varrimento

melhorando, consequentemente, a sensibilidade da técnica.

1.5.2.2.1. BIOSSENSOR DE BASES PURICAS

O presente estudo consiste no desenvolvimento de biossensores eletroquimicos para a
avaliacdo da capacidade de determinados antioxidantes em proteger o ADN. O conceito de
biossensor vem revolucionar a quantificacdo da CAT através da microandlise, o que implica
reducdo de reagentes e amostra e, consequentemente, diminuicdo de custos, melhoria de
condicbes experimentais e rapidez de ensaios. A CAT pode ser avaliada facilmente através da
eletroquimica uma vez que, alguns ensaios sdo baseados na transferéncia de eletrdes e os
antioxidantes exibem eletro-atividade consideravel que facilmente ¢é detetada

eletroquimicamente (Barroso, et al., 2011b).

A eletroquimica permite avaliar a capacidade antioxidante por detecdes diretas sobre a
superficie do elétrodo ou em elétrodos com a sua superficie modificada quimica ou
biologicamente. S&o considerados biossensores os elétrodos modificados que empregam, por

exemplo enzimas, proteinas ou acidos nucleicos.

A capacidade de um antioxidante é avaliada pela sua capacidade em promover protecdo aos
danos oxidativos induzidos por contaminantes ao ADN. Para tal, as bases de ADN, puricas ou
pirimidicas, sdo imobilizadas no EPC. Qualquer uma destas bases de ADN pode ser utilizada
em estudos eletroquimicos contudo, as bases puUricas sdo mais sensiveis (apresentam
potenciais de oxidagdo mais baixos) e apresentam picos melhor definidos que as bases

pirimidicas (Barroso, et al., 2011c).
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De forma a atingir o objetivo do presente estudo, foi desenvolvido um biossensor de base purica
(Figura 1.8), no sentido de se estudar i) o dano oxidativo induzido por contaminantes no
biossensor e ii) o efeito protetor promovido por antioxidantes na monitorizagdo da integridade

do biossensor (Barroso, et al., 2011b); (Barroso, et al., 2011c).

NH,

H
= N
S,

Figura 1.8: Estrutura quimica da adenina (Barroso, et al., 2011d).

O desenvolvimento deste biossensor foi testado através de duas abordagens. Enquanto na
primeira estratégia, existe uma etapa de condicionamento do elétrodo (aplicacdo de um
potencial positivo durante um determinado periodo de tempo) e deposi¢cdo da base purica
(imobilizacéo da base a superficie do elétrodo) (Figura 1.9). A segunda abordagem consiste na
imobilizagdo, por adsorcéo fisica, de uma cadeia simples de ADN no EPC, pela colocagéo
direta de uma gota de um oligonucleétido composto por 20 bases de adenina (dA,) no elétrodo.

O dano oxidativo provocado por contaminantes na adenina foi realizado por imersdo do
biossensor em solu¢cdes dos contaminantes de diferentes concentraces, durante um
determinado periodo de tempo (Barroso, et al., 2011b); (Barroso, et al., 2011c); (Barroso, et al.,
2011d).
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Figura 1.9: Eletrodeposi¢éo da adenina sobre o EPC (Barroso, et al., 2011d).

De modo a estudar os danos oxidativos provocados por contaminantes no ADN ou no material
baseado no ADN e o efeito protetor promovido pelos antioxidantes no mesmo recorreu-se,

como ja mencionado, a eletroquimica que engloba, entre outras, a VOQ.

O dano oxidativo promovido pelos contaminantes no biossensor produz uma diminuicdo
significativa do sinal voltamétrico quando comparada com a intensidade de corrente obtida
numa leitura direta da adenina intacta (Figura 1.10). Porém quando € adicionado um
antioxidante a solucdo de contaminantes verifica-se um pequeno aumento do sinal voltamétrico
que é atribuido a capacidade que o antioxidante tem em eliminar as espécies oxidantes pela
sua reducdo (Barroso, et al., 2011b); (Barroso, et al., 2011c). Este aumento ou diminui¢cdo de
sinal em relacdo a leitura direta da adenina intacta, conforme a adicdo de antioxidante ou

contaminante, respetivamente, pode ser verificada na Figura 1.10.

Paginal7



Estudo eletroquimico do dano oxidativo promovido por RNS e PAH e o efeito protetor de
antioxidantes no ADN

070 090 110
0.50 .

Figura 1.10: ip obtidos a partir da VOQ: a) leitura direta de adenina; b) exposi¢cdo a um contaminante; c) efeito
protetor promovido por um antioxidante (Barroso, et al., 2011d).

Portanto, este trabalho consistiu no estudo eletroquimico do dano oxidativo provocado por
contaminantes (PAH, H,O,, NO" e HCIO) e do efeito protetor, ao dano oxidativo, promovido por
antioxidantes no material baseado no ADN recorrendo a utilizagcdo de um biossensor de bases

puricas, adenina-EPC e dA,,-EPC utilizando a VOQ como técnica de detecao.

Paginal8



Estudo eletroquimico do dano oxidativo promovido por RNS e PAH e o efeito protetor de
antioxidantes no ADN

2. PARTE EXPERIMENTAL

Para o desenvolvimento do adenina-EPC ou do dA,-EPC utilizado no estudo eletroquimico do
dano oxidativo provocado por contaminantes e do efeito protetor promovido pelos antioxidantes
no ADN foi necessario o estudo de varios parametros e procedimentos. De referir, a construcao
do EPC, as condi¢des voltamétricas, a otimizacdo da concentracdo de adenina e dA,, assim
como, o estudo do efeito protetor promovido pelos antioxidantes, respetivas curvas de

calibracdo e aplicacdo a amostras reais.

2.1. MATERIAL E EQUIPAMENTO

No sentido de avaliar o dano oxidativo provocado no biossensor e o efeito protetor promovido
por antioxidantes no mesmo, recorreu-se a VOQ, capaz de monitorizar a integridade da base
purica. Para tal, foi utilizado um potencidstato (Autolab Metrohm) com um software de aquisi¢cao
e tratamento de dados GPES (General Purpose Electrochemical System) versdo 4,9,
ECOCHEMIE. Através deste software foi possivel a obtencdo de voltamogramas que
relacionam a intensidade de pico (i), em Amperes, com o potencial de pico (E,) em Volts. Na
medida voltamétrica foi utilizado um elétrodo de referéncia de Ag/AgCl, um elétrodo auxiliar de

platina e um elétrodo de trabalho de pasta de carbono.

A balanca analitica, New Classic da METTLER com precisdo de 0,00001 g, foi utilizada em
grande parte no trabalho prético, desde a pesagem de Na,HPO, e NaH,PO, para a preparagao
de solucdes tampéo salinas de fosfato (PBS) de pH 7,4 e 4,6 e a pesagem de adenina para a
preparacdo da solucdo de adenina, até a medicao de nitrito de sodio para a producédo de NO'e
a pesagem de AA para a etapa de ensaios com antioxidantes. De referir, também, a pesagem

de amostras de café para a etapa de ensaios com amostras reais.

Para a preparacdo de ambos os tampdes, PBS pH 7,4 e PBS pH 4,6, para além da balanca
analitica foi utilizado um medidor de pH da CRISON para ajuste de pH e um ultrassom da
BANDELIN para facilitar a dissolugdo dos compostos sélidos.

Recorreu-se a uma placa de agitacdo da NAHITA para promover a imobilizacdo da adenina e
do dAy, no EPC e para garantir a homogeneidade nos ensaios do dano oxidativo.

Foi utilizado um equipamento da SYSADVANCE para a utilizagdo de azoto na secagem da gota

de dA,, no EPC e para a desoxigenacgéao do sistema de producdo de NO'.
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2.2. REAGENTES E PREPARACAO DE SOLUCOES

Todo o trabalho experimental foi realizado a temperatura ambiente, variando entre os 15°C e os
18°C mas, determinados reagentes foram armazenados em locais apropriados, conforme as

especificacbes, de modo a preserva-los.

Os reagentes nao sofreram qualquer tipo de purificacdo ao longo do trabalho experimental, de
referir: adenina (SIGMA — guardado a temperatura ambiente e em local escuro), peréxido de
hidrogénio 30% (PANREAC — guardado no frigorifico), hipoclorito de sédio, solucdo salina de
fosfato de sddio (SSPE 20x) (SIGMA), AA (MERCH — guardado em local seco), nitrito de sédio
(MERCK), acido sulfarico 96% (PANREAC), fosfato di-sédio di-hidratado (MERCK), fosfato
monossoédico hidratado (MERCK), parafina (MERCK), grafite (ULTRA “F” PURITY CARBONE
LORRAINE), etanol (PANREAC), azoto (SYSADVANCE) e dA,, (SIGMA - guardado em

aliquotas no congelador a 4°C).

A maioria das solugbes foi preparada com agua ultrapura obtida através de um sistema de

ultrapurificacdo de agua (Milipore Simplicity 185).

No presente estudo foram preparadas solu¢ces tampéo de PBS de pH 4,6 e pH 7,4, solucbes
aguosas de adenina, solucdes do PAH benzo (g,h,i) perileno, solucées de dA,,, solucbes de

peréxido de hidrogénio, solu¢gdes de 6xido nitrico, solucdes de HCIO e solucbes de AA.

Foram preparados tampdes PBS de pH 4,6 e pH 7,4, de concentracdo de 0,1 mol/L, a partir de
solugbes aquosas de Na,HPO, e NaH,PO, e o pH foi ajustado com HCI de 0,1 mol/L. Estes
tampdes eram preparados sempre que era necessario. Solugdes para diferentes concentracdes
de adenina (10,0-200,0 mg/L) foram preparadas a partir do sélido, o qual foi dissolvido em
solugdo tampéo de PBS de pH 4,6. No caso do dA,, todas as solug¢des (25,0-300,0 mg/L) foram
preparadas a partir de uma solucdo-mae de 620,0 mg/L em solu¢cédo tampao SSPE 2x. Tanto as

solucdes de adenina como as solucdes de dA,, foram preparadas diariamente.
2.3. CONSTRUCAO DO EPC

No sentido de alcancar os objetivos do presente estudo, recorreu-se a construcao de um EPC
modificado com uma base purica ou com dA,q, adenina-EPC e dA,.-EPC, respetivamente.

A pasta de carbono consiste numa mistura de 1,8 g de parafina, que atua como um ligante, e 5

g grafite (carbono) (Barroso, et al., 2011a). De modo a obter o aspeto desejado, foi necessério
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misturar e triturar os dois componentes até se adquirir uma aparéncia brilhante, homogénea e
sem quaisquer pontos negros. A pasta de carbono foi feita, sensivelmente, de duas em duas

semanas e guardada num exsicador para evitar a degradacéo pela humidade.

z

O elétrodo de trabalho onde é inserida a pasta de carbono possui uma configuracdo
semelhante a um tubo e no interior contém um pistdo de aco inoxidavel. Na Figura 2.1 é

possivel visualizar a constru¢éo do EPC.

Figura 2.1: Construgéo do EPC.
Para a construcdo do EPC recorreu-se a uma microespatula e colocou-se a pasta de carbono
no orificio do elétrodo, conforme a Figura2.1. De forma a nao existirem resisténcias e/ou
interferéncias foi necessario polir a superficie do EPC até conseguir uma area homogénea e

sem espacos entre o interior do elétrodo e a pasta de carbono.
Ap6s cada ensaio, a superficie do EPC tera que ser renovada.
2.4. PREPARACAO DE AMOSTRAS

Foram analisadas diferentes amostras reais para os seguintes contaminantes, H,O, e NO'. A
CAT foi determinada para as seguintes amostras: café, sumo de laranja e 4gua aromatizada de

laranja.
2.4.1. AMOSTRAS DE CAFE

Foram analisados quatro tipos de café comerciais com diferentes composicoes e diferentes

formas de preparacdo, como mostra a Tabela 2.1.
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Tabela 2.1: Composicdes e formas de preparagdo das quatro amostras de café.

Composicéo

Amostra Tipo o Tipo de bebida Café / Agua
Arédbica Robusta
1 Normal \ v @
2 Normal v v Cafe expresso 7.9/50,0 mL
_ (capsulas)
3 Descafeinado \/ \
4 Normal v - Café de cafeteira 32g/150,0 mL

Para as amostras de café 1, 2 e 3 foi feita uma amostra de 50,0 mL a partir de uma maquina de
café comum que funciona a base de cépsulas de 7 g de café revestidas a plastico. A partir de

cada uma das amostras foram realizados ensaios sem qualquer tipo de diluicdo prévia.

A amostra 4 como era vendida ao publico em grdo possuia uma forma de preparacéo diferente,
aproximadamente 32 g de café, jA em p0, e 150,0 mL de agua da torneira foram preparados em

cafeteira. Esta amostra também nao sofreu diluicao.

As amostras 1, 2 e 3 eram misturas de café arabica e café robusta, exceto a amostra 4 que era
composta por 100 % de café ardbica. Cada uma das amostras foi preparada e analisada de
imediato.

2.4.2. AMOSTRA DE SUMO E AGUA AROMATIZADA

Foram analisadas dois tipos de bebidas comerciais, adquiridas em supermercados, uma das
amostras consistiu num sumo concentrado de laranja, enquanto a outra amostra consistiu numa

agua aromatizada com sabor a laranja, como mostra a Tabela 2.2.

Tabela 2.2: Tipo e composicédo da amostra de sumo e agua aromatizada.

Tipo de A .
Amostra bebida Sabor Composicéao Antioxidante
1 Sumo Sumo e polpa de laranja AA
2 arc?rggzz a Laranja  Agua mineral natural do luso (80,7%) Acido citrico
da sumos de fruta concentrados(12%)
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A partir da amostra 1 foi feita uma solucdo-mae de 1:10 em agua enquanto a amostra de agua
aromatizada foi analisada diretamente, sem necessitar de qualquer diluicdo prévia. Cada

amostra foi guardada no frigorifico e analisada no dia da sua compra.
2.5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Foram desenvolvidos procedimentos experimentais de acordo com as diferentes etapas,
nomeadamente, otimizacdo da solugdo de adenina e dA,, imobilizada no EPC, estudo dos
danos oxidativos provocados pelos diferentes contaminantes, estudo do efeito protetor
promovido por antioxidantes e aplicacdo dos procedimentos otimizados para a quantificacdo da

CAT das amostras reais
25.1. IMOBILIZAQZ\O DA ADENINA E DO dA,y AO EPC

No presente trabalho foram utilizadas diferentes abordagens de imobilizacdo do material
baseado no ADN. Uma das abordagens consistiu na utlizacdo de trés etapas i)
condicionamento do EPC, ii) deposi¢éo da adenina e iii) leitura da i, de oxidagéo da adenina.
Na outra abordagem as etapas de condicionamento e deposicéo foram eliminadas sendo que a
deposicdo do dAy foi feita pela colocacdo direta de uma gota de dA,, no EPC seguida da sua

secagem com uma corrente suave de azoto.
ADENINA

A imobilizagdo da adenina no EPC consistiu em trés etapas: condicionamento do EPC,
deposicéo da adenina e leitura da i, de oxidacdo da adenina. Para tal, tornou-se necessario a
preparacdo diaria da solugéo de adenina em solugédo tampao PBS de pH 4,6.

Foram preparadas trés células eletroquimicas distintas: uma com 10,0 mL de solu¢cdo tampéao
PBS de pH 4,6, outra com 10,0 mL de solucdo de adenina e a terceira com 10,0 mL de solucéo
tampéo PBS de pH 7,4.

Apos a constru¢do do EPC, a primeira etapa foi o condicionamento do elétrodo que consistiu
em mergulhar o EPC na célula contendo a solug&o tampéao de PBS de pH 4,6 e na aplicagdo de
um potencial de + 1,80 V durante 180 s. De seguida, a etapa de deposicdo consistiu em
mergulhar o EPC na solug&o de adenina com agitacdo constante, durante 240 s a um potencial
de + 0,40 V. Finalmente, o EPC foi mergulhado na solu¢do tampéo PBS de pH 7,4 de modo a
realizar a leitura por VOQ fazendo-se um varrimento de + 0,40 V a + 1,30 V (anexo B).
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dAy

O dA,, € uma cadeia de ADN simples que contém grupos acucar, grupos fosfato mas as suas

bases sdo apenas adeninas e as ligacdes estabelecidas sao glicosidicas (Figura 2.2).
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Figura 2.2: Esquema representativo de uma cadeia simples de adeninas.

A imobilizacdo do dA,, no EPC difere em algumas etapas da imobilizacdo da adenina. Neste
caso uma gota de 4,0 pL de dA,, foi colocada na superficie do EPC e posteriormente foi

utilizada uma corrente suave de azoto para a secagem desta gota de modo a garantir que fique
uniformemente adsorvida na superficie do EPC.

A leitura da i, da oxidagéo do dA,,-EPC foi efetuada por varrimento em VOQ entre + 0,70 V e +
1,50 V, mergulhando o EPC em 10,0 mL de solugéo tampéao de PBS de pH 7,4 (Anexo B).

Nota: As células foram mergulhadas em acido nitrico 10% de um dia para o outro e no dia dos
ensaios foram lavadas por 4gua ultrapura e devidamente secas.
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2.5.2. DANO OXIDATIVO NO MATERIAL BASEADO NO ADN

O estudo do dano oxidativo induzido por contaminantes na adenina e no dA,, foi estudado na

presenca de varios contaminantes tais como PAH, H,0,, NO" e HCIO.

O dano oxidativo provocado pelo PAH foi estudado recorrendo-se ao adenina-EPC enquanto o

estudo do dano provocado pelo H,O,, NO" e HCIO foi realizado sobre o dA,-EPC.
2.5.2.1. DANO OXIDATIVO PROVOCADO POR PAH NA ADENINA

Neste estudo, foi utilizado uma solugcdo PAH benzo (g,h,i) perileno de 21,0 mg/L, a partir da
qual era preparada diariamente uma solu¢cdo-mae de 0,01 mg/L em &gua. Elaborou-se um
plano de experiéncias para o contaminante benzo (g,h,i) perileno que consistiu em variar a
concentracdo deste contaminante durante determinados periodos de tempo, conforme

verificado na Tabela 2.3.

Tabela 2.3: Plano de experiéncia para o contaminante do benzo (g,h,i) perileno.

[benzo (g,h,i) perileno]

(x10° mg/L) Tempo (s)
0.1 5
1,0 60
0.1 60
1,0 5

As concentracfes de benzo (g,h,i) perileno apresentadas na Tabela 2.3 foram preparadas a
partir da solugdo-mée de 0,01 mg/L em solugdo tampé&o de PBS de pH 7,4 para um volume total
de 10,0 mL.

De modo a garantir a integridade da solucdo de benzo (g,h,i) perileno, esta solucdo foi
guardada no frigorifico e devidamente selada.

Apos a etapa de condicionamento (potencial + 1,80 V durante 180 s em solugdo tampéo PBS
pH 4,6) e a etapa de deposicdo (potencial +0,40 V durante 240 s), o EPC foi imerso num reator
(volume total de solu¢do 10,0 mL) contendo a solugdo de PAH durante o tempo estipulado com
agitacao regular.
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A leitura da i, ap6és o dano oxidativo causado foi feita por VOQ, usando como eletrélito o
tampéo de PBS de pH 7,4 num intervalo de potencial de + 0,40 V a + 1,30 V (Anexo B).

2.5.2.2. DANO OXIDATIVO PROVOCADO POR H,0,, NO' E HCIO NO dA

Tal como se procedeu para o benzo (g,h,i) perileno, foi elaborado um plano de experiéncias

para cada um dos contaminantes: H,O,, NO" e HCIO (Tabela 2.4).

Tabela 2.4: Plano de experiéncias para os contaminantes, H>O,, NO" e HCIO.

Concentracédo H,O, Concentragéao FATORES DE

(x10°° mol/L) NO" (mol/l)  DILUICAO HClo  1€MPo ()

5
25 1,80x10°3 Concentrado 30
60
5
50 1,80x10™ 10x 30
60
5
75 1,80x10° 100x 30
60
5
100 1,80x10°® 1000x 30
60
5

] 1,80x10” - 30
60

CONTAMINANTE H,0,

O primeiro contaminante estudado foi o H,O, que foi preparado a partir da solugdo-mée a 30%
que corresponde a 9,0 mol/L.

As concentragfes de H,O, usadas no plano de trabalho (Tabela 2.4) foram preparadas a partir
da solucéo de H,0O, de 0,009 mol/L (preparada diariamente) em solucdo tampéo de PBS de pH
7,4.
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PRODUCAO DO CONTAMINANTE NO'

Em relacdo ao contaminante NO™ foi necessario criar um sistema experimental para a sua
producdo, conforme mostra a Figura 2.3. A producdo de NO’ foi efetuada diariamente e

guardada no frigorifico, devidamente selada para evitar a reacdo com O, (g) do meio ambiente.

A Figura 2.3 apresenta o esquema de montagem para a producgédo de NO".

1 Legenda:
1. HzSO4 6 mol/L

2. Nitrito de sodio
3. NaHO 20%
4

Agua desionizada

Figura 2.3: Esquema experimental de produgéo de NO'.

A producao de NO' realizou-se na hotte, tendo-se colocado cerca de 22 g de nitrito de sédio
sélido num kitasato, adicionando-se um pouco de agua desionizada de forma a humedecer o

sélido e tornar a reacdo menos violenta.

Antes da producdo, propriamente dita de NO', foi necessario proceder a desoxigenacdo do
sistema com uma corrente de azoto durante 1 hora. Esta etapa € necessaria para minimizar a
producao de NO, a partir do ponto 3 (Figura 2.3) por reacdo do NO (g) com O, (g) presente no

sistema (Equacéo 2.1).

NO (g) + O, (g) — NOy (9) (Equacéo 2.1)

Passada essa hora adicionou-se uma solugdo de acido sulfdrico 6 mol/L da bureta para que o
acido caisse sobre a solucéo de nitrito de sodio a uma taxa de 7/8 gotas por minuto, formando
NO (g) (Equacéo 2.2).

NO; (aqg) + H* (aq) — NO (g) + H.,O (Equacéo 2.2)
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Para garantir uma solucdo saturada de NO' (1,8x10° mol/L) foi borbulhado NO (g) em,
aproximadamente, 50,0 mL de agua desionizada durante 1 hora. A corrente de NO (g) é
purificada por borbulhamento num frasco com 20% de NaHO de forma a reter as outras

espécies de NO, formadas no sistema (Wang, 2006).

As concentracdes de NO' utilizadas no estudo do dano oxidativo (Tabela 2.4) foram preparadas

a partir da solucdo-mae produzida de 1,8x10° mol/L em solucéo tamp&o de PBS de pH 7,4.

CONTAMINANTE HCIO

De acordo com a bibliografia (Sanchez-Moreno, 2002), o HCIO pode ser produzido a partir de
hipoclorito de sédio. Neste caso, o pH do hipoclorito de sodio foi ajustado com HCI a pH 5, de

modo a converter o anido hipoclorito em &cido hipocloroso.

Neste caso, trabalhou-se com fatores de diluigdo. As diluicdes de HCIO (Tabela 2.4) foram
preparadas em solugcéo tampéo de PBS de pH 7,4.

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL DO ESTUDO DO DANO OXIDATIVO

Apbs a adsorcao fisica de dA,y, no EPC e da sua secagem com uma corrente suave de azoto, o
dA,-EPC foi imerso num reator (volume total de solu¢do 10,0 mL) contendo o contaminante em
estudo (H,O,, NO" ou HCIO) durante o tempo estipulado com agitacéo regular. No estudo do
dano oxidativo provocado pelo NO™ néo foi utilizada agitacdo para ndo promover reacao do NO’

com o O, (g).

A leitura da i, ap6s o dano oxidativo causado por cada um dos contaminantes foi efetuada por
VOQ em solugéo tampao de pH 7,4 por varrimento eletroquimico entre os potenciais de + 0,70
Ve + 1,50V (Anexo B).

2.5.3. EFEITO PROTETOR PROMOVIDO POR ANTIOXIDANTES

Para o estudo do efeito protetor promovido por antioxidantes no adenina-EPC e no dA,-EPC
recorreu-se ao AA. Foi elaborado um plano experimental para estudar o efeito protetor
promovido pelo AA na presenca de H,O, e NO™ (Tabela 2.5).
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Tabela 2.5: Plano experimental do efeito protetor promovido pelo AA na presenca de H,O, e NO'.

Tempo de

[Contaminante] [AA] (mg/L) incubaco (s)

1,0
5,0
H.0, 10,0
(25x10° mol/L) 15.0
20,0
22,0
1,0
5,0
10,0 30
15,0
20,0

30

NO’
(1,8x10° mol/L)

Diariamente foram preparadas solucdes-mde de AA 100,0 mg/L, a partir da qual foram
efetuadas diluicbes conforme consta na Tabela 2.5. Em relacdo as solucbes dos

contaminantes, estas foram preparadas conforme referido no ponto 2.5.2.2.

Apos a construcdo do dAy-EPC, este biossensor foi imerso num reator com volume total de
solugdo de 10,0 mL durante o tempo estipulado. Neste reator as solu¢des foram colocadas com
uma determinada ordem: primeiro foi colocada a solucdo tampdo de SSPE 2x, seguido da

solucao de AA e finalmente, solucédo de contaminante (H,O, ou NO").

Passado o tempo de incubacgéo estipulado, foi efetuada a leitura da i, por VOQ em solucéo
tampé&o de PBS de pH 7,4 num intervalo de potencial de + 0,70 V a + 1,50 V (Anexo B).

2.5.4. AMOSTRAS REAIS

Os métodos desenvolvidos foram aplicados na analise de amostras reais. Foram utilizadas
diferentes amostras para os seguintes contaminantes H,O, e NO'. Foi estudado o efeito protetor

promovido pelos antioxidantes presentes em bebidas na presenca do H,O, e de NO'.
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2.5.4.1. AMOSTRAS DE CAFE

A aplicacdo do dA,-EPC na analise de amostras reais na presenca de H,O, foi feita com
amostras de café com diferentes formas de preparacado. A Tabela 2.6 mostra o volume de café

utilizado nos ensaios.

Tabela 2.6: Volume de café adicionado na presenca de H,O, para cada uma das amostras.

Composicéao Volume Tempo de Concentracao

. Tipo de .. ~ 06
Amostra Tipo L . de café incubacdo de H,O, (x10
Arébica Robusta  bebida (uL) (s) mol/L)
1 Normal X X 50
Café
2 Normal X X expresso 50
(cpsulas) 30 25
3 Descafeinado X X 35
4 Normal X - Cafe <_je 50
cafeteira

Todas as amostras de café foram preparadas no momento de andlise. Apés a construcdo do
dA,-EPC, este foi imerso num reator com volume total de solu¢do de 10,0 mL durante o tempo
de incubacao estipulado. Neste reator as solu¢cbes foram colocadas com uma determinada
ordem: primeiro foi colocada a solugcdo tampédo de SSPE 2x, seguido da amostra de café e,
finalmente, solugéo de H,0,. Passado o tempo de incubacéo estipulado, foi feita a leitura da i,
em solucéo tampéo de PBS de pH 7,4 num intervalo de potencial de + 0,70 V a + 1,50 V (Anexo
B).

2.5.4.2. AMOSTRA DE SUMO E AGUA AROMATIZADA

A aplicacdo do dA,,-EPC na analise de amostras reais na presenca de H,O, e NO’ foi feita com
uma amostra de sumo de laranja e uma amostra de agua aromatizada de laranja com
diferentes formas de preparacdo. A Tabela 2.7 mostra o volume de cada amostra utilizado nos

ensaios para cada contaminante.
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Tabela 2.7: Volume de cada amostra adicionada na presenga de H,O; e NO'.

Tipo de H.0, NO’ Tempo de
Amostra bebida Concentracdo Volume | Concentragdo Volume incubacao
(x10°® mol/L) (uL) (x10°mol/L) (uL) (s)
1 Sumo 750 500
Aqua 25 1,8 30
2 gy 500 500
aromatizada

O procedimento experimental foi semelhante ao descrito no ponto 2.5.4.1.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo apresentam-se os principais resultados obtidos no desenvolvimento de sensores
baseados no ADN. A construgéo destes bioelétrodos baseou-se na imobilizagdo de adenina ou
de dAy, na superficie de EPC. Os biossensores desenvolvidos foram aplicados na avaliacdo da

CAT de matrizes alimentares.
3.1. CONSTRU(}AO DO ADENINA-EPC

Conforme referido, numa primeira fase, foi utilizada uma solucdo de adenina para a construcao
do adenina-EPC. Foi necessario efetuar o condicionamento do EPC, deposicdo da adenina no
EPC e posterior leitura eletroquimica do pico de oxidag&o da adenina.

Foi necessario a otimizagdo de diferentes parametros como a concentracéo de adenina, E., Ey,
. e tg.

3.1.1. COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO ADENINA-EPC

O estudo do comportamento eletroquimico da adenina imobilizada no EPC foi estudado por
VOQ utilizando-se como eletrdlito o PBS a pH 7,4. Conforme se pode visualizar na Figura 3.1 a
adenina apresenta um processo oxidativo ao E, de + 0,95 V. Este valor de potencial esta de
acordo com 0 que se encontra descrito na literatura, estando referenciado que a oxidagéo
eletroquimica da adenina envolve 2 eletrbes/molécula, sendo que o E, da adenina é
dependente do pH, do eletrdlito utilizado e da sua forca i6nica e do tipo de transdutor utilizado
(Barroso, et al., 2011c).
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0,20 045 070 095 120
E/Vvs. AgCl/Ag

Figura 3.1: Voltamograma tipico obtido para o adenina-EPC em solug&o tamp&o PBS pH 7,4.

3.1.2. OTIMIZACAO DA CONCENTRACAO DE ADENINA

De modo a otimizar e maximizar o sinal eletroquimico da oxidacdo da adenina foram efetuados
varios ensaios para diferentes concentracdes de adenina a variar entre 10,0 e 200,0 mg/L,

tendo-se obtido os resultados apresentados na Figura 3.2.

18,00
16,00
14,00
12,00
10,00

< 8,00

= 6,00

4,00
2,00
0,00

0,0 50,0 100,0 150,0 200,0 250,0
[Adenina] mg/L

Figura 3.2: Variagdo da i, em funcéo da concentragdo de adenina-EPC. Os resultados séo uma média de trés
ensaios independentes.
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Verificou-se pelo grafico da Figura 15 que a concentracdo Otima a utilizar de adenina foi de
150,0 mg/L uma vez que é possivel observar que a partir desta concentracdo existe uma

saturacao no sinal eletroquimico medido.

3.1.3. OTIMIZACAO DA ETAPA DE CONDICIONAMENTO E DA ETAPA DE
DEPOSICAO

A etapa de condicionamento é realizada de modo a tornar a superficie do EPC positiva, para
gue, na etapa da deposicdo da adenina, esta seja mais facilmente eletroimobilizada a superficie
do EPC. Neste trabalho, o E. foi estudado entre os potenciais de + 1,60 V e + 1,80 V usando-se

concentracdes de adenina de 150,0 e 200,0 mg/L.

De acordo com a Figura 3.3, as i, medidas para os E. aplicados e para as concentragdes de
adenina usadas, apresentam grandes diferencas nos sinais voltamétricos. Para um E. de + 1,80

V as i, obtidas sé&o mais elevadas do que para as i, obtidas quando se usou um E. de + 1,60 V.

150,0 mg/L 200,0 mg/L

16,00 -
14,00 -
12,00 -
10,00 -
8,00 -
= 6,00 1 200,0 mg/L
4,00 -

[ YA

150,0 mg/L

2,00 -
—

0,00

1,80 1,60 1,80 1,60
E/V vs. AgCl/Ag

Figura 3.3: Otimizag&o do potencial da etapa de condicionamento para as concentragdes de adenina 150,0 mg/L e
200,0 mg/L. Os resultados sdo uma média de trés ensaios independentes.
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Assim sendo, foi utilizado, nos trabalhos seguintes, o E. de + 1,80 V aplicado durante 180 s e

usando-se como eletrélito o tampédo PBS pH 4,6.

Na bibliografia encontra-se indicado a aplicacdo de um potencial de + 1,70 V durante 30 s
(Barroso, et al., 2011e) mas, had que considerar que como os elétrodos de trabalho séo
diferentes, elétrodo de carbono vitreo e EPC, as condicdes experimentais também sé&o

diferentes.

Segundo a bibliografia, na etapa de deposicdo das bases puricas ao elétrodo de trabalho é
aplicado um potencial de + 0,40 V durante 180 s para um elétrodo de carbono vitreo (Barroso,
et al., 2011e). Mas, uma vez que no presente trabalho foi utilizado um EPC decidiu-se aumentar

o tempo de deposicdo de 180 segundos para 240 s para 0 mesmo potencial de + 0,40 V.

As condicdes experimentais utilizadas durante os ensaios (concentracédo de adenina, E.e E4 e
t. e ty) estdo descritas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Condi¢des experimentais: concentragéo de adenina, Ec, Ep, tc e tq.

[Adenina] = 150,0 mg/L

Etapa Condicionamento Deposicdo Leitura eletroquimica
Potencial (V) 1,8 0,4 +0,40a+ 1,30
Tempo (s) 180 240 -

3.1.4. DANO OXIDATIVO INDUZIDO POR PAH

Com a otimizacdo concluida, a proxima fase consistiu no estudo eletroquimico do dano

oxidativo provocado por PAH (benzo (g,h,i) perileno) no adenina-EPC.

Com as condi¢des de operagéo otimizadas (concentracéo de adenina, Eg, Ep, t. e t.) fez-se um
estudo muito preliminar do dano oxidativo que os PAH poderiam provocar na adenina através

da variacdo da concentragdo do benzo (g,h,i) perileno com diferentes tempos de incubacéao.

Verificou-se que realmente existe dano oxidativo por parte do benzo (g,h,)) perileno,

evidenciado pela diminui¢éo da i, do adenina-EPC, conforme mostra a Figura 3.4.
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Figura 3.4: Voltamograma tipico obtido em solu¢é@o tampé&o PBS pH 7,4: a) imobilizagcdo da adenina (ip maxima), b)
imers&o do adenina-EPC numa solugéo de benzo (g,h,i) perileno 0,1 pg/L durante 60 segundos.

Esta diminuicdo foi sempre da mesma ordem de grandeza independentemente da concentracao

do benzo (g,h,i) perileno e do seu tempo de exposicdo como mostra a Tabela 3.2.

Tabela 3.2: i, obtidas para o dano oxidativo induzido pelo benzo (g,h,i) perileno.

[PAH] (ng/L) Tempo (s) i,x10° (A)
0,1 5 1,51
1,0 60 1,75
0,1 60 1,82
1,0 5 1,97

Apbs a realizacdo de varios ensaios ndo se conseguiu verificar que danos oxidativos eram

provocados pelo benzo (g,h,)) perileno no adenina-EPC, tendo-se constatado haver

necessidade de converter o benzo (g,h,i) perileno num radical por intermédio de uma reacao
prévia. Na literatura é referido que para obter este radical € necessario promover uma reacao
entre o PAH com o radical HO® gerado na reacdo de Fenton (Beltran, et al., 1998); (Jonsson, et

al., 2007).

A reacdo de Fenton utiliza o peroxido de hidrogénio como oxidante, que € decomposto em

radical hidroxilo, na presencga de uma solucgéo de ferro Il (equacgéo 3.1):
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H,0, + Fe** — OH + OH' + Fe* (Equacdo 3.1)

O radical hidroxilo € uma espécie altamente reativa que possui a capacidade de reagir de modo
ndo seletivo com varios compostos organicos e inorganicos, podendo reagir com o PAH em
estudo de forma a converte-lo num radical ou modificar a sua estrutura de alguma forma que

seja a ideal para o presente trabalho (Beltran, et al., 1998); (Jonsson, et al., 2007).

Devido & necessidade de mais informacdo relativamente ao dano oxidativo promovido pelo
benzo (g,h,i) perileno no adenina-EPC né&o foram efetuados estudos sobre o efeito protetor

promovido por antioxidantes nem a aplicacdo sobre amostras reais.

A otimizacdo da solucdo de adenina e o estudo do dano oxidativo causado pelo benzo (g,h,i)
perileno indicaram que os valores obtidos de i, ndo eram reprodutiveis o que conduziu a

realizacao de testes adicionais.

Estes testes consistiram na realizacdo de vinte ensaios consecutivos de imobilizacdo de

adenina e respetivas leituras das ip.

Verificou-se que nesses vinte ensaios os resultados ndo eram de todo reprodutiveis e, para
além disso, foram obtidos valores de i, de diferentes ordens de grandeza. Suspeitou-se que
existia perda de solu¢cdo de adenina imobilizada para a solu¢do tampao PBS de pH 7,4
aquando da leitura da i, para além de existir oscilacdo da corrente elétrica que abastece o

laboratério condicionando por isso a construcao do bioelétrodo.
3.2. CONSTRUCAO DO dA,o-EPC

De modo a obter sinal eletroquimico mais reprodutivel foi necessério seguir uma nova
abordagem que consistiu na adsorcao fisica de dA,, na superficie do EPC, com posterior
secagem com uma corrente suave de azoto e leitura da sua i, em solugéo tampao PBS pH 7,4.

Nesta fase do estudo foi apenas otimizada a concentragédo de dA,, a imobilizar no EPC.
3.2.1. OTIMIZACAO DA CONCENTRACAO DE dAy

Foram efetuados varios ensaios para diferentes concentracdes de dA,, a variar entre 25,0 e

620,0 mg/L tendo-se obtido os resultados apresentados na Figura 3.5.

Analisando a Figura 3.5, verificou-se que as i, maximas foram obtidas para concentragdes de

dA,q superiores a 300,0 mg/L.
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Figura 3.5: Variagdo da i, de dAz em funcéo da concentragéo de dAzo. Os resultados sdo uma média de trés
ensaios independentes.

No entanto, foi escolhida uma concentracdo de dA,, de 100,0 mg/L uma vez que, ndo havia
dA, suficiente para a realizagédo de todo o trabalho experimental. A colocacdo de uma gota de
apenas 4 pL na superficie do EPC foi, também, uma forma de economizar a solu¢do de dA,,
mas, que permite revestir completamente a superficie

O VOQ, apresentado na Figura 3.6, efetuado entre os potenciais de + 0,70 Ve + 1,50 V em
solucéo tampéao de PBS de pH 7,4 indica que o E, do dA,-EPC rondava os + 1,2 V. Existe uma
diferenca entre o E, do adenina-EPC e o E, do dAx-EPC. Essa diferenca deve-se ao facto de
no dA,, a adenina estar ligada a um grupo fosfato e a um grupo acucar (que faz aumentar o E;)
enquanto na solugéo de adenina esta presente apenas adenina.

Pagina39




Estudo eletroquimico do dano oxidativo promovido por RNS e PAH e o efeito protetor de
antioxidantes no ADN

40,00

30,004

20,004

i/ UA

10,004

=

0,00 ————7r—-— : . . ;
0,70 0,90 1,10 1,30 1,50
E/Vwvs AgCl/ Ag

Figura 3.6: Voltamograma tipico obtido para o dA2-EPC em solugdo tampao PBS pH 7,4.

3.2.2. DANO OXIDATIVO INDUZIDO PELO HyO, E EFEITO PROTETOR
PROMOVIDO PELO AA

Este estudo baseia-se na aplicagdo do dA,-EPC na avaliacdo da CAT de amostras reais na
presenca de H,O,. Para tal, foi estudado o dano oxidativo induzido no dA,,-EPC pelo H,O, e o
efeito protetor promovido pelo AA, na presenca do H,0;, no dA-EPC.

Depois de construido o dA,-EPC, foram induzidos danos oxidativos no biossensor.
Electroquimicamente este fendmeno foi observado pela diminui¢éo da i, de oxidagéo do dAy.

Foram estudadas varias concentracfes de H,0, (25-100 uM) em tempos de incubacéo (5, 30 e
60 s). Com o aumento da concentracdo de H,O,, a integridade do dA,, diminui, confirmada pela
diminuigdo da i,. Na Tabela 3.3 sdo apresentadas as percentagens de dA ndo danificadas

obtidas neste estudo.
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Tabela 3.3: Percentagens de dA,, ndo danificadas na presenca de diferentes concentragées de H,0O..

% dA,, ndo danificada
[H,0,]x10°® mol/L

Tempo de exposicéao (s) 25 50 75 100
0 100,0 100,0 100,0 100,0
5 52,84 44,82 40,75 28,07
30 46,16 29,21 16,71 11,99
60 33,04 9,6 8,76 5,04

Conforme se pode observar a percentagem de dano oxidativo (100% - % dA,, ndo danificado)
aumenta com o aumento do tempo de exposicdo e com o aumento de concentracdo de

contaminante.

Na Figura 3.7, é possivel visualizar voltamogramas do dA,o-EPC obtidos para concentracdes de

H,0O, crescentes e tempo de exposicao de 30 s.

60,00

40,001 F/.

/,
3 /
20,00
a) g /
B
&9
D‘m}am ' 090 110 130 1,50
E /V vs. AgCl/ Ag

Figura 3.7: Voltamograma tipico obtido em solu¢éo tampéo PBS pH 7,4: a) dAx-EPC (i, maxima), b) H.O2 25 pM, c)
H,0, 50 UM e d) H,O, 75 HM.

Se analisarmos o0 tempo de exposi¢cdo para cada uma das concentragfes de H,O, também se

confirma a existéncia de dano oxidativo. Para uma mesma concentracédo é possivel observar a
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diminui¢éo da i, do dA,-EPC com o aumento do tempo de incubagéo do H,O, ao biossensor,

Figura 3.8.

60,00

40,004

i/ A

20,00+

D'ﬂﬂu.?o ! 0,90 ) 1,10 ! 1,30 ! 1,50

E /Vvs. AgCl/ Ag

Figura 3.8: Voltamograma tipico a) dAx-EPC (i, médxima), b)5s,c) 30 se d) 60 s.

A Figura 3.9 mostra a variagao da i, do dA»-EPC com os tempos de incubagédo para cada uma
das concentragfes de H,0, utilizadas.

6,00
5,00

4,00
=—H202 25 uyM

< 3,00 ~8—H202 50 pM

=>=H202 100 uM
1,00

0,00
0 20 40 60 80
Tempo (s)

Figura 3.9: Influéncia do tempo de incubag&o, a diferentes concentragdes de H202, na i, do dAz-EPC. Os resultados
sdo uma média de trés ensaios independentes.

Para a realizacdo do estudo do efeito protetor promovido pelo AA na presenca do H,O, foi

escolhida a concentragdo de H,O, de 25 uM e um tempo de incubacdo de 30 s. Esta escolha

baseou-se na analise e comparagéo das i, obtidas neste estudo. O tempo de 5 s é demasiado
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curto para se conseguir controlar devidamente o ensaio experimental enquanto para 60 s o
dano oxidativo foi quase total pois as i, séo demasiado baixas. Assim sendo, optou-se pelo

tempo de incubacéo, de 30 s.

Em relagdo a concentracéo de H,0O,, foi escolhida a concentragdo 25 pM, pois a i, obtida
permite efetuar estudos de protecdo ao dano oxidativo, conforme se pode verificar na Figura
3.9.

Para realizar o estudo de prote¢do ao dano oxidativo, € necessario ter uma boa amplitude de
intensidade de corrente entre o sinal da imobilizacdo de dAy, e a i, do dano oxidativo para que
seja possivel verificar, mais tarde, o aumento da i, obtida do dA,, por efeito protetor promovido

pelo AA quando na presenca de H,O,.

O estudo do efeito protetor promovido pelo AA na presenca de H,O, foi realizado usando
concentracdes a variar entre 1,0 e 22,0 mg/L de AA na presenca de H,0, 25 pM durante 30 s. A
Figura 3.10 mostra os voltamogramas obtidos quando se usaram concentracdes crescentes de
AA.

17.50
7
12,50 178
)
‘5_ .;"r
= 7.50 7
J.I'Ir .I"-. ;j
ff L) \,_--:--*’/ p
| S L
2 50- Vo
| LTS
0,00 il a)
070 090 110 1,30 1,50

E/Vwvs AgCl/ Ag

Figura 3.10: Voltamograma tipico obtido apés imersdo do dAz-EPC em H,O, contendo uma solucdo de AA de
concentragdo: a)1,0; b)5,0; ¢)10,0; d)15,0; €)20,0 mg/L.

Para o estudo do efeito protetor promovido pelo AA no dA,,-EPC foram construidas trés curvas

de calibragdo de modo a avaliar a reprodutibilidade do método (Anexo C, Tabela C.1).
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Conforme esperado, a i, aumenta com o aumento da concentragdo de AA, como mostra a

Figura 3.11, tendo-se obtido um coeficiente de determinagéo r* = 0,9937.

1,00 -
0,80 -
<
Z 0,60 -
- iy (MA) = (0,024 £ 0,002)xconc.+ (0,388 + 0,04)
0,40 - R2 =0,9937
0,20 T T T T 1
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0

[AA] mg/L

Figura 3.11: Curva de calibracéo para o AA.

3.2.2.1. APLICACAO DO BIOSSENSOR A AMOSTRAS REAIS

A metodologia desenvolvida foi aplicada para avaliar a CAT de amostras de café, sumo e 4gua
aromatizada.

A CAT obtida para as diferentes amostras de café analisadas variou entre 5,3 e 10,6 mg AA/g
café (Tabela 3.4). Os valores mais elevados pertencem a cafés expresso (amostras 1, 2 e 3).
Estas amostras eram compostas por misturas de café ardbica e robusta. Quanto a amostra 4

verificou-se que possuia a CAT mais baixa o0 que provavelmente se devia a sua constitui¢ao,
100% arabica.

Tabela 3.4: Valores de CAT obtidos para amostras de café.

Amostra CAT

n° (mg AAE/g café) (mg AAE/L)
1 96+15 1337 + 206
2 82+15 1150 + 212
3 10.6 £ 0.4 1488 + 51
4 53x1.1 1130 + 230
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As diferencas obtidas nos resultados apresentados na Tabela 3.4 podem ser explicadas pela
presenca de compostos antioxidantes bastante conhecidos no café robusta. Este contém
grandes quantidades de compostos fendlicos totais e o dobro da cafeina do café arabica (Alves,
et al., 2009).

Contudo, a formas de preparacdo das amostras tém que ser levadas em conta. Conforme
referido, as amostras 1, 2 e 3 sdo amostras de café expresso e a amostra 4 € uma amostra de
café de cafeteira. Na preparacdo de um café expresso, a extracao dos compostos presentes na
matriz do café é incompleta devido ao contato relativamente curto entre a agua e a capsula do
café, enquanto na preparacdo do café de cafeteira, a extragcdo dos compostos do café € mais
extensa conduzindo a uma amostra mais concentrada e representativa. Analisando a CAT
expressa em mg AA/L verifica-se que ndo existem diferengas significativas entre todas as

amostras.

Com este estudo confirmou-se que os antioxidantes existentes em amostras de café tém efeito

protetor, ao dano oxidativo, no dA,,-EPC.

A CAT obtida para a amostra de sumo de laranja (amostra 1) e para a amostra de agua

aromatizada de laranja (amostra 2) € apresentada na Tabela 3.5.

Tabela 3.5: Valores de CAT obtidos para amostras de sumo e agua aromatizada.

Amostra CAT
ne (mg AAE/L)
1 775 +£130
2 110+£13

O valor mais elevado de CAT pertence a amostra 1 (sumo concentrado de laranja), conforme
era de esperar, pois a amostra 2 é comercialmente mais diluida do que a amostra 1.

Analisando as Tabelas 3.4 e 3.5 verifica-se que o café e as amostras de bebidas apresentam
CAT, podendo contribuir para reforcar o sistema de defesa antioxidante exégeno.

Comparando os teores de CAT obtidos para o café (Tabela 3.4) e para as bebidas (Tabela 3.5)
verifica-se que as amostras de café apresentam valores mais altos de CAT (1130-1488 mg

AAE/L) do que as amostras de bebidas (110 mg AAE/L em agua aromatizada e 775 mg AAE/L
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em sumo). Esta diferenca de valores é devido ao facto do café ter uma composicao (qualitativa

e quantitativa) em antioxidantes diferente as bebidas.

3.2.3. DANO OXIDATIVO INDUZIDO PELO NO° E EFEITO PROTETOR
PROMOVIDO PELO AA

Nesta parte do trabalho, utilizou-se o biossensor desenvolvido para estudar que tipo de danos
oxidativos sao induzidos pelo radical livre NO™ no dA,,. Posteriormente foi estudado o efeito do
AA na protecao do dA,, ao dano oxidativo. O método desenvolvido foi aplicado na avaliagdo da

CAT em amostras de sumo e agua aromatizada.

O dano oxidativo foi estudado para varias concentraces de NO' (1,8x107%, 1,8x10*, 1,8x107,
1,8x10° e 1,8x10” mol/L) durante varios tempos de exposicéo (5, 30 e 60 s). Na Tabela 3.6 s&o
apresentadas as percentagens de dA,, ndo danificadas de acordo com a concentracdo de NO°

em estudo e o respetivo tempo de incubacéo.

Tabela 3.6: Percentagens de dAz, ndo danificadas na presenca de diferentes concentracdes de NO'.

% dA,, ndo danificada
[NO] mol/L
Tempo de exposicao (s) 1,8x10° 1,8x10* 1,8x10° 1,8x10° 1,8x10°

0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
5 37,21 21,43 63,29 78,94 51,2
30 64,19 8,37 25,82 53,26 36,12
60 81,86 2,49 7,58 18,32 31,01

Analisando a Tabela 3.6 é possivel observar a percentagem de dano oxidativo (100% - % dA,
ndo danificado). Excetuando a concentracdo de 1,8x10° mol/L em NO’, é possivel observar a
diminuicdo da percentagem de dA,, ndo danificado com o aumento do tempo de incubacéao, isto
é, para a mesma concentracdo de NO" a medida que o tempo de exposi¢cdo do NO" aumenta, 0
dano oxidativo aumenta e, portanto, a i, diminui. A medida que a concentragdo de NO'
aumenta, a percentagem de dano oxidativo aumenta como seria de esperar, exceto para a
concentracéo 1,8x107 mol/L para os tempos de incubacdo de 5 e 30 s (51,20% e 36,12%,

respetivamente).
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Em relacdo a concentracdo 1,8x10° mol/L, observou-se o oposto do esperado, isto &, com o
aumento do tempo de incubacdo a percentagem de dA,, ndo danificado aumenta. Estes
ensaios foram repetidos véarias vezes para confirmar se efetivamente o sistema tinha esse
comportamento. Com a repeticdo chegou-se a conclusao que a concentracao de NO' é tédo

elevada que torna o sistema irreprodutivel.

Para uma mesma concentracdo € possivel observar a diminui¢cdo da i, do dA,-EPC com o

aumento do tempo de incubacdo do NO' ao biossensor, Figura 3.12.

35,00

25,001

i/ PA

15,00

5,00

00 0w 110 130 150

E/Vwvs AgCl/ Ag
Figura 3.12: Voltamograma tipico a) dAx-EPC (i, maxima), b) 5s, c) 30 s e d) 60 s.

Na Figura 3.13, € possivel observar a diminui¢éo da i, do dA,, com o aumento do tempo de

incubacao e de concentracdo de NO'.

Para efetuar o estudo do efeito protetor promovido pelo AA na presenca do NO’, foi escolhida a
concentracdo de NO' de 1,8x10° mol/L durante 30 s.
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Figura 3.13: Influéncia do tempo de incubagéo de NO', a diferentes concentragdes, na i, de dAx-EPC. Os resultados
sdo uma média de trés ensaios independentes.

De modo semelhante ao que aconteceu ao H,O,, o tempo de 5 s ndo é o ideal por ser
demasiado curto para ser devidamente controlado enquanto os 60 s sdo demasiado longos e
provoca um dano oxidativo quase total, tendo-se por isso optado por um tempo de incubacao
de 30 s.

Quanto & escolha da concentracéo de NO', decidiu-se pela concentracdo de 1,8x10° mol/L pois
apresentou uma boa amplitude de trabalho entre a i, da imobilizagédo de dA,, e a i, obtida apos

o dano oxidativo promovido pelo NO'.

Com as condi¢cbes experimentais do dano oxidativo escolhidas, passou-se para o estudo do
efeito protetor promovido pelo AA na presenca de NO'. Foram utilizadas as concentracdes de
AA de 1,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0 mg/L na presenca de 1,8x10° mol/L de NO’ durante 30 s
(Figura 3.14).
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Figura 3.14: Voltamograma tipico obtido ap6s imersdo do dA2-EPC em NO' contendo uma solugédo de AA de
concentragdo: a)1,0; b)5,0; ¢)10,0; d)15,0; €)20,0 mg/L.

Foram construidas trés curvas de calibra¢éo de i, obtida em fungdo da concentracéo de AA de
forma a avaliar a reprodutibilidade para cada uma das concentracbes de antioxidante na
presenca de NO' (Anexo C, Tabela C.2).

Conforme esperado, a i, aumenta com o aumento da concentragdo de AA, como mostra a

Figura 3.15. Para além disso, foi obtido um coeficiente de determinacéo r?=0,9881.

1,40
1,20
1,00
< 0.80
=3
~ 0,60
040 i, (MA) = (0,0304 + 0,0006)xconc + (0,4566 + 0,008)
R2 = 0,9881
0,20
0,00
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0
[AA] mg/L

Figura 3.15: Curva de calibracdo do AA.
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3.2.3.1. APLICACAO DO BIOSSENSOR A AMOSTRAS REAIS
Este método foi aplicado na avaliacao da CAT de amostras reais (sumo e agua aromatizada).

A CAT obtida para a amostra de sumo (amostra 1) e para a amostra de dgua aromatizada

(amostra 2) é apresentada na Tabela 3.7.

Tabela 3.7: Valores de CAT obtidos para amostras de sumo e agua aromatizada.

Amostra CAT
ne (mg AA/L)
1 526 £310
2 172 £10

O valor mais elevado de CAT (526 mg AAE/L) pertence a amostra 1, conforme era de esperar,
pois sendo a amostra 1 um sumo concentrado apresenta um teor de antioxidantes mais

elevado.
3.2.4. DANO OXIDATIVO INDUZIDO PELO HCIO

Este estudo baseia-se na aplicagdo do dA,-EPC na avaliacdo do dano oxidativo induzido pelo
HCIO.

Depois de construido o dA,-EPC, foram induzidos danos oxidativos no biossensor.

Electroquimicamente este fendmeno foi observado pela diminui¢éo da i, de oxidagéo do dAy.

Foram estudados diferentes fatores de diluicdo (10x, 100x e 1000x) em tempos de incubacgao
(5, 30 e 60 s) e foram confirmadas as alteracdes esperadas. Com a diminui¢cdo do fator de
diluicdo, a integridade do dA,, diminui, confirmada pela diminuigdo da i,. Foram, também,
efetuados ensaios sem qualquer diluicdo. Na Tabela 3.8 sédo apresentadas as percentagens de

dA,,-EPC néo danificadas obtidas neste estudo.
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Tabela 3.8: Percentagens de dA, ndo danificada na presenca de diferentes percentagens de HCIO.

% dA,, ndo danificada

Fator diluicao HCIO

Tempo de exposicéao (s) 100x 1000x
0 100,0 100,0
5 48,12 50,00
30 19,84 31,12
60 7,30 15,23

Através da Tabela???, observa-se que a percentagem de dano oxidativo (100% - % dA,, ndo

danificado) aumenta com o0 aumento do tempo de exposi¢cdo e com o0 aumento de concentracdo

de contaminante.

Em relagé@o aos ensaios com HCIO concentrado e com fator de diluicdo de 10x, obtiveram-se

voltamogramas sem sinal eletroquimico. Esta situacdo deve-se ao facto das concentracdes de

HCIO serem tdo elevadas que conduzem a um dano oxidativo total.

Para uma mesma concentragdo € possivel observar a diminuicéo da i, do dA,-EPC com o

aumento do tempo de incubacédo do biossensor ao contaminante HCIO (Figura 3.16).

15,00
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= " ;e/
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i
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w
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____:.:_,'_".:—:-?—'—'_'_-:':H"J-!
0,00 T I v —
0,70 0,90 1,10 1,30 1,50
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Figura 3.16: Voltamograma a) dAxe-EPC (i, méxima), b) 5s,c) 30 s e d) 60 s.
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A Figura 3.17 mostra a varia¢ao da i, do dA,-EPC com os tempos de incubagéo para cada uma
das concentra¢fes de HCIO utilizadas.

2,50

2 100 ——100x
= —8—1000x

0 20 40 60 80
Tempo (s)

Figura 3.17: Influéncia do tempo de incubagéo para diferentes concentra¢des de HCIO na ip, do dAz-EPC. Os
resultados sdo uma média de trés ensaios independentes.
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4. CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo o estudo eletroquimico do dano oxidativo induzido por
contaminantes (PAH, H,O,, NO" e HCIO) e o efeito protetor, ao dano oxidativo, promovido por
antioxidantes no material baseado no ADN recorrendo a utilizacdo de um biossensor de bases

puricas, adenina-EPC e dA,-EPC, utilizando a VOQ como técnica de detecao.

Inicialmente, foi utilizada uma abordagem que consistiu na utilizacdo de uma solucdo de
adenina e abrangia trés etapas: i) condicionamento do EPC, ii) deposi¢édo da adenina no EPC e
iii) leitura de sinal eletroquimico. Para tal, foram otimizados véarios parametros, concentracdo de
adenina, E;, Eq4 t. e tq. Estes parametros foram otimizados de modo a serem obtidas i
maximizadas. Assim, constatou-se que as condicBes 6timas foram as seguintes: concentracao
de adenina 150,0 mg/L, E. + 1,80 V, E4 + 0,40 V, t. de 180 s e ty de 240 s.

O dano oxidativo provocado pelo PAH benzo (g,h,i) perileno foi estudado sobre o adenina-EPC.
Segundo a bibliografia, constatou-se que era necessario converter o benzo (g,h,i) perileno num
radical por intermédio da reagdo quimica entre o PAH e o radical HO" gerado na reacao de
Fenton para se conseguir observar danos oxidativos induzidos no adenina-EPC.

Uma nova abordagem de construcéo do biossensor consistiu na imobilizagcdo de uma gota de
dA,, na superficie do EPC, seguida da sua secagem e leitura da i,. Foi necessario efetuar a
otimizacdo da concentracdo de dA,. De modo semelhante a otimizacdo da concentracao de
adenina, verificou-se que as i, eram elevadas para concentragdes superiores a 300,0 mg/L
contudo, foi utilizada a concentracdo de dA,, de 100,0 mg/L para economizar solucdo para a

realizacdo de todo o trabalho experimental.

Ap6s a construgdo do dA,-EPC, este foi aplicado no estudo do dano oxidativo provocado pelo
H,O,, NO' e HCIO no material baseado no ADN. Constatou-se que estes trés contaminantes
induziam dano oxidativo no dA,,-EPC.

O estudo do efeito protetor promovido por antioxidantes no dA,,-EPC foi efetuado recorrendo ao
AA e confirmou-se que este tem a capacidade de proteger o material baseado em ADN do dano
oxidativo induzido por H,O, e NO'.

O dA,-EPC foi aplicado na avaliagdo da CAT em varias amostras reais na presenca de H,0; e
de NO'.
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Compararam-se valores de CAT obtidos para diferentes amostras reais (café, sumo de laranja e
agua aromatizada de laranja) na presenca de H,O, e constatou-se que as amostras de café
apresentam valores mais elevados de CAT (1130-1488 mg AAE/L) do que as amostras de

bebidas (110 mg AAE/L em agua aromatizada e 775 mg AAE/L em sumo).

Valores de CAT obtidos para amostras de sumo e agua aromatizada na presenca de NO’
indicam que a amostra de sumo possui maior teor de CAT (526 mg AAE/L) conforme era

esperado, do que a amostra de agua aromatizada (172 mg AAE/L).
4.1. TRABALHOS FUTUROS

Futuramente, o dano oxidativo provocado pelo PAH (benzo (g,h,i) perileno) no dA,,-EPC devera
ser estudado apés a sua reacdo com o radical HO" gerado na reagdo de Fenton, deverao ser
efetuados estudos sobre o efeito protetor promovido por antioxidantes e a aplicacdo sobre

amostras reais.

Deverdo ser analisados mais antioxidantes, para além do AA, na presenca dos diferentes
contaminantes (PAH, H,O,, NO" e HCIO) de modo a ser possivel a comparacdo entre as CAT
de cada antioxidante.

A aplicacdo do biossensor na avaliacdo de CAT devera ser efetuada numa maior variedade de

amostras reais na presenca dos diferentes contaminantes.
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ANEXOS

A. FICHAS DE SEGURANCA

Acido ascorbico

Formula molecular: CgHgOg

Massa Molar: 176,13 g/mol
N° CAS: 50-81-7

Identificacdo dos perigos: A substancia ndo esté classificada como perigosa de acordo com
67/548/CEE.

Primeiros socorros: Em caso de duvida ou existéncia de sintomas, consultar o médico. Em caso

de inconsciéncia, colocar a vitima em posicdo lateral estdvel e consultar o médico. Nunca
ministrar nada pela boca a uma pessoa inconsciente ou a uma pessoa com espasmos. Mudar o
vestudrio sujo e contaminado. Nao deixar as pessoas atingidas sem vigilancia. Em caso de
inalacé@o: posicao lateral estavel e consultar o médico. Nunca ministrar nada pela boca a uma
pessoa inconsciente ou a uma pessoa com espasmos. Mudar o vestuario sujo e contaminado.
N&o deixar as pessoas atingidas sem vigilancia. Em caso de contato com a pele: posi¢ao lateral
estavel e consultar o médico. Nunca ministrar nada pela boca a uma pessoa inconsciente ou a
uma pessoa com espasmos. Mudar o vestuario sujo e contaminado. Nao deixar as pessoas
atingidas sem vigilancia. Apos o contato com os olhos: Em caso de contacto com os olhos, lavar
de imediato com bastante agua corrente mantendo as palpebras abertas e consultar um
oftalmologista. Proteger o olho ndo atingido. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for

possivel. Continue a enxaguar.

Armazenagem: Conservar em recipiente bem fechado em lugar fresco e bem ventilado.

Temperatura de armazenagem: 15-25°C.

Principais propriedades fisicas:

- Solido branco;

- Densidade relativa: 1,694 g/cm? (20°C)
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- Solubilidade na agua: 330 g/L (25°C)

Acido sulflrrico

Férmula molecular: H,SO,

Massa Molar: 98,08 g/mol
N° CAS: 7664-93-9

Primeiros socorros: Ap6s inalacdo: Exposicdo ao ar fresco. Consultar um médico. Apés

contacto com a pele: Lavar abundantemente com agua. Limpar com algoddo embebido em
polietilenoglicol 400. Tirar imediatamente a roupa contaminada. ApGs contacto com os olhos:
Enxaguar abundantemente com agua, mantendo a palpebra aberta (durante pelo menos 10
minutos). Consultar imediatamente um oftalmologista. Depois de engolir: Fazer beber muita
agua (eventualmente varios litros), evitar o voémito (perigo de perfuracdo). Consultar

imediatamente um médico. Nao tentar neutralizar a substancia toxica.

Armazenagem: Hermeticamente fechado. Em local seco. Temperatura de armazenamento: sem

limitacdes.

Identificacdo dos perigos: Provoca queimaduras graves.

Simbolo de risco: Corrosivo

Frases R: 35

Frases S: 26-30-45

Principais propriedades fisicas:

- Liquido incolor e inodoro
- Densidade: 1,84 g/cm? (20°C)

Benzo (g.,h,i) perileno

Formula molecular: C,,H1»
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Massa Molar: 276,34 g/mol
N° CAS: 108-88-3

Primeiros socorros: Em caso de inalacdo: Remover o paciente do local da exposicao e transferi-

lo imediatamente para local ventilado. Caso néo esteja respirando, utilizar respiracdo artificial.
Em caso de dificuldade de respiracdo, fornecer oxigénio. Procurar o médico. Em caso de
contato com os olhos: Lavar os olhos com quantidade abundante de agua durante no minimo
15 minutos, levantando ocasionalmente as pélpebras superiores e inferiores. Procurar o
médico. Em caso de contato com a pele: Remover imediatamente roupas e sapatos
contaminados. Lavar a pele com quantidade abundante de agua e sabao durante no minimo 15
minutos. Procurar o médico. Em caso de ingestdo: Lavar a boca com agua e bicarbonato e

provocar o vomito. Procurar assisténcia médica imediatamente.

Armazenagem: Temperatura para armazenamento: 4 °C. Armazenar em local limpo, seco,

protegido contra a incidéncia de luz solar. Manter o recipiente bem fechado, armazenar em local

fresco, seco, bem ventilado e na area de armazenamento de liquidos inflamaveis.

Simbolo de risco: Irritante, nocivo, toxico, inflamavel, perigoso para o meio ambiente.

Principais propriedades fisicas:

- Liquido incolor

Hipoclorito de sodio

Férmula molecular: NaClO

Massa Molar: 74,44 g/mol
N° CAS: 7632-00-0

Primeiros socorros: Em caso de inalacdo: Retirar o paciente para um local arejado. Deitar a

vitima e coloca-la na posicao de descanso, manté-la quente cobrindo-a com roupa. Chamar
imediatamente um médico. Ap6s contato com os olhos: Lavar imediatamente com bastante
agua, inclusivamente debaixo das palpebras durante 15 minutos pelo menos. Apds contato com

a pele: Despir imediatamente a roupa e 0s sapatos contaminados. Lavar imediatamente com
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muita agua. Chamar imediatamente um médico ou contatar o centro anti-venenos. Apds
ingestao: N&o provocar o vémito. Respiracdo artificial e/ou oxigénio pode ser necessaria.

Chamar imediatamente um médico e transportar imediatamente para um hospital.

Armazenagem: Armazenar em local bem ventilado, em local fresco, ao abrigo da luz. Conservar

em ambiente fresco. N&o congelar.

Simbolo de risco: Comburente, téxico e muito toéxico para organismos aquaticos.

Frases R: 34-31

Frases S: 45-61

Principais propriedades fisicas:

- Liquido amarelo claro fracamente clorado
- Densidade relativa: 1,25 g/cm?® (20°C)

- Solubilidade em agua: completamente miscivel

Nitrito de sédio

Formula molecular: NaNO-

Massa Molar: 69 g/mol
N° CAS: 7632-00-0

Primeiros _socorros: Em caso de inalacdo: Contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico. Remover a pessoa afetada para o ar livre e

manté-la quente e calma. Em caso de dificuldade respiratoria ou paragem respiratoria, iniciar

respiracdo artificial. Em caso de contato com a pele: Contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico. Remover a pessoa afetada para o ar livre e
manté-la quente e calma. Em caso de dificuldade respiratoria ou paragem respiratoria, iniciar
respiracdo artificial. Ap6s o contato com os olhos: Em caso de contacto com os olhos, lavar de

imediato com bastante agua corrente mantendo as palpebras abertas e consultar um
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oftalmologista. Proteger o olho ndo atingido. Se usar lentes de contacto, retire-as, se tal Ihe for
possivel. Continue a enxaguar. Em caso de ingestdo: Contacte imediatamente um CENTRO DE
INFORMACAO ANTIVENENOS ou um médico. N&o provocar o vomito. Lavar a boca com muita

agua. Nao dar nada a comer ou a beber.

Armazenagem: Conservar em lugar fresco, bem ventilado. Temperatura de armazenagem: 15-
25°C.

Simbolo de risco: Comburente, téxico e muito toxico para organismos aquaticos.

Frases R: 8-25-50

Frases S: 45-61

Principais propriedades fisicas:

- Sélido amarelo claro.
- Densidade relativa: 2,168 g/cm® (20°C)
- Solubilidade em &gua: 820 g/L (20°C)

Peréxido de hidrogénio

Formula molecular: H,0,

Massa Molar: 34,01 g/mol
N° CAS: 7722-84-1

Primeiros socorros: Apoés inalacdo: exposigdo ao ar fresco. Apds contato com a pele: Lavar

abundantemente com &gua. Tirar roupa contaminada. Apds contato com os olhos: Enxaguar
abundantemente com 4gua. Consultar imediatamente um oftalmologista. Apos ingestéo: fazer a
vitima beber imediatamente agua (dois copos no maximo). Consultar imediatamente um

médico.

Armazenagem: Hermeticamente fechado, ao abrigo da luz. N&o armazenar perto de

substancias combustiveis. Temperatura de armazenagem: 5-30°C.
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Simbolo de risco: nocivo

Frases R: 22-41

Frases S: 26-39

Principais propriedades fisicas:

- Liguido incolor com odor suave
- Densidade relativa: 1,11 g/cm?® (20°C)
B. PARAMETROS ELETROQUIMICOS

Na tabela ??? sdo apresentados os parametros eletroquimicos utilizados na VOQ, frequéncia,
amplitude, step, intervalo de potencial e solugéo tampé&o utilizada durante o presente estudo.

Tabela B.1: Parametros eletroquimicos utilizados em VOQ.

Parametros eletroquimicos Adenina-EPC dA,-EPC
Frequéncia (Hz) 25 25
Step (mV) 51 51
Amplitude (V) 0,02 0,02
Intervalo de potencial (V) +040a+1,30 +0,70a+1,50
Eletrolito PBS pH 7,4 PBS pH 7,4

C. REGISTOS EXPERIMENTAIS

Neste capitulo sdo apresentados os valores experimentais que serviram de apoio aos
resultados e discusséo do presente estudo.

Nas Tabelas C.1 e C.2 registaram-se os valores para a elaborac&o das curvas de calibragdo do

AA na presenca dos diferentes contaminantes.
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Tabela C.1: i, do AA na presenca de H»O para elaboracdo das curvas de calibra¢éo.

Concentragdo  1,x107 (A) Média 1,x107 (A) Média 1,x107 (A) Média
AA (mg/L) (13CURVA)  1,x107(A)  (22CURVA)  1,x107(A)  (3*CURVA) 1,x107 (A)

3,11 3,44 4,83

1 3,47 3,43 3,54 3,41 4,12 4,61
3,70 3,26 4,89
5,64 5,24 5,96

5 5,38 5,52 5,12 5,15 5,15 5,57
5,52 5,08 5,59
6,51 6,67 6,66

10 6,63 6,57 6,13 6,37 6,30 6,40
6,55 6,31 6,25
7,59 7,17 7,52

15 7,24 7,42 7,78 7,42 7,67 7,42
- 7,30 7,07
8,84 8,77 8,42

20 8,02 8,37 8,79 8,67 8,72 8,66
8,25 8,45 8,83
9,27 9,22 9,38

22 9,09 9,18 9,37 9,26 9,15 9,31
- 9,18 9,41
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Tabela C.2: ip do AA na presenca de NO' para elaboragdo das curvas de calibrag&o.

Concentragdo 1,x10” (A) Média 1,x107 (A) Média 1,x107 (A) Média
AA (mg/L) (13CURVA)  1,)x107(A)  (22CURVA)  1,x107(A)  (3*CURVA)  [,x107 (A)

4,75 4,94 4.4

1 48 49 508 505 502 471
5,07 5,12 i
6,27 5,95 6,41

5 6,61 6,44 6,16 6,08 6,25 6,33
6,43 6,14 i
7.9 7,07 7,61

10 7,51 7,72 7.8 7,42 7,10 7,36
7,75 7,39 i
8,87 8,52 8,61

15 9,03 8,88 8,94 8,81 8,58 8,60
8,73 8,98 i

20 g, Y 0 28 e
1,20 1,12 1,09

Com a construcdo das curvas de calibracdo do AA na presenca dos diferentes contaminantes
foram obtidas diferentes caracteristicas analiticas. Nas tabelas C.3 e C.4 sdo apresentadas

essas caracteristicas analiticas.

Tabela C.3: Caracteristicas analiticas da curva de calibragdo do AA na presenca de H20,.

Antioxidante AA
Potencial da dAy (V) 1,20
Intervalo linear (mg/L) 1,0-22,0

Declive (PA L/mg) 0,024 + 0,002
Intercegcéo (pHA) 0,39 + 0,04
Coeficiente de determinacéao 0,9937
LD (mg/L) 1,0
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Tabela C.4: Caracteristicas analiticas da curva de calibracdo do AA na presenga de NO'.

Antioxidante AA
Potencial da dAy (V) 1,20
Intervalo linear (mg/L) 1,0-20,0

Declive (LA L/mg) 0,0306 = 0,0006
Intercecédo (MA) 0,456 + 0,008
Coeficiente de determinacgéo 0,9881
LD (mg/L) 1,0
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