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Introducéo

Utilizando-se como base o método
modificado de Brdicka para a determinacdo do
conteddo total das metalotioneinas e/ou
fitoquelatinas, estudou-se o efeito da velocidade de
varredura, da presenca dos tampdes Tris, Tris + SDS
e tampdo acetato no formato da onda catalitica de
hidrogénio. Foram avaliadas as  possiveis
interferéncias de cisteina e dos metais Zn, Pb, Cd,
Mn, Fe e Cr no formato da onda. A metodologia® foi
adaptada para a determinacdo das MTs por
voltametria por onda quadrada, apés a etapa de pré-
concentracdo em tampdo fosfato e redissolugdo em
tamp&o amoniacal em presenca de cobalto.

Resultados e Discussao

Proteinas contendo o grupo tiol na sua
estrutura produzem ondas polarograficas
caracteristicas em solugao contendo cobalto devido a
evolucdo catalitica de hidrogénio. Na auséncia de
MTs, observa-se somente um pico correspondente a
reducdo do cobalto. Quando MT é adicionada, ha
uma reducao do pico do correspondente ao cobalto e
0 aparecimento dois outros picos, 0 a potenciais
mais negativos correspondendo a evolugdo catalitica
de hidrogénio e o outro a reducdo do complexo
RS,Co. Devido a similaridade de comportamento, a
metodologia pode ser aplicada a andlise de MTs ou
de PCs. O comportamento voltamétrico é altamente
dependente da velocidade de varredura, figura 1.

As MT’'s (metalotioneina | de figado de coelho,
SIGMA) foram pré-concentradas por 60s em solucao
tampdo fosfato 4 mM pH 7,4, O método foi
interrompido, a gota lavada por imersao 3 vezes em
tampédo fosfato de modo a retirar as espécies
pobremente adsorvidas e entdo realizada a analise
utilizando como eletrélito suporte tampdo amoniacal
0,1M contendo cobalto 1mM. Como a resposta é
dependente da temperatura, todas as analises foram
feitas a 24 °C por voltametria por onda quadrada, com
E; = -800 mV; E=-1900 mV; amplitude do degrau =
10 mV; duracéo do degrau 0,01 s, tempo de purga ha
etapa de adsorcdo e na de redissolugdo de 300 s.
N&o houve interferéncia no formato da curva das MTs
quando em presenca de TRIS, TRIS com SDS, e
tampdo acetato durante o processo de pré-
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concentragdo. Em concentracdes abaixo de 500
mg/L nédo interferem os metais Cd, Fe, Mn, Zn, Pb e
abaixo de 25 mg/L Cr. A cisteina em proporcédo
superior a 1:10 interfere na metodologia, sendo
necessario uma separagdo prévia antes da
determinacdo das fitoquelatinas, por exemplo, por
cromatografia utilizando coluna de exclusédo por
tamanho.
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Figura 1: Variagdo da velocidade de varredura no
formato da onda catalitica, curva inferior 10 mV/s e
superior 1000 mV/s. MT a 1,0 mg/L.

|

Figura 2: Voltamogramas do branco, sem e com pré-
concentragcdo em tampao fosfato (onde observa-se a
reducdo do cobalto) e da metalotioneina pré-
concentrada por 60s (curva superior).

O método é aplicavel a determinacéo de MTs
ou PCs até 1,5 mg/L, curva analitica em area de pico
y =3,51.10°% —9,49.107 com R? de 0,982.

Conclusodes |

A metodologia mostrou-se adequada para a
determinacdo de MTs/PCs até 1,5 mg/L, sendo
necessario a separagdo prévia de cisteina. A
metodologia serd aplicada na determinagcdo de PCs
em plantas bioacumuladoras de metais pesados.
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