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RESUMO

A oxidacdo de aminoacidos livres ou em residuos de proteinas é gerada
principalmente pela presenca de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de nitrogénio
(RNS) e vém sendo associadas com diferentes doencas, como Parkinson, Alzheimer,
diabetes e cancer. Assim essas interacdes vém sendo investigadas ao longo do tempo
para melhor compreensdo desses eventos patologicos. O presente trabalho teve
como obijetivo principal investigar o comportamento eletroquimico em tampéo fosfato
(pH = 7,0) dos aminoacidos aromaticos triptofano (Trp) e tirosina (Tyr) e dos
aminodcidos cisteina (Cis), histidina (His) e metionina (Met), sobre a superficie do
eletrodo de carbono vitreo (GCE), utilizando técnicas voltamétricas e espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIS). Os resultados indicaram que todas as
biomoléculas aqui investigadas sdo eletroativas. Os resultados do Trp obtidos pelas
técnicas voltamétricas, indicam que o processo anddico principal ocorre pela retirada
de um elétron e um proton com formacdo de varios produtos que adsorvem a
superficie do GCE, os resultados de EIS da espécie confirmam este fenbmeno. A Tyr
teve seu comportamento investigado e um processo anddico principal foi detectado,
envolvendo a retirada de um elétron e um préton, formando um radical fenoxi que
segue a via de dimerizacdo, formando um produto nédo-eletroativo que adsorve
fortemente sobre o GCE, passivando sua superficie. A Cis, His e Met sdo oxidadas
em trés, uma e duas etapas respectivamente, todas irreversiveis. A eletro-oxidacdo
da His diferentemente dos demais aminoacidos ocorreu em potenciais elevados ja

préximo a eletro-oxidacao do eletrélito suporte.

Palavras-Chave: Biomarcadores. Mecanismo redox. Estresse oxidativo.



ABSTRACT

The oxidation of free amino acids or protein residues is generated mainly by the
presence of reactive oxygen species (ROS) and nitrogen (RNS) and has been
associated with different diseases, such as Parkinson's, Alzheimer's, diabetes, and
cancer. Thus, these interactions have been investigated over time to better understand
these pathological events. The main objective of this work was to investigate the
electrochemical behavior in phosphate buffer (pH = 7.0) of the aromatic amino acids
tryptophan (Trp) and tyrosine (Tyr) and of the amino acids cysteine (Cis), histidine
(His), and methionine (Met), on the glassy carbon electrode surface (GCE), using
voltammetric techniques and electrochemical impedance spectroscopy (EIS). The
results indicated that all the biomolecules investigated here are electroactive. The Trp
results obtained by the voltammetric techniques indicate that the main anodic process
occurs by the removal of one electron and one proton, with the formation of several
products that adsorb the surface of the GCE. The EIS data of the species confirm this
phenomenon. Tyr had its behavior investigated and its main anodic process, like Trp,
involves the removal of one electron and one proton, forming a radical that follows the
dimerization pathway, forming a non-electroactive product that strongly adsorbs on the
GCE, passivating its surface. Cys, His, and Met are oxidized in three, one, and two
steps respectively, all of which are irreversible. Unlike the other amino acids, the
electro-oxidation of His occurred at high potentials already close to the electro-

oxidation of the supporting electrolyte.

Keywords: Biomarkers. Redox mechanism. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

Os a-aminoacidos sdo compostos que possuem varias fungdes, como,
ajudar na regulacdo de diferentes processos bioldgicos, bem como alguns sdo
precursores de outras biomoléculas importantes, a fungcdo mais conhecida dos a-
aminoacidos € participar da producdo das proteinas, servindo como “blocos” nessa
producdo. A estrutura dos a-aminoacidos, Figura 1, € composta por um carbono
central, geralmente quiral (com excec¢ao da glicina), chamado de carbono alfa (Ca), a
ele sdo conectados quatro ligantes diferentes, um grupo amina (-NHz2), um grupo
carboxilico (-COQO"), um hidrogénio e por ultimo uma cadeia lateral (-R), diferente em
cada aminoacido (NELSON e COX, 2019).

Figura 1 - Estrutura geral dos aminoacidos.

Fonte: (NELSON e COX, 2019) Adaptado.

A cadeia lateral (-R) define as caracteristicas dos a-aminoacidos, podendo ser
polares, apolares, acidos, basicos ou neutros. Existem centenas de aminoacidos,
porém, na sintese proteica apenas vinte (20) desses aminoacidos sao utilizados (WU,
2010).

A esses vinte a-aminoacidos foram atribuidas siglas e formas de identifica-los
facilmente na sequéncia de formacdo das proteinas, como uma abreviagcao de trés

letras ou simbolos de apenas uma letra, como podemos observar no Quadro 1.
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Quadro 1 - Nomenclatura e classificacdo dos aminoacidos.

Aminoacidos
Classificacdo | Polaridade
Nome (Cadeia (Cadeia Estrutura
lateral) lateral)
0
Alanina Neut Aool
eutro polar
(Ala, A) OH
NH,
HO cer
Asparagina © 'fr |
Neutro Polar HoN 0 \ *
(Asn, N) *
NH, '
H,N OH e
Cisteina
Neutro Polar
(Cys, C) ©
OH
Glutamina H2N 0
Neutro Polar
(GIn, Q) AN
o}
0
Glicina (Gly,
G)( Y Neutro Apolar H\’)‘\OH
NH,
CH, 0
Isoleucina e
Neutro Apolar : OH
(lle, 1)
NH,
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o ®
Leucina e gt
Neutro Apolar ’ OH
(Leu, L)
CH,4 NH,
. . (0]
Metionina L)
Neutro Apolar Hye” OH ,
(Met, M) 1
: 2
HO O o
. . t
Fenilalanina HoN
Neutro Apolar
(Phe, F)
(0]
Prolina (Pro,
Neutro Apolar
P) N on
H
OH (0]
Serina (Ser, Neut B0l
eutro olar
S) OH | o
NH, @
Treonina N B0l HO o
eutro olar o
(Thr, T)
H,N OH * ("
OH
(¢}
Triptofano »
Neutro Apolar
(Trp, W) ~
NH g.“
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(0] OH
Tirosina NA,
Neutro Polar
(Tyr, Y)
OH
Valina (Val,
Neutro Apolar
V)
Acido
Aspartico Acido Polar
(Asp, D)
Acido
Glutamico Acido Polar
(Glu, E)
Arginina o
Basico Polar
(Arg, R)
HO
o ¢
Histidina . 2N
. Béasico Polar
(His, H) " “
()
N
Lisina (Lys, o
Basico Polar
K)

Dentre esses vinte aminodcidos, foram selecionados oito deles para a
realizacdo de um estudo eletroquimico e espectrofotométrico, onde suas propriedades

redox e oticas foram investigadas, foram eles, os aminoacidos aromaticos triptofano,
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tirosina e fenilalanina, os aminoacidos sulfurados cisteina e metionina, e os demais
aminoacidos arginina, histidina e lisina.

Descoberto em 1901 na caseina, o triptofano (acido (S)-2-Amino-3-(1H-indol-
3-il)-propanoico) tem um ponto de fusédo de 282 °C e uma solubilidade em &agua de
1,14 g/100 mL, uma baixa solubilidade em comparacdo com a maioria dos
aminoacidos selecionados para o estudo. Sendo um aminoacido essencial, ndo pode
ser sintetizado pelo nosso organismo, sendo necessario entdo, sua ingestdo pela
alimentagcado, pode ser encontrado em fontes diversas como 0vos, peixes e soja
(JUNIOR, VERDE e LANDIM, 2021).

Sendo precursor da vitamina B3 (niacina), da melatonina e também da
serotonina, Trp possui fungdes muito importantes no pleno funcionamento do
organismo. A serotonina é um neurotransmissor que atua na regulacdo do apetite,
humor e sono, sendo necessario manter seus niveis ideais no organismo.

Com um ponto de fusdo de 344 °C, o mais alto dentre os selecionados, a
tirosina (4cido (S)-2-Amino-3-(4-hidroxifenil)-propanoico) € um aminoécido n&o
essencial e possui uma baixa solubilidade em agua, 0,045 g/100mL, sendo sintetizada
a partir da oxidacao in vivo da fenilalanina, através da enzima fenilalanina hidroxilase,
a conformacdo mais comum € a para-tirosina, porém, um excesso de espécies
reativas de oxigénio, nitrogénio ou cloro podem oxidar a fenilalanina antes mesmo da
enzima, produzindo assim, a meta-tirosina, a orto-tirosina a partir de EROs, a para-
tirosina pode ser convertida em 3-nitro-tirosina por meio de ERNs e a 3-cloro-tirosina
com um excesso de cloro (NASCIMENTO, R. et al, 2019; NASCIMENTO, M. et al,
2022).

A partir de enzimas, a tirosina é convertida em L-DOPA, que por sua vez sera
convertida em dopamina, um neurotransmissor importante no sistema de recompensa
do cérebro, que muitas vezes é induzida por drogas, aumentando a liberacdo da
dopamina ou impedindo que ela seja reabsorvida pelos neurénios transmissores para
que o efeito que ela proporciona pare (WISE e ROBBLE, 2020). A dopamina é
convertida nas catecolaminas norepinefrina e epinefrina (adrenalina) que sao
responsaveis pela resposta biolégica ao perigo ou estresse, aumentando fluxo
sanguineo, aumentando o ritmo da respiracdo entre outros efeitos. Um desequilibrio
na producdo dos isdmeros e variantes da tirosina vem sendo relacionadas com
doencas humanas graves, como Alzheimer, cancer, Parkinson entre outras

(NASCIMENTO, R. et al, 2019; NASCIMENTO, M. et al, 2022).
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Com sua descoberta em 1884, em calculos renais na forma de cistina (um
dimero de cisteina, ligados por uma ponte dissulfeto) a cisteina (acido (R)-2-amino-3-
sulfanil-propanoico) tem um ponto de fusdo de 178 °C e uma alta solubilidade em agua
(17,4 g/100 mL). Ndo é um aminoédcido essencial, sendo sintetizada in vivo
principalmente no figado, tendo como precursora a metionina (WU, 2010).

A partir da cisteina sdo formados compostos que atuam na detoxificagcdo do
corpo a partir do figado, entre eles estdo a glutationa, um tripeptideo formado por
residuos de acido glutamico, glicina e cisteina, sua agédo antioxidante vem do
grupamento tiol presente no residuo de cisteina (GRIFFITH, 1987).

A histidina (acido (S)-2-amino-3-(3H-imidazol-4-il) propanoico) foi descoberta
em 1896 em uma protamina do esturjdo, um peixe 0sseo, possui um ponto de fusédo
de 277 °C e uma solubilidade em agua de 4,19 g/100 mL, encontrado em maiores
guantidades em carnes, ovos, leite e derivados e soja (BRASIL, 2011; VICKERY e
LEAVENWORTH, 1928).

E precursora da histamina uma amina vasodilatadora e neurotransmissor
importante nos processos de resposta imunolégica e inflamatéria em respostas a
alergias (MAJNO e PALADE, 1961).

A metionina (acido(S)-2-amino-4-(metilsulfanil)-butanoico) foi descoberta em
1922 também a partir da caseina, essa, possui uma solubilidade em agua de 5,06
g/100 mL, tem um ponto de fusédo em torno de 283 °C, é um aminoacido essencial,
encontrado principalmente em fontes de proteinas como carnes, peixes, frutos do mar,
legumes e verduras em menores quantidades (BRASIL, 2011).

Como foi mencionando anteriormente, a metionina é precursora da cisteina.
Além dessa funcao, a metionina é precursora da S-Adenosil-Metionina (SAM), essa
espécie participa diretamente na metilacdo de bases do DNA, como a citosina (Cyt),
produzindo a 5-metil-citosina (5-mCyt), alteracées nos niveis normais dessa metilacéo
vem sendo associada a diversos tipos de doencas humanas, como Parkinson,
Alzheimer, alguns tipos de cancer e diabetes (MENDES, 2021).

A arginina (acido 2-amino-5-(diaminometilideno-amino) pentanoico) foi
descoberta em 1886 em extratos de mudas de tremoco, esta entre os aminoacidos
mais solluveis com uma solubilidade de 18,6 g/100mL de agua a 25°C e tem um ponto

de ebulicdo de 238°C. N&o é considerado um aminoacido essencial, pois a maior parte
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da Arginina do nosso corpo € oriunda do “turnover” proteico, também é sintetizada in
vivo tendo a Citrulina como sua precursora (WU, 2010).

Quando crianca/adolescente, a arginina estimula a hipofise para uma maior
secrec¢do do hormdnio do crescimento, ja quando adulto, a arginina € precursora da
creatina, sendo também responsavel pela producdo de oxido nitrico (NO). O oxido
nitrico atua na regulacdo de diversos processos endoteliais e cardiovasculares e a
ingestdo de arginina de forma oral, vem sendo estudada para a prevencédo e
tratamento de doencas cardiovasculares (LUCOTTI et al, 2009; VALLANCE e
LEIPER, 2004).

Descoberta em 1889 a partir da caseina uma proteina do leite, a lisina (acido
2,6-diaminohexandico) tem uma alta solubilidade em agua no valor de 78,2 g/100 mL
e um ponto de fusdo proximo de 224 °C, sendo um dos aminoacidos essenciais, €
necessario a sua ingestdo através da alimentacdo, encontrada com facilidade em
carnes, leite e derivados, soja e em menores quantidades em legumes e verduras
(BRASIL, 2011).

Possui diversas fungbes no organismo, desde participacdo em processos que
geram acetil-CoA que por sua vez, participa no ciclo de Krebs responsavel pela
geracéo indireta de energia no organismo (MOTTA, 2011), até a sua metilacdo, que
alterando a estrutura de histonas (proteinas matrizes, que enrolam a dupla-fita de DNA
e tem participacdo na regulacéo dos genes), altera a expressao génica, facilitando-a
ou causando uma repressao (DAMBACHER, HAHN e SCHOTTA, 2010; MARTIN e
ZHANG, 2005).

A fenilalanina (acido 2-amino-3-fenil-propanoico) € um aminoécido essencial, a
sua ingestdo por meio da alimentacdo € estritamente necessdria, carnes, ovos,
queijos e soja sdo as maiores fontes deste aminoacido, mas também podemos
encontra-lo em quantidades razoaveis em frutas, legumes e verduras, como 0O
maracuja, salsinha e ervilhas (ARAUJO et al, 2016; BRASIL, 2011).

Com uma solubilidade de 2,96 g/100mL, um pouco mais baixa em comparagao
com os outros aminoacidos citados anteriormente, e um ponto de fuséo de 284 °C,
um dos mais altos e é precursora da tirosina (WU, 2010). A sindrome Fenilcetonuria
€ causada pela falta da enzima phenylalanine hydroxilase, que é responsavel pela
conversao da fenilalanina em tirosina, ocasionando um acumulo de fenilalanina no
sangue. Os pacientes acometidos por esta sindrome sdo chamados de pacientes
fenilcetonuricos (BRANDALIZE e CZERESNIA, 2004).
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No corpo humano ha um sistema regulador de reacdes redox, chamado de
sistema redox (ou balanco redox), que € responsavel pela producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), como por exemplo, os radicais livres
hidroxila (*OH). Quando ha uma producdo em excesso dessas espécies reativas é
instaurado, um estado que € denominado de estresse oxidativo. O estresse oxidativo
pode causar problemas em processos biolégicos importantes, como, a fosforilacdo de
proteinas, apoptose celular e também causar danos oxidativos em biomoléculas
importantes como proteinas, aminoacidos e até mesmo o DNA (PIZZINO, 2017).

Diversas técnicas séo utilizadas para o desenvolvimento de métodos com o
propésito de detectar e quantificar biomarcadores relacionados a doencas humanas
(BERTHIAS et al., 2020; SELLIES et al., 2021; SPACKMAN; STEIN; MOORE, 1958).

A eletroquimica baseia-se em fendbmenos onde ha uma transferéncia de carga
gue pode ocorrer no seio de uma solucado (processo homogéneo) ou na superficie de
um eletrodo (processo heterogéneo). A representacdo dessa transferéncia de carga
pode ser feita seguindo: 0 + ne~ - R. Onde a espécie oxidada (O) apés receber
uma certa quantidade de elétrons é transformada na espécie reduzida (R) (OLIVEIRA,
2010).

A partir da aplicacdo do potencial sobre um eletrodo, sdo geradas duas
correntes, a corrente faradaica que € a corrente de interesse, pois é relacionada com
a transferéncia de carga entre a superficie eletrodo-analito, e a corrente capacitiva,
gerada por meio da separagdo de cargas na dupla camada, entre o eletrodo e a
solucdo onde ndo houve transferéncia de carga, a corrente total € mensurada pela
soma das duas correntes. Partindo desse principio, as técnicas voltamétricas tem
como objetivo mensurar a corrente elétrica (I) em uma célula eletroquimica gerada a
partir da aplicacdo de um potencial (E) onde ambos variam com o tempo (HARRIS,
2017; SKOOG, 2006).

Com um perfil qualitativo, a voltametria ciclica (CV) é amplamente empregada
para o estudo prévio do comportamento redox de diferentes espécies, sendo utilizada
para a determinacdo de mecanismos redox, a partir da deteccao de intermediarios e
seus produtos finais (HARRIS, 2017; SKOOG, 2006; OLIVEIRA, 2010). Na CV o
potencial é aplicado na forma de onda triangular, Figura 2A. onde a varredura é
realizada sentido direto, do tempo to ao ti. Ao atingir o valor maximo do potencial

estabelecido, o potencial toma agora o sentido reverso realizando a varredura do t1 ao
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t2 para completar o ciclo, este ciclo pode ser reproduzido diversas vezes (HARRIS,
2017; SKOOG, 2006). A corrente € mensurada linearmente, com a aplicacdo do
potencial e registrada para montar um grafico onde teremos | versus E, este grafico é
chamado de voltamograma, Figura 2B. A reacdo exemplificada na Figura 2,
representa uma reagdo reversivel, onde teremos uma manutenc¢éo da concentragao,
tanto da substancia reduzida, quanto oxidada na superficie do eletrodo (HARRIS,
2017).

Figura 2 — Sinal de excitagdo e voltamograma de CV.
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Fonte: (HARRIS, 2017; OLIVEIRA, 2010) Adaptado.

Na Figura 2B, podemos considerar alguns parametros, como o potencial do
pico anddico (Epa), potencial do pico catddico (Epc), valor maximo da corrente no pico
de oxidacao (lpa) € valor maximo da corrente no pico de reducéo (lpc). Para uma
reacao reversivel a separacéo do potencial dos picos anddico e catédico é dado pela
Equacao 1 (HARRIS, 2017; OLIVEIRA, 2010).

Equacdo 1 — Separacao dos picos anddico e catodico para um sistema reversivel

57
|Epa — Epc| = 7mV (Eq. 1)

Na voltametria de pulso diferencial (DPV), o potencial é aplicado em pulsos
durante um curto periodo de tempo (t), cada pulso possui uma amplitude de pulso

(AEp) fixa, os pulsos sé&o sobrepostos a uma escada crescente de potencial onde cada
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degrau possui um valor AEs, Figura 3A (OLIVEIRA, 2010). A corrente € mensurada
um pouco antes, e ao fim de sua aplicacdo, dessa forma, a corrente resultante é obtida
pela diferenca das duas correntes mensuradas (OLIVEIRA, 2010). A corrente
resultante é entdo plotada versus o potencial aplicado para obtermos o voltamograma
Figura 3B.

Figura 3 — Sinal de excitacdo e voltamograma de DPV.
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Fonte: (OLIVEIRA, 2010) Adaptado.

Assim como na CV, podemos considerar alguns parametros a partir do sinal de
excitacdo, Figura 3A, como t’ determina a largura do pulso, se t for multiplicado pelo
AEs, é possivel determinar a velocidade de varredura (v). No voltamograma, Figura
3B, podemos utilizar a largura de meia altura do pico para determinar a quantidade de
elétrons estd envolvida no processo investigado, Equacéo 2, onde (Wuz) largura a
meia altura em mV e (n) numero de elétrons transferidos (BRETT e OLIVEIRA-BRETT,
1993),

Equacéo 2 — Determinag&o do n° de elétrons envolvidos em um processo redox
W12 = 90/n (Eq. 2)

A voltametria de onda quadrada (SWV) &, Figura 4, assim como a DPV uma
técnica de pulso, porém, o pulso agora € constituido por uma onda quadrada com

amplitude de potencial fixo (AEp), aplicado por um curto periodo de tempo t, sendo
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esses pulsos sobrepostos a uma escada de potencial, em que cada degrau possui um
valor AEs fixo. “Devido a construgéo da onda, durante cada ciclo de frequéncia f = 12,
um pulso de potencial positivo € aplicado ao eletrodo durante metade do ciclo a que
se segue, na restante metade, a aplicacdo de um pulso de potencial negativo.”
(OLIVEIRA, 2010). Durante a aplicacdo do potencial anddico, as espécies sobre a
superficie do eletrodo de trabalho sdo oxidadas, e assim que o sinal do potencial €
invertido, essas espécies que foram oxidadas voltam s&o novamente reduzidas
(HARRIS, 2017). A corrente € mensurada um pouco antes do fim dos pulsos anodico
e catodico, desta forma, ha uma diminuigdo na influéncia da corrente capacitiva na
corrente total.

Por tanto, € possivel calcular a corrente total envolvida no processo a partir da
diferenca da corrente direta (I1) e corrente reversa (l2), Figura 4B, obtendo um sinal

mais intenso quando comparada com a DPV (HARRIS, 2017).

Figura 4 — Sinal de excitacdo e voltamograma de SWV.
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Fonte: (OLIVEIRA, 2010) Adaptado.

A Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) é utilizada para o estudo
de sistemas eletroquimicos, a partir de uma perturbacéo do equilibrio desse sistema,
Figura 5A, essa perturbacdo pode ser feita por meio de uma aplicacdo de um
potencial ou corrente fixos em uma janela de frequéncias. A partir dessa perturbacao
no sistema, teremos uma resposta que pode ser relacionado aos processos redox,
Figura 5B, ja que todo sistema eletroquimico pode ser representado* por um circuito

elétrico com resisténcias e capacitancias equivalentes Figura 5C (WANG et al, 2021).
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Figura 5 — Representacdes graficas da perturbacéo do sistema (A), diagrama de Nyquist (B) e circuito
elétrico (C).
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Fonte: (SILVERMAN, 1986, apud RIBEIRO; SOUZA; ABRANTES, 2015; WANG et al., 2021)
Adaptado.

A célula eletroquimica mais comum utilizada é composta por trés eletrodos, um
eletrodo de referéncia, um contra eletrodo, e por fim, um eletrodo de trabalho, assim
como as técnicas voltamétricas, os eletrodos de trabalho foram evoluindo com o
tempo, os eletrodos soélidos sdo os mais utilizados (SWAIN, 2007), sdo produzidos a
partir de diversos materiais, desde carbono a metais, como ouro e platina, os materiais
utilizados para a construcao de um eletrodo de trabalho deve seguir alguns critérios
rigorosos, por exemplo, ser um material condutor, possuir uma estabilidade quimica e
eletroquimicamente, apresentar uma rapida transferéncia de elétrons para diversos
processos redox, entre outras (SWAIN, 2007). Os eletrodos de carbono sao
amplamente utilizados, por possuirem as maiores janelas de potenciais positivos,
dentre todos os eletrodos soélidos utilizados atualmente, sendo assim o principal
substrato para o estudo de processos anddicos. Os eletrodos de carbono podem ser
confeccionados em vérias formas, na forma de carbono sp?, tais como, carbono vitreo
(GCE), grafite, fibra de carbono, nano-tubos de carbono, entre outros, e também na
forma de carbono sp3, como o eletrodo de diamante dopado com boro (SWAIN, 2007).

A técnica de espectroscopia do UV-visivel baseia-se no principio de absorcéo
molecular. Um feixe de luz é enviado através de uma célula contendo a amostra, uma
parte da luz é absorvida pela amostra, e a quantidade de luz que néo foi absorvida,
sera mensurada por um sensor (SKOOG, 2006). A transmitancia é o valor obtido
nessa amostra, porém, de acordo com a Lei de Beer-Lambert, Equagao 4, podemos
relacionar essa transmitancia com a absorbancia da amostra (SKOOG, 2006;
HARRIS, 2017).
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Equacdo 3 — Lei de Beer-Lambert

A= —logT (Eq. 4)

A absorbancia esta diretamente ligada a grupos cromoforos presentes na
amostra. Grupos cromoforos sao estruturas capazes de absorver e reemitir luz na
regido do ultravioleta e da luz visivel, a partir deles conseguimos identificar as cores
de compostos orgéanicos, como os carotenoides que presentes em frutas e verduras,
por exemplo, tomate e cenoura, proporcionando a essas a coloracao
vermelho/alaranjado (SKOOG, 2006).

O objetivo principal deste trabalho foi investigar o comportamento eletroquimico
em tampé&o fosfato (pH = 7,0) dos aminoacidos arométicos triptofano (Trp) e tirosina
(Tyr) e dos aminoécidos cisteina (Cis), histidina (His) e metionina (Met), sobre a
superficie do eletrodo de carbono vitreo (GCE), utilizando técnicas voltamétricas e
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS). Dados experimentais
espectroscopicos UV desses aminoacidos foram também investigados.
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2 OBJETIVOS

Objetivo geral:

Investigar o comportamento eletroquimico em meio fisiolégico dos aminoéacidos

aromaticos triptofano, tirosina e dos aminoacidos cisteina, histidina e metionina.

Objetivos especificos:

Investigar o comportamento redox dos aminoacidos aromaticos Trp e Tyr em
meio aquoso tampéao fosfato, sobre o GCE, por meio das técnicas voltamétricas
CV, DPV e SWV.

Investigar o comportamento eletroquimico dos aminoacidos Trp e Tyr em meio
fisioldgico sobre a superficie do GCE, utilizando EIS.

Investigar o comportamento redox dos aminoacidos sulfurados Cys e Met em
meio aquoso tampao fosfato sobre o GCE, utilizando CV, DPV e SWV.
Investigar o comportamento redox do aminoacido His em meio aquoso sobre o
GCE, utilizando CV, DPV e SWV.

Elaborar um texto didatico para apoio nas aulas da disciplina analise
instrumental 2 e bioeletroquimica, sobre a tematica voltametria e impedancia

eletroquimica, com base teorica -experimental.

ESTUDO DO COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DOS
AMINOACIDOS AROMATICOS TRIPTOFANO E TIROSINA

E DOS AMINOACIDOS CISTEINA, HISTIDINA E METIONINA
SOBRE ELETRODO DE CARBONO VITREO



3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS E METODOS

Todos os reagentes que foram utilizados neste trabalho, Tabela 1, possuem

pureza analitica e foram utilizados sem qualquer tratamento adicional.

Tabela 1 - Substancias com seus respectivos fabricantes

Reagente Fabricante Pureza
DL-Arginina Sigma-Aldrich >95%
L-Cisteina Sigma-Aldrich 97%
DL-Fenilalanina Sigma-Aldrich 99%
L-Histidina Sigma-Aldrich >99%
Monocloridrato de DL-Lisina Sigma-Aldrich >98%
L-Metionina Sigma-Aldrich >98%
L-Tirosina Sigma-Aldrich >98%
L-Triptofano Sigma-Aldrich >98%
Hidrdéxido de sodio Anidrol >99%
Fosfato de sédio bibasico anidro Neon 99,8%
Fosfato de so6dio monobasico anidro Neon 98%
Cloreto de potassio Moderna >98%

Uma solucdo tampéao foi utilizada como eletrélito suporte aquoso durante o
trabalho, com sua composicdo sendo 0,2 mol Lt NazHPOa4 (30,5 mL) + 0,2 mol L
NaH2PO4 (19,5 mL) para um total de 100 mL de solucdo e com pH = 7,0. A afericao
do pH foi feita com o auxilio de um pHmetro da Metrohm, modelo 827.

As solucdes estoque dos aminoacidos Arg, Cys, Phe, His, Lys, Met, Tyr e Trp,
foram preparadas a partir da pesagem dos sdlidos apés foram dissolvidos com
algumas gotas de NaOH 0,2 mol L e diluidos com a solugdo tampéo até o volume
desejado, ja preparando a amostra no pH das analises posteriores.

3.2 PARAMETROS VOLTAMETRICOS
Os experimentos foram realizados a temperatura ambiente (T = 25°C), com o
auxilio do potenciostato/galvanostato Autolab Electrochemical Instruments, Utrecht,

Holanda, funcionando no modo potenciostatico, PGSTAT 302N, Figura 6, controlado
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através do software GPES (General Purpose Electrochemical System) versao 4.9, da
Echo- Chemie, Utrecht, Holanda.

Foi utilizada uma célula eletroquimica padrdo de trés eletrodos (trabalho,
referéncia e contra-eletrodo), Figura 6. O eletrodo de trabalho foi um eletrodo de
carbono vitreo (GCE) com diametro da sua superficie de 1,6 mm do fabricante ALS-
Japan. O eletrodo de referéncia foi um eletrodo de Ag|AgCI|KCI (3 mol L) e o contra
eletrodo, um eletrodo de grafite.

O eletrodo de trabalho passou por um pré-tratamento mecanico e
eletroquimico, antes de iniciar os experimentos e sempre nas trocas de técnicas, 0
polimento mecanico foi feito em uma placa de polimento sobre spray de diamante da
Kemet 1 Micron, posteriormente ao polimento, um pré-tratamento eletroquimico foi
realizado, utilizando a janela de potencial 0,0 até + 1,4 V, varreduras sucessivas foram
realizadas, com o eletrodo inserido em uma solucdo do eletrélito de suporte, para
estabilizar a linha de base antes dos experimentos.

Durante os experimentos realizados para o estudo da adsorcéo de produtos
eletro-gerados na superficie do GCE, foi estabelecido um procedimento de limpeza
branda e simples. Dessa forma, o eletrodo era removido da solucdo, lavado
abundantemente com agua ultra pura, a solu¢do era homogeneizada e o eletrodo era

reinserido a mesma, prosseguindo com o experimento.

Figura 6 — Potenciostato e célula eletroquimica

AAANNNY

—» Eletrodo de trabalho (GCE)
Contra-eletrodo (eletrodo de arafite)

Eletrodo de referéncia (Ag/AgCl)

Célula

eletroquimica
Fonte: (NASCIMENTO, 2021) Adaptado.
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Para a técnica de CV, os parametros utilizados foram: velocidade de varredura
(v) de v = 100 mVs? e degrau de potencial de 5 mV. Ja para a técnica DPV os
parametros foram: largura de pulso de 70 ms, amplitude do pulso de 50 mV, degrau
de potencial de 10 mV e v=10 mV s1. Na SWV utilizamos degrau de potencial de 13
mV, amplitude do pulso 50 mV, frequéncia 8 Hz e v=100 mV s

Para a técnica de impedancia eletroquimica, foram utilizados os parametros:
perturbacdo de raiz quadratica média (rms) de 5 mV, 10 valores de frequéncia por

década, com uma faixa de frequéncia de 65.000 até 0,01 Hz.
3.3 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO MOLECULAR

As medidas de absorbancia no UV-Vis foram realizadas utilizando um
espectrofotometro Agilent 8453, Califérnia, Estados Unidos, abrangendo uma janela

de comprimento de onda de 200 a 750 nm. Para a aquisicao e tratamento de dados

foi utilizado o software UV-Visible ChemStation, que controla o equipamento.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO DA ELETRO-OXIDACAO DE AMINOACIDOS

O estudo da eletro-oxidacéo de todos os aminoacidos aqui investigados, foram
realizados em meio aquoso, tampéao fosfato (pH = 7,0), sobre o GCE a patrtir das
técnicas voltamétricas CV, DPV e SWV e EIS. Estudos exploratérios foram entdo
realizados inicialmente com a CV e voltamogramas foram registrados nas solucdes
aguosas da Trp, Tyr, Cys, His e Met primeiro na faixa catodica (0,0 V até -1,0 V. Para
todos os aminoacidos, nenhum processo foi identificado. Utilizando a janela anddica
de potencial de 0,0 até + 1,4 V, todos os aminodcidos citados foram eletroativos sobre
0 GCE. Assim todos os estudos posteriores foram realizados na regido anddica de
potencial (0,0 até + 1,4 V).

Os resultados eletroquimicos obtidos foram comparados com dados anteriores

da literatura.

4.1.1 Estudo redox do Triptofano

4.1.1.1 Resultados voltamétricos

Voltamogramas sucessivos ciclicos, de DP e SW foram realizados em uma
solucdo aquosa Trp 1,0 mmol L1 (pH = 7,0). Os voltamogramas ciclicos do Trp, Figura
7A, registraram dois picos anddicos irreversiveis, o pico 1la em Epia = + 0,81 V e
corrente Ipia = 21,10 pA e 0 pico 2a em Epza = + 1,22 V e corrente lp2a = 15,14 pA. Ja
os voltamogramas de DP detectaram dois processos anddicos sucessivos na primeira
varredura de potencial, pico 1a em Epia =+ 0,68 V € Ip1a= 3,14 YA € 0 pico 2a em Ep2a
=+ 1,08V e lpa= 0,16 pA, Figura 7B e Tabela 2. A partir da segunda varredura de
potencial, dois novos processos foram facilmente observados, o pico 3a em Epsza = +
0,07 V e o pico 4a em Epsa = + 0,35 V. Utilizando a Equacgéo 2, o niumero de elétrons
para o processo anddico principal pode ser aqui estabelecido como um, pois, Wiz =
130 mV. Além disso os dados de DP identificaram a partir da segunda varredura uma
queda bem significativa da corrente do pico 1a, de Ipia= 3,14 YA reduz bruscamente
para lpia= 0,73 pA.
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Figura 7 - Voltamogramas sucessivos do Trp 1,0 mmol L1, em tampdao fosfato (pH = 7,0).
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(A) CV, (B) DPV e (C) SWV. Primeira varredura (—) e linha de base (—). (D) Segunda varredura de
SW com corrente total (—), corrente direta (—e—), corrente reversa (— —).

Por ultimo, os dados de SWV, como esperado, foram similares aos de DPV,
detectaram na primeira varredura de potencial os picos la e 2a, pico 1la em Epia =+
0,77 V com corrente de Ipia= 22,53 pA e 0 pico 2a em Epza = + 1,22 V com corrente
de lp2a = 0,29 pA, Figura 7C. Na segunda varredura apenas um processo redox
reversivel, o pico 3a em Epsasc = + 0,11 V / 0,09 V, foi observado. Todos esses
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resultados estdo concordantes com dados prévios da literatura (QUEIROZ et al.,
2022).

Tabela 2 — Potenciais de oxidagao dos aminoacidos em DPV sobre a superficie do GCE em tampéo
fosfato pH ~ 7.0.

Potencial de eletro-oxida¢@o dos aminoacidos em DPV
Espécies (V vs. Ag/AgCl)

Pico la Pico 2a Pico 3a Pico 4a
Trp +0,68V +1,08V +0,07V +0,35V
Tyr + 0,64V - - -
Cys +0,50V +0,86V +1,26 V -
His +1,27V - - -
Met +1,03V +1,27V - -
Arg - - - -
Lys - - - -
Phe - - - -

Todos os voltamogramas do Trp, Figura 7, demonstraram a partir da segunda
varredura de potencial uma queda significativa na corrente do pico la e 2a, esse efeito
pode estar relacionado com produtos de oxidagcdes do Trp que ficam adsorvidos sobre
o0 GCE (ENACHE; OLIVEIRA-BRETT, 2011a). Para confirmar este efeito de adsorcéo,
um novo experimento foi realizado, onde primeiramente, trés varreduras sucessivas
foram registradas na solugéo de Trp 1,0 mmol L. Posteriormente, o GCE foi removido
e lavado abundantemente com agua ultrapura e retornado para a mesma solucéo do
aminoéacido previamente homogeneizada, conforme descrito na secéo 3. Por fim trés

novos voltamogramas ciclicos foram registrados, Figura 8.
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Figura 8 — Varreduras sucessivas em CV do Trp 1,0 mmol L't em pH = 7,15.
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(—).

Tomando apenas o pico 1a como referéncia, na primeira varredura sua corrente
tinha um valor de lp1a = 4,25 YA, enquanto ja segunda varredura uma queda
significativa foi identificada, lpi1a = 2,82 YA, e 0 efeito continua ja que na terceira
varredura o valor da corrente de pico foi lp1a = 2,11 YA, Figura 8. Quando o processo
de limpeza do eletrodo e homogeneizacdo da solucdo, é realizado registramos a
quarta varredura e observa-se que a corrente de pico retoma a um valor mais elevado
em relagéo a terceira varredura, lpia = 2,38 YA, Figura 8, porém, ndo suficiente para
atingir o patamar inicial de corrente da primeira varredura registrada, os valores das
correntes estdo detalhados no Tabela 3. Esses resultados indicam claramente que
produtos de oxidacBes do Trp de fato adsorvem fortemente sobre a superficie do
substrato eletroquimico utilizado, e estdo concordantes com os resultados de EIS que
serdo demonstrados e discutidos na préxima secao, bem como com a literatura, que
indicam formacéao de polimeros que adsorvem a superficie do GCE (QUEIROZ et al.,

2022).

Tabela 3 - Valores das correntes do pico la referentes aos voltamogramas registrados em uma
solugcdo do Trp 1,0 mmol L-*em pH = 7,15, Fig. 5.

Varredura Varredura Varredura Varredura4 - Varredura5- Varredura6 -

Triptofano 1 2 3 apoés limpeza apés limpeza apo6s limpeza

Corrente

(11 uA) 4,25 2,82 2,11 2,38 0,8 0,47
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4.1.1.2 Impedancia eletroquimica do Trp

A eletro-oxidacao do Trp forma produtos que adsorvem a superficie do GCE
como ja indicado pelos resultados anteriores, Figuras 7 e 8, e pela literatura
(QUEIROZ et al., 2022). Para um maior aprofundamento e detalhes deste fendmeno
de adsorcéo, novos experimentos foram aqui efetuados utilizando EIS. Primeiramente,
diferentes potenciais (de + 0,5 até + 0,8 V) foram aplicados sobre a superficie do GCE,
com o mesmo inserido em uma solugéo de Trp 1,0 mmol L (pH = 7,15) e espectros
de impedancia foram registrados, Figura 9, a cada leitura feita, o eletrodo passou por

uma limpeza mecanica e eletroquimica, secéao 3.

Figura 9 — Representacgéo do diagrama de Nyquist de espectros de El do Trp 1,0 mmol L1 (pH =

7,15).
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(A) 0,5 até 0,8 V e (B) 0,65 V até 0,8 V.
0,5V (e), 0,6 V (), 0,65 V (¢), 0,7 V (e), 0,8 V (*)

O espectro registrado no potencial + 0,5V (e), Figura 9A, apresentou apenas
uma linha reta, indicando apenas um processo capacitivo, onde néo ha transferéncia
de carga (RETTER; LOHSE, 2010). J4 a aplicac&o dos potencias de + 0,65 () até +
0,8 V (»), Figura 9B, apresentaram um semicirculo em altas frequéncias, sendo
referentes a um processo faradaico, onde ha uma transferéncia de carga, seguidos
de uma reta em baixas frequéncias que indica que o transporte de massa é controlado
essencialmente por difusdo (RETTER; LOHSE, 2010). Como esperado, o valor do
potencial aplicado influencia diretamente na eletro-oxidacao do Trp, estabelecendo o
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potencial de + 0,65 V como o mais adequado para a realizacdo do préximo
experimento.

A partir dos resultados anteriores e com o potencial de oxidacao estabelecido,
realizamos cinco leituras sucessivas de El () em uma solugdo de Trp 1,0 mmol L
em meio neutro, Figura 10. Similar ao experimento de adsor¢cdo em CV, Figura 8,
apos a quinta leitura, o eletrodo foi removido, lavado com agua ultrapura e reinserido

novamente na solugéo j& homogeneizada e um novo espectro foi registrado (e).

Figura 10 - Representacéo do diagrama de Nyquist de espectros sucessivos de El do Trp 1,0 mmol L-

1(pH =7,0).
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1°-5° () e 6° (@) leitura ap6s lavagem do GCE. (A) Sucessivos e (B) Sucessivos com modelagem a
partir do circuito elétrico de Randles.

Como esperado, com as leituras sucessivas, Figura 10A, nota-se um aumento
no raio do semicirculo indicando um aumento na resisténcia do material substrato
eletroquimico utilizado. Além disso ap6és limpeza do eletrodo e homogeneizacao da
solucédo, sexto espectro (e), 0 semicirculo obtido demonstrou um alto valor de
impedancia, Tabela 4.

Todos os dados de EIS foram modelados a partir do circuito equivalente de
Randles, inserido na Figura 10B, que inclui, a resisténcia 6hmica do eletrolito
suporte, Rs, a capacitancia da dupla camada, CPE, a resisténcia 6hmica da
transferéncia de cargas, Rc, € a resisténcia de Warburg, Zw, que representa a difuséo

ibnica na superficie do GCE. No espectro de impedancia o diametro do semicirculo
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esta relacionado ao valor do Rct da espécie investigada (MENDES et al., 2020;
MENDES; SILVA; OLIVEIRA, 2021; RETTER; LOHSE, 2010).

Tabela 4 - Valor das Rct dos espectros de impedancia da Trp 1,0 mmol L* pH = 7,15.

Leitura Leitura Leitura Leitura Leitura Leitura 6 —apés

Triptofano 1 2 2 4 5 homogeneizagéo

Ret (MQ

1 0,37 1,03 1,36 1,58 1,78 1,67
cm)

Na Tabela 4 o valor do Ret = 0,37 MQ cm* da primeira leitura apresenta uma
baixa resisténcia quando comparado com os valores das leituras de El subsequentes,
a quinta leitura por exemplo o valor de Ret = 1,78 MQ cm™. Esses resultados ja indicam
gue produtos da eletrélise do Trp a partir do potencial fixo aplicado, estdo adsorvendo
fortemente sobre o GCE e dificultado a transferéncia de carga dos processos
subsequentes. O valor de Rt = 1,67 MQ cm™ para o espectro registrado ap6s
lavagem, confirmam a forte e estavel adsorcdo desses produtos. Esses resultados
aqui demonstrados, sdo o0s primeiros na literatura e sdo concordantes com o0s
resultados obtidos aqui por CV.

Todos os resultados de EIS aqui também indicam que a eletro-oxidag&o do Trp
sobre 0 GCE é complexa e envolvendo um transporte de massa difusional, e com uma
rota de reacdo com formacéao de produtos que adsorvem fortemente sobre a superficie

apolar do carbono vitreo.

4.1.1.3 Mecanismo de oxidacao do Triptofano sobre o GCE

Baseado em todos os resultados aqui apresentados, Figuras 7, 8, 9 e 10, e
anteriores (ENACHE; OLIVEIRA-BRETT, 20l1la; QUEIROZ et al, 2022), o
mecanismo de oxidacédo do Trp sobre o GCE é aqui descrito, Figura 11, onde o pico
anaodico principal 1a, esta associado a oxidagéo do carbono C2 do grupo pirrol, Figura
11, com a retirada de um elétron e um préton, formando um radical intermediario, o
qual podera seguir duas vias de reacdo, uma de dimerizacdo e/ou com a agua para
formacao 2-hidroxi-Trp/2-oxindolalanina (QUEIROZ et al., 2022). A elevada faixa de
potencial utilizada até + 1,4 V, também oxida o C7 da molécula formando um grupo
fendlico, sendo este na sequencia eletro-oxidado para quinonas, que adsorvem
fortemente sobre o GCE. As quinonas eletrogeradas em elevados valores de
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potenciais sdo derivados de para-quinona (pico 3a) e orto-quinona (pico 4a), que se

reduzem reversivelmente

para-quinona/hidroquinona

e orto-quinona/catecol

respectivamente (ENACHE; OLIVEIRA-BRETT, 2011a; QUEIROZ et al., 2022).

Figura 11 - Mecanismo de eletro-oxidacao do Trp.
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Fonte: (ENACHE; OLIVEIRA-BRETT, 2011a; QUEIROZ et al., 2022) Adaptado.

Maycom Willams de Farias Silva



4.1.2 Estudo redox da Tirosina

4.1.2.1 Resultados voltamétricos

Para o estudo da Tyr, foi utilizada sempre uma solucéo na concentracao de 2,0
mmol L. Os voltamogramas ciclicos sucessivos foram registrados, Figura 12A, e
identificaram um Unico pico irreversivel, 1a em Epia = + 0,74 V com corrente de Ipia =
16,78 pA. Os voltamogramas de DP da Tyr, Figura 12B e Tabela 2, todos
identificaram apenas um Unico pico anddico com o seu valor de potencial em Epia = +
0,64V e lpia = 7,52 pA. A primeira varredura de DP nos permitiu determinar o nimero
de elétrons envolvidos no processo de eletro-oxidacéo da Tyr, obtivemos o W12 = 140
mV e por meio da Eq. 2, o nUmero de elétrons envolvidos nesse processo é de um.

Os voltamogramas de SWV da Tyr, Figura 12C, registraram igualmente a CV
e DPV um unico pico irreversivel 1a, em Epia = + 0,67 V e com lp1a = 18,87 pA. Além
disso todas as técnicas voltamétricas registraram uma queda substancial da corrente
do pico 1la, a partir da segunda varredura de potencial, Figura 12. Por exemplo, no
voltamograma de DP o pico anddico la possui uma corrente de lpia = 7,49 YA na
primeira varredura, € de lpia = 2,07 PA e lpia = 1,26 YA, na segunda e na terceira
varredura de potencial respectivamente. Esses resultados aqui estdo similares a
anteriores relatados na literatura (NASCIMENTO et al., 2022; NASCIMENTO et al.,
2019).
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Figura 12 - Voltamogramas sucessivos da Tyr 2,0 mmol L1, em tampéo fosfato (pH = 7,0).
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(A) CV, (B) DPV e (C) SWV. Primeira varredura (—) e linha de base (—).

Para o estudo da adsorcdo da Tyr e seus produtos sobre o GCE, foram
realizados trés voltamogramas ciclicos sucessivas (—), com posteriormente retirada
e lavagem do GCE, nova homogeneizacdo da solucéo, reinsercao do eletrodo e trés
novas varreduras registradas (—), Figura 13. Os resultados sado concordantes com
os dados de DP da Figura 12, e demonstram queda significativa da corrente do pico
la referente a eletro-oxidacdo do aminoéacido a partir das varreduras sucessivas,
antes ou apos a lavagem da superficie do eletrodo com agua ultrapura, indicando de

fato que existe formacdo de produto(s) que adsorvem no eletrodo de trabalho
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passivando sua superficie, como ja explanado nos experimentos anteriores utilizando

o Trp, Figura 8.

Figura 13 - Varreduras sucessivas em CV da Tyr 1,0 mmol L' em pH = 7,15.
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1° a 3° Varredura (—), 4° a 6° (—) varredura apés lavagem do GCE e linha de base (—).

ApoOs o0 processo de limpeza do eletrodo e homogeneizacdo da solucéo,
descritos detalhadamente na sec&o 3, a quarta varredura registra uma corrente do
pico anddico no valor de lpia = 3,06 YA, retornando a um valor mais alto, porém, nao
o suficiente para atingir o valor da primeira varredura, sendo um indicio da forte
adsorcao de produtos formados a partir da eletro-oxidacéo da Tyr, ja que a limpeza e
homogeneizagéo realizadas, ndo foi o suficiente para restabelecer o padrdao de
corrente do pico anodico da espécie observado na primeira varredura, os valores

numeéricos das correntes do pico anédico estao detalhados na Tabela 5.

Tabela 5 - Valores das correntes do pico la referentes aos voltamogramas registrados em uma
solucdo de Tyr 1,0 mmol L na Fig. 9.

Varredura Varredura Varredura Varredura4- Varredura5- Varredura 6 -

Tirosina 1 2 3 pos limpeza pos limpeza p6s limpeza

Corrente

(1] uA) 4,67 2,28 1,82 3,06 1,85 1,61

4.1.2.2 Impedancia eletroquimica da Tyr
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Os produtos da eletro-oxidacéo da Tyr, Figura 12, assim como no Trp, Figura
7, adsorvem fortemente sobre o GCE. Para um maior aprofundamento deste
fenémeno, foi utilizada uma solugdo de Tyr 1,0 mmol L em meio neutro, e a ela foram
aplicados varios potenciais fixos de eletro-oxidacao (+ 0,4 a + 0,8 V) e espectros de
El foram registrados nos parametros experimentais descritos na secao 3, limpando o

GCE mecanicamente entre as leituras, Figura 14.

Figura 14 — Representagdo do diagrama de Nyquist dos espectros de El do Tyr 1,0 mmol L? (pH =
7,0).
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Pela Figura 14A, é possivel identificar que em potenciais mais baixos + 0,4 e
+ 0,5 V, ndo ha nenhum processo de eletro-oxidacdo para a Tyr, pois, observamos
apenas uma linha reta. A partir de um recorte, Figura 14B, temos uma melhor
visualizacdo, e identificamos que no valor de potencial de + 0,65 V € iniciado o
processo de eletro-oxidacéo da Tyr, uma vez que um semicirculo em altas frequéncias
foi claramente identificado, justificando a ocorréncia de um processo faradaico
(RETTER; LOHSE, 2010).

Seis leituras sucessivas de EIS foram entéo registradas aplicando um potencial

fico de + 0,65V, Figura 15A.
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Figura 15 — Representacéo do diagrama de Nyquist dos espectros sucessivos de El do Tyr 1,0 mmol

L't (pH = 7,0).
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1°-6° (@) e 7° (o) leitura apds lavagem do GCE. (A) Sucessivos e (B) Sucessivos com modelagem a

partir do circuito elétrico de Randles.

E nitido o aumento do raio do semicirculo dos espectros da Tyr apresentados
na Figura 15, indicando uma maior resisténcia da superficie do substrato
eletroquimica a partir das reacdes redox que ocorrem sobre sua superficie,
concordando com os resultados dos voltamogramas, Figuras 12 e 13 e com dados
prévios da literatura (NASCIMENTO et al., 2019). Antes da sétima leitura, também foi
feita uma lavagem no GCE e homogeneizacdo da solucdo, o espectro registrado
demonstra uma reducéo do raio do semicirculo que se assimila a quinta leitura. Os
resultados aqui obtidos juntamente com os resultados dos experimentos anteriores,
Figuras 12 e 13, demonstram claramente que os produtos da eletro-oxidacéo da Tyr
de fato formam um filme, que fica fortemente adsorvido sobre o eletrodo, sendo
necessaria uma limpeza mecanica para a remog¢édo do mesmo.

Um circuito elétrico foi utilizado para realizar a modelagem dos espectros El
registrados e assim obter os valores numéricos das Rcts envolvidas nos processos

redox de cada leitura, Figura 15B, e esses valores estao detalhados no Tabela 6.

Tabela 6 - Valor das Rt dos espectros de impedéancia da Tyr 1,0 mmol L1 pH 7,0.

Leitura  Leitura Leitura Leitura Leitura Leitura Leitura 7 — pds

Tirosina 1 2 3 4 5 6 homogeneizacao
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Ret (MQ

1 147 244 285 326 371 413 385
cm)

4.1.2.3 Mecanismo de oxidacao da Tyr

A partir dos resultados voltamétricos, Figuras 12 e 13, e os espectros de El,
Figuras 14 e 15, e com base na literatura consultada (NASCIMENTO et al., 2019;
NASCIMENTO et al., 2022; OLIVEIRA-BRETT et al., 2019), o0 mecanismo de eletro-
oxidacao da Tyr, Figura 16, ocorre por meio da retirada de um elétron e um préton do
grupo fenol, esse processo gera um radical fenoxi. Esses radicais fendxi formados,
reagem entre si, formando um dimero de tirosina. Esses dimeros de tirosina ficam
fortemente adsorvidos a superficie do GCE, sendo possivelmente a principal causa
da queda no valor da corrente, observada nos experimentos aqui explanados, Figuras
12,13 e 15.

Figura 16 - Mecanismo de oxidacdo proposto para a p-Tyr.
OH >

0
-1e” -1H*
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Fonte: (NASCIMENTO et al., 2022) Adaptado.

4.1.3 Estudo redox da Cisteina

O comportamento eletroquimico da espécie foi investigado através das técnicas
voltamétricas, CV, DPV e SWV, em uma solugdo de Cys 1,0 mmol L' em meio
fisioldgico. Os voltamogramas ciclicos sucessivos registrados podem ser observados
na Figura 17A, onde trés picos anddicos irreversiveis foram identificados, o pico 1a é
localizado em Epia =+ 0,66 V € Ip1a = 7,80 YA, pico 2a em Ep2a =+ 0,96 V e 0 pico 3a
em Ep3a = + 1,35 V. Ja nos voltamogramas sucessivos de DP, Figura 17B, os trés
picos anodicos foram detectados, mas em valores de potenciais mais negativos e com
valores de corrente respectivamente de, pico 1a em Epia = + 0,50 V e com corrente

de lpia = 1,52 YA, pico 2a em Ep2a = + 0,86 V e pico 3a em Epza = + 1,26 V. Nos
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voltamogramas sucessivos de SW, Figura 17C, os picos anodicos 1, 2 e 3a estéo
localizados em Epia = + 0,56 V com corrente de Ipia = 5,04 YA, Ep2a =+ 0,89 V € Ip2a =
0,27 }JA e Epsa=+ 1,28V com lpza = 5,70 |JA

Figura 17 - Voltamogramas sucessivos da Cys 1,0 mmol L1, em tampao fosfato (pH = 7,0).
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(A) CV, (B) DPV e (C) SWV. Primeira varredura (—) e linha de base (—).

Podemos observar que também ha uma diminuicdo consideravel na corrente
do pico 1a, a partir da segunda varredura, indicando que os produtos formados a partir
da eletro-oxidagdo da Cys, adsorvem sobre a superficie do GCE, dificultando as

reacoes subsequentes. Considerando a Equacéo 2 da DPV e o valor W12 =119 mV
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para o pico la do primeiro voltamograma da Figura 17B e Tabela 2, o nUmero de
elétrons transferido nesta primeira etapa de eletro-oxidacédo da Cys é um.

Sendo assim, a partir de todos os dados da Figura 17 e com base na literatura
(ENACHE; OLIVEIRA-BRETT, 2011b), o mecanismo de eletro-oxidacdo da cisteina
ocorre no grupo sulfidrila, com a retirada de um elétron e um préton formando um
radical, pico la, esse radical segue duas vias em meio aquoso, uma com formacao
da cistina e outra com agua com formacéo de um intermediario (ENACHE; OLIVEIRA-
BRETT, 2011b).

4.1.4 Estudo redox da Histidina

A partir de uma solucdo de His 2,0 mmol L e das técnicas voltamétricas CV,
DP e SW, o comportamento eletroquimico da espécie foi investigado. Os
voltamogramas ciclicos, Figura 18A, detectaram um Unico pico anddico irreversivel
em um valor de potencial elevado, em Epia = + 1,32 V e corrente de Ipia = 20,38 YA,
ja préximo a eletro-oxidagéo do eletrdlito suporte aquoso. Os voltamogramas de DP,
Figura 18B e Tabela 2, também identificaram um Unico pico de oxidacéo localizado
em Epia = + 1,27 VV com corrente Ip1a = 1,38 pA. Considerando a Equacéo 2 da DPV
e o valor W12 = 179 mV para o pico la do primeiro voltamograma da Figura 18B, o
namero de elétrons transferido nesta primeira etapa de eletro-oxidagéo da His € um.

Os voltamogramas de SWV, Figura 18C, registraram o pico da His em Epia =

+ 1,24 V e com corrente Ipia = 7,94 pA.
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Figura 18 - Voltamogramas sucessivos da His 2,0 mmol L1, em tampéo fosfato (pH = 7,0).
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O mecanismo de eletro-oxidacdo da His ainda ndo é bem estabelecido na
literatura, sendo necessario um maior aprofundamento e estudos afins de elucidar

esse mecanismo.

415 Estudo redox da Metionina

Para o estudo eletroquimico da espécie, foi utilizada uma solugéo de Met 2,0

mmol L1 em meio neutro, utilizando as técnicas voltamétricas CV, DPV e SWV.
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Voltamogramas ciclico sucessivos, Figura 19A, foram registrados sendo possivel
observar a formacéo de dois picos anddicos irreversiveis, o pico la esta localizado
em Epia =+ 1,12 V e 0 pico 2a em Ep2a = + 1,35 V e correntes lpia = 4,76 YA € Ip2a =
20,0 pA respectivamente. Nos voltamogramas sucessivos de DP, Figura 19B e
Tabela 2, os valores dos potenciais sdo mais negativos, onde o pico la ocorre em
Epia=+ 1,03V e Ipia = 0,03 pA, e 0 2a em Epza = + 1,27 V € Ip2a = 3,21 pA. A partir
do primeiro voltamograma de DP, Figura 19B, e da Equacéao 2, é possivel determinar
0 numero de elétrons transferidos no processo do pico 2a, com um Wiz = 132 mV o
namero de elétrons &€ de um.

Para os voltamogramas sucessivos de SWV, Figura 19C, os picos anoédicos
possuem uma variacéo de + 0,03 V em ambos 0s processos em comparacao com 0s
voltamogramas de DP, as correntes dos picos la e 2a sao de Ipia = 0,07 pPA € Ip2a =

6,19 YA respectivamente.
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Figura 19 - Voltamogramas sucessivos da Met 2,0 mmol L1, em tampé&o fosfato (pH = 7,0).
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A eletro-oxidag&o da Met, como visto anteriormente, Figura 19, ocorre em duas
etapas. A espécie é eletro-oxidada formando a metionina sulféxido, pico 1a. Em
valores mais elevados de potencial, a metionina sulféxido serd oxidada a metionina
sulfona, pico 2a (ENACHE; OLIVEIRA-BRETT, 2011b). Na literatura, o mecanismo de
eletro-oxidagdo da Met ainda n&o é bem elucidado, sendo necessario estudos futuros
afim de esclarecer completamente todas as etapas envolvidas, e produtos formados

a partir da eletro-oxidag&o da espécie.
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4.1.6 Estudo redox da Arginina, Lisina e Fenilalanina

Para o estudo do comportamento redox dos aminoéacidos Arg, Lys e Phe, foram
utilizadas solugdes na concentracdo de 2,0 mmol L, em meio neutro, utilizando as
técnicas voltamétricas CV, DPV e SWV na faixa anddica de potencial 0,0 até + 1,4 V.
Porém, nenhum resultado foi obtido durante os testes, confirmando que esses
aminoacidos ndo sdo eletroativos sobre a superficie do GCE, nas condi¢cdes

experimentais aqui utilizadas.

4.2 ESTUDO DA ESPECTROSCOPIA UV-VIS

Para complementar os resultados eletroquimicos, espectros UV-Vis dos
aminoacidos aromaticos, Trp, Tyr e Phe, aqui investigados, foram registrados na
regido de 200 — 750 nm, em tampao fosfato pH 7,0, Figura 20.

O espectro do Trp apresentou duas bandas com absorcdo maxima em 279 e 288
nm, Figura 20, (RUSSEL, 2017; TANIGUCHI; LINDSEY, 2018). O da Tyr duas bandas
com absorcdo maxima em 274 e 281 nm referentes ao grupo fendlico presente em
sua estrutura (ANTOSIEWICZ; SHUGAR, 2016; TANIGUCHI; LINDSEY, 2018). Os
espectros registrados da Phe apresentaram trés bandas com absor¢cdo maxima em
251, 257 e 262 nm, caracteristicas do benzeno que faz parte da sua cadeia lateral
(TANIGUCHI; LINDSEY, 2018) Entre os trés aminoacidos além da diferenca clara das
bandas e absor¢cdo maxima das mesmas, podemos observar também a diferenca na
absorbancia, onde a Phe possui a menor absorbancia mesmo com uma concentracao
equivalente a Tyr. Ja o Trp por sua vez apresenta a maior absorbancia dos trés

aminoécidos, mesmo em uma concentragdo mais baixa.

Maycom Willams de Farias Silva



Figura 20 — Espectros UV-Vis dos aminoacidos aromaticos Trp, Tyr e Phe, em meio neutro.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O comportamento eletroquimico dos aminoacidos Arg, Cys, His, Lis, Met, Phe,
Trp e Tyr, foram aqui investigados por meio das técnicas voltamétricas CV, DPV e
SWV, demonstrando que cinco desses séo eletroativos na superficie do GCE nas
condi¢cBes experimentais utilizadas.

O comportamento redox do Trp foi investigado e os voltamogramas registrados,
apresentaram dois picos anddicos principais irreversiveis na primeira varredura de
potencial, com formacéao de produtos eletroativos, os quais foram identificados a partir
da segunda varredura de potencial. Os resultados voltamétricos e conjuntamente com
os de EIS indicaram que a oxidacédo do Trp era controlada pelo seu transporte de
massa do seio da solucéo para a superficie do eletrodo por difusdo, bem como, uma
intensa adsor¢ao dos produtos de sua oxidagcdo na GCE, com formacao de um filme,
passivando sua superficie.

Os voltamogramas registrados da Tyr apresentaram apenas um Unico pico
anodico claramente irreversivel em Epia = + 0,65 V, esse processo esta relacionado
com a eletro-oxidacdo da hidroxila da Tyr formando um radical fenéxi. Ha uma queda
substancial na corrente do pico anddico, possivelmente causado por produtos
eletrogerados a partir da eletro-oxidacdo da Tyr, que adsorvem fortemente sobre a
superficie do GCE.

O comportamento de oxidacdo Cys foi investigado e o0s voltamogramas
registrados apresentaram a formacdo de trés picos anddicos subsequentes e
irreversiveis, foi observado uma queda na corrente do pico anddico principal 1a, que
pode estar relacionado com a forte adsorcao de produtos da eletro-oxidacdo da Cys
sobre a superficie do GCE, causando uma passivacao.

Os voltamogramas sucessivos da His apresentaram apenas um Unico pico
anaodico irreversivel localizado em Epia = + 1,27 V, esse processo € relacionado a
eletro-oxidacéo da His.

Foram registrados voltamogramas sucessivos da Met, identificando dois picos
anaodicos irreversiveis, o pico l1a localizado em Epia = + 1,03 V, e 0 pico 2a em Epza =
+1,27 V.

O estudo espectroscopico UV-Vis foi realizado em todos os aminoacidos aqui
investigados, e 0s espectros registrados demonstraram que apenas 0s aminoacidos

aromaticos Trp, Tyr e Phe, apresentaram bandas nos espectros, devido a presenca
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de grupos croméforos em suas estruturas, esses grupos cromoforos sédo responsaveis
pela absorcéo da radiacdo UV. Os demais aminoacidos ndo apresentaram nenhuma
banda nos espectros registrados.

Este trabalho de monografia sera também utilizado como apoio didatico para
alunos de graduacéao e pos-graduacéo, em diferentes disciplinas de eletroanalitica e

bioeletroquimica, ofertadas pelo Departamento de Quimica da UFRPE.
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