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RESUMO

Este trabalho teve como obijetivo principal demonstrar a atividade eletroquimica do AU
e da GUA, em diferentes meios aquosos, sobre o eletrodo de carbono vitreo (ECV),
através de diferentes técnicas voltamétricas, nomeadamente a voltametria ciclica
(VC), voltametria de pulso diferencial (VPD) e voltametria de onda quadrada (VOQ).
Os resultados foram explorados para deteccdo e quantificacdo simultanea dessas
espécies utilizando VPD. Além disso, os resultados experimentais serdo utilizados
para preparacdo de um material didatico para aulas tedricas e praticas em disciplinas
de eletroquimica e eletroanalitica ofertadas no Departamento de Quimica da UFRPE.
Os resultados indicaram claramente que ambas as moléculas sao facilmente eletro-
oxidadas a partir de mecanismos complexos e com varias etapas. A oxidacdao do AU
ocorreu a partir de um processo anodico principal (pico 1a), com a perda de dois
elétrons e dois protons, gerando uma di-imina quinondide, que sofreu parcialmente
eletrorreducéo (pico 1c) e/ou reagiu com a agua gerando a alantoina. A GUA sofreu
eletro-oxidacdo no N7 (pico 1a), formando um dimero eletroativo (pico 2a) e/ou 8-
oxoguanina, eletrorreduzida reversivelmente (pico 3c/3a). Ambos AU e GUA
apresentaram que seus processos anddicos foram controlados a partir de um
transporte de massa via difusdo. Em condi¢cdes adequadas o AU e GUA foram
detectados e quantificados simultaneamente em pH neutro, utilizando VPD. Os limites
de deteccédo (LOD) e de quantificacdo (LOQ) para o AU foram de LOD = 0,51 pmol L
1e LOQ =1,70 pymol Lt e para GUA foram de 0,82 umol Lt e 2,73 umol L.

Palavras Chaves: Acido Urico, Guanina, Eletrodo de Carbono Vitreo, Andlise

Simultanea.



ABSTRACT

The main objective of this work was to demonstrate the electrochemical activity of UA
and GUA, in different aqueous media, on the glassy carbon electrode (GCE), through
different voltammetric techniques, namely cyclic voltammetry (CV), differential pulse
voltammetry (DPV) and square wave voltammetry (SWV). The results were exploited
for simultaneous detection and quantification of these species using DPV.
Furthermore, the experimental results will be used to prepare teaching material for
theoretical and practical classes in electrochemistry and electroanalytical subjects
offered at the Department of Chemistry at UFRPE. The results clearly indicated that
both molecules are easily electro-oxidized through complex, multi-step mechanisms.
The oxidation of UA occurred from a main anodic process (peak 1a), with the loss of
two electrons and two protons, generating a quinonoid diimine, which partially
underwent electroreduction (peak 1c) and/or reacted with water generating allantoin.
GUA underwent electro-oxidation in N7 (peak la), forming an electroactive dimer
(peak 2a) and/or 8-oxoguanine, reversibly electroreduced (peak 3c/3a). Both AU and
GUA showed that their anodic processes were controlled from mass transport via
diffusion. Under suitable conditions, UA and GUA were detected and quantified
simultaneously at neutral pH, using DPV. The limits of detection (LOD) and
quantification (LOQ) for UA were LOD = 0,51 pmol L* and LOQ = 1,70 pmol Lt and
for GUA they were 0.82 umol Lt and 2.73 pmol L.

Keywords: Uric Acid, Guanine, Glassy Carbon Electrode, Simultaneous Analysis.
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1. INTRODUCAO

As purinas sao caracterizadas por possuirem uma estrutura quimica de um anel
pirimidinico, com dois nitrogénios nas posi¢cdes um e trés, ligado a um grupo imidazol,
com dois nitrogénios, na posi¢ao sete e nove (MORAN et al, 2012). Temos como 0s
maiores representantes dessa classe de compostos, a adenina (ADE), guanina
(GUA), e o acido urico (AU), Figura 1. A GUA, ADE e AU estado envolvidos em
diferentes funcdes biolégicas importantes para o funcionamento corporal (MORAN et
al, 2012).

Figura 1. Comparacao entre as estruturas quimica da purina, do AU, da GUA, da ADE e da

80xoGUA.
(@]
N™ HN N
[Ty 2X= I v
N oo N H H,N” N~ N N~ N
Purina Acido drico Guanina Adenina
(@]

N
HN
A M=o
HN" °N ”
8-oxo-guanina

Fonte: Autor

Quando em niveis homeostaticos, o AU cumpre o seu forte papel como um
antioxidante no corpo humano, sendo um dos responsaveis pelo balan¢o no sistema
redox do soro sanguineo (LIU et al, 2021). A producdo hepética de AU é de certa
maneira sincronizada com 0s mecanismos de excrecdo do mesmo nos rins e no
intestino de maneira a manter 0s niveis ideais, no entanto, quando alguns
carregadores de ions urato, presentes nos rins deixam de cumprir a sua intrincada
funcdo de excrecgéo e reabsorcéo; ou o metabolismo hepatico passa a produzir o AU
em demasia ou a simultaneidade de ambos o0s eventos podem resultar em altos niveis
de AU sérico, que podem culminar em doengas como arteriosclerose, hipertenséo,
problemas cardiovasculares, artrite e gota (LIU et al, 2021).

A GUA é uma purina importante e presente em todos 0s organismos vivos, uma

vez que esta presente nos blocos construtores do DNA e do RNA, esta envolvida em
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diferentes papéis e em diversos processos intracelulares, que tem por fungéo principal
compor uma das mais densas formas de armazenamento de informacdes, como poli
nucleotideo (MORAN et al, 2012). Outro ponto é que a GUA e seus derivados,
nucleosideos e nucleotideos, sdo suscetiveis a danos oxidativos, a partir do
desbalanc¢o no sistema redox do corpo humano, gerando produtos, como 8-0xoGUA,
Figura 1. A alta oxidacdo da GUA vem sendo associada a ocorréncia de doencas,
como canceres, diabetes, doencas neurodegenerativas e cardiovasculares (BRETT,;
PIEDADE; SERRANO, 2000).

Uma ferramenta que possibilita investigar a reatividade e estabilidade de
diferentes espécies bioldgicas, bem como no desenvolvimento de métodos para suas
deteccdes e quantificacdes individuais e/ou simultdnea, sdo as técnicas voltamétricas
(SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2017). As técnicas voltamétricas no geral consistem
na aplicacdo de um sinal de excitagcéo (potencial) sobre um eletrodo de trabalho, o
qual o analito sera oxidado ou reduzido, gerando um sinal de resposta (corrente
elétrica) (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2017). Para a execucdo das respectivas
técnicas, sdo utilizadas uma célula eletroquimica, que consistem em um conjunto de
um eletrodo de trabalho, um eletrodo de referéncia e um contra-eletrodo, que ficam
submersos em uma solugéo contendo o analito, onde séo realizados 0s experimentos
(SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2017).

Um outro fator importante é a escolha do material do eletrodo de trabalho,
varios tipos de eletrodos estao disponiveis, com propriedades distintas e de diferentes
naturezas, podendo ser liquido como o mercurio ou solido como os metais platina e
ouro ou ametalicos como grafite pirolitico, diamante dopado com boro ou carbono
vitreo (ECV), este ultimo material, € considerado um eletrodo de rotina e com facil
aceitacdo, uma vez que possui propriedades que se destacam como ser estavel,
inerte e possuir boa condutividade (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993).

Dentre as demais variacdes das técnicas voltamétricas, trés delas se destacam,
Sdo as principais e as mais convencionais, sao elas a voltametria ciclica (VC), a
voltametria de pulso diferencial (VPD) e a voltametria de onda quadrada (VOQ), séao
utilizadas para estudar diversas substancias eletroativas, a principal diferenca entre
as mesmas é a maneira em que é realizada a aplica¢do do sinal de potencial e como
e realizada a aquisicéo de sinal analitico (PACHECO et al, 2013).

O AU é eletroativo e € bastante investigado quanto as suas propriedades
eletroquimicas (STRUCK; ELVING, 1965; GOYAL; BRAJTER-TOTH; DRYHURST,
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1982; VOLK; YOST; BRAJTER-TOTH, 1989). A GUA também demonstra
comportamento eletro-oxidativo e também é bastante estudada neste aspecto
(GOYAL; DRYHURST, 1982; SUBRAMANIAN; DRYHURST, 1986; OLIVEIRA-
BRETT; DICULESCU; PIEDADE, 2001; DICULESCU; PIEDADE; OLIVEIRA-BRETT,
2007).

Este trabalho tem como objetivo revisitar o comportamento anddico do AU e da
GUA em meio aquoso sobre o ECV, utilizando técnicas voltamétricas e explorar as
propriedades eletroquimicas dessas espécies para suas detec¢fes e quantificacdes
simultaneas. Todos os resultados foram comparados com resultados prévios da
literatura e serdo também propostos como material didatico para a disciplina de

eletroquimica e eletroanalitica do Departamento de Quimica da UFRPE.

2. OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

Detectar e quantificar simultaneamente o &cido Urico e guanina utilizando um

eletrodo de carbono vitreo e técnicas voltamétricas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Utilizar a voltametria ciclica para estabelecer a area eletroativa real do eletrodo
de carbono vitreo pré-tratado anodicamente.

e Utilizar técnicas voltamétricas, ciclica e técnicas de pulso, para estudar
propriedades eletroquimicas e termodinamicas, tais como potencial de pico
(Epico), transporte de massa, difusédo e reagbes redox, do acido Urico e da
guanina em meios aquosos, com diferentes valores de pH’s, sobre eletrodo de
carbono vitreo pré-tratado anodicamente.

e Comparar os resultados eletroquimicos do acido arico e da guanina sobre o
eletrodo de carbono vitreo com os dados da literatura.

e Utilizar técnicas voltamétricas e eletrodo de carbono vitreo para detectar e
quantificar o acido Urico e a guanina em meios aquosos individualmente e

simultaneamente.
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e Confeccionar um material didatico complementar para estudantes de
graduacdo para auxiliar na parte experimental de disciplinas de eletroquimica
e eletroanalitica, ofertadas pelo Departamento de Quimica da UFRPE.

3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 ACIDO URICO

O écido arico (AU) (7,9-dihidro-1H-purina-2,4,6(3H)-triona) foi descoberto em
1776, por Carl Wilhelm Scheele, através de céalculos na bexiga (LIU et al, 2021) e foi
sintetizado pela primeira vez em 1882, pelo quimico Ivan Horbaczewski (LIU et al,
2021). O AU é um &cido diprotico (pKai = 5,4 e pKaz = 10,3), Figuras 1 e 2, que em
pH fisiolégico encontra-se predominantemente como anion (LIU et al, 2021). O AU
apresenta estrutura tautomeérica com trés grupos ceto como estrutura mais estavel, no
entanto, por influéncia do equilibrio lactama-lactima, ocorre a formacdo de uma
lactima no carbono 2 (C-2), o que o torna mais susceptivel a ocorrer a desprotonacao,
como sugerem estudos (JIMENEZ; ALDERETE, 2005).

Figura 2. Estrutura das principais espécies tautoméricas e analogos anidnicos do AU.
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Fonte: Adaptado de Jiménez & Alderete (2005).

O AU é o metabolito final das purinas GUA e ADE, Figura 3. Partindo da GMF,
a partir da acado da 5'-nucleotidase, € convertida em guanosina que vem a sofrer
interferéncia da enzima nucleosidase e é convertida em guanina. A partir de entao

temos a formacéo da xantina (XAN) que tanto pode ser originada pela conversao da
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guanina, pela acdo da enzima guanina-desaminase, quanto pela acdo da xantina-
oxidase, que transforma a hipoxantina em XAN, esta ultima enzima citada é
responsavel também pela conversdao da XAN em AU, Figura 3, (NELSON; COX,
2014). Partindo da adenosina monofosfato (AMP), primeiro ocorre a separagdo do
grupo fosfato, pela enzima 5'-nucleotidase, posteriormente a adenosina é
transformada em inosina, através da acdo da enzima adenosina-desaminase, em
sequéncia a inosina é separada da ribose, pela enzima nucleotidase, e é transformada
em hipoxantina. Por fim a hipoxantina, a partir da xantina oxidase, é transformado em
XAN e em AU (NELSON; COX, 2014).

Figura 3. Biossintese do AU.
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Fonte: Adaptado de Nelson & Cox (2014)

Quando o AU se encontra em niveis normais, nos homens, 3,5 a 7,0 mg/dL
(208—416 ymol L) e nas mulheres, 2,6 a 6.0 mg/dL (155-339 ymol L'1) (MAIUOLO et
al, 2015; LIU et al, 2021), o AU é um agente antioxidante muito potente, tal qual, é o
agente responsavel pela eliminacdo de 70% dos radicais livres do plasma sanguineo
e 50% da atividade de limpeza dos radicais livres do soro sanguineo (LIU et al, 2021).
Além disso, protege as paredes dos vasos sanguineos, no qual evita a peroxidacéo
da camada lipidica das células (LIU et al, 2021). Os rins desempenham um papel de
muita importancia nos niveis do AU, no qual, sdo responsaveis pela excrecao de 70%
do respectivo acido, na forma de sal de urato e muito disso € atribuido a acdo de
carregadores de urato que conduzem a respectiva espécie quimica, através de uma
intrincada gama de mecanismos, da corrente sanguinea para os néfrons, através do
tubulo proximal (NELSON; COX, 2014; SO; THORENS, 2010; MAIUOLO et al, 2015).
Estes carregadores sdo pecas-chaves para a manutencao dos niveis homeostaticos
do AU, sendo tanto de excre¢do quanto de reabsorcao, afinal, 90% do AU produzido
€ mantido no corpo enquanto 10% sao eliminados (LIU et al, 2021; RICHETTE;
BARDIN, 2010).

Uma condicdo pouco comum, porém relevante, € o fato de alguns poucos
individuos apresentarem a prevaléncia da condicao de baixo nivel de AU sanguineo
denominada hipouricemia ([AU] < 2,0 mg/dL ou 120 ymol L1), ao qual é atribuida agédo
de genes que podem atuar na producao abaixo do normal do AU e/ou culminar na
atuacao excessiva dos carregadores de urato, resultando na excrecdo anormal do AU
(NAKAYAMA et al, 2019). Essa condicdo também pode ser induzida, pelo uso
demasiado de supressores da enzima xantina oxidase (LIU et al, 2021; NAKAYAMA
et al, 2019), a prevaléncia deste quadro pode levar a peroxidagédo da camada epitelial
interna dos vasos sanguineos, Figura 4, devido a capacidade antioxidante reduzida
no plasma (LIU et al, 2021).

Quando a concentracdo de acido Urico ultrapassa os valores maximos (> 6,0
mg/dL ou 339 pmol L e >7,0 mg/dL ou 416 ymol L, respectivamente nas mulheres
e nos homens), temos entdo uma condi¢cdo denominada de hiperuricemia, no qual,
pode tanto ser causada pela atividade reduzida dos carregadores de urato quanto pela
producdo anormal de acido drico ou pela ocorréncia de ambos o0s eventos

simultaneamente (LIU et al, 2021). Fatores como obesidade, doencas renais,
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hipertensdo, doenca renal crbnica, sindromes metabdlicas e habitos alimentares
podem levar a ocorréncia da hiperuricemia e principalmente a gota (PANDA et al,
2023), Figura 4. O abuso de uma dieta rica em purinas/frutose pode induzir ao
acumulo de 1-fosfato-glicose, que também induz a acdo da enzima AMP deaminase
gue cataliza a reacdo para a geracao de inosina monofosfato, que entdo segue para
a geracao de AU. A maior causa de hiperuricemia é por deficiéncias nos carregadores
de urato (MANDAL; MOUNT, 2015; LIU et al, 2021). A gota é o tipo de artrite
inflamatdria mais comum que pode acometer homens, é resultante da prevaléncia da
hiperuricemia assintomética durante anos que resulta na precipitacdo de cristais de
urato de soédio em cartilagens de juntas, principalmente na primeira junta
metatarsofalangial (DESIDERI et al, 2014). Esta deposicédo também pode ocorrer nos
rins podendo originar calculos renais e inflamacao dos rins por consequéncia (WU et
al, 2021).

Figura 4. Problemas relacionados a Hipo e hiperuricemia.
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Fonte: Adaptado de Liu et al (2021)

Durante o catabolismo das purinas, as duas Ultimas etapas envolvem a acao
da enzima xantina oxidase, a respectiva enzima catalisa a reacdo da hipoxantina em
XAN (oriundo do catabolismo da adenosina 5’-monofosfato) e da reacdo da XAN em
AU, em ambos os casos ha liberacdo de peroxido de hidrogénio e quando ha excesso

de producao de AU, existe consequentemente também de peroxido de hidrogénio que
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€ uma espécie reativa de oxigénio (ERO), podendo resultar um estresse oxidativo (LIU
et al, 2021).

Atualmente, a técnica mais comumente empregada para quantificar o acido
arico em amostras reais é o método colorimétrico-enzimético (WANG; WEN; KONG,
2019), no entanto, as técnicas de absorcdo ultravioleta (NORAZMI et al, 2017),
fluorescéncia (WU et al, 2019), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por
arraste gasoso acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM) (LI et al, 2018; LI et
al, 2018) e técnicas eletroquimicas, incluindo voltametria de pulso diferencial, ciclica
e amperometria (LIU et al, 2019; ROCHELEAU & PURDY, 1991; GHANBARI &
AHMADI, 2017), também sao utilizadas. As propriedades redox do AU também ja
foram bem exploradas utilizando diferentes técnicas eletroquimicas (AAFRIA et al,
2022).

3.2 GUANINA

A guanina (2-oxo-6-aminopurina) (GUA) faz parte de armazenamento de
informacdes no contexto bioldgico, € uma das moléculas substrato para uma gama de
diferentes reac¢des quimicas na forma de nucleotideo pirofosfato, nucleosideo mono e
difosforilado, geralmente estéo associadas a funcéo regulatéria (MORAN et al, 2012).

A GUA é pouco solavel, quando em meio acido pode aceitar um préton no
nitrogénio na posi¢éo 7 (N-7) (pKs= 10,8) e quando em meio basico desprotona em N-
1 (pKa=9,44) e em N-9 ocorre a segunda desprotonacéo (pKa= 12,3), em pH fisiol6gico
se encontra predominantemente na forma neutra (LISKA et al, 2019). A GUA
teoricamente possui quatro isdbmeros mais propensos de ocorrerem, dentre eles
diferenciando-se entre duas espécies tautomeéricas lactamas e duas lactimas, Figura
5. A GUA permanece na forma ceto-1H-9H, como soélido, enquanto em solucdo a
guanina se encontra majoritariamente em na forma ceto-1H-9H, sem o hidrogénio em
N-1 e carga negativa, embora € sabido que fique alternando com a forma ceto-1H-7H
(LIPPERT; GUPTA, 2008; JANG et al, 2003).
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Figura 5. Estrutura das principais espécies tautoméricas e analogos catidnicos e anidnicos da GUA.
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Fonte: Adaptado de Lippert; Gupta (2008).

A biossintese da GUA possui varias etapas, que inicia na 5-fosforribosil-1-
pirofosfato e termina na sintese do inosinato (IMF), chamado também de sintese de
novo de nucleotideos puricos. A partir do IMF, que € o primeiro precursor de ambas
adenosina 5-monofosfato ou adenilato e da guanosina 5‘-monofosfato ou guanilato
(GMF). Partindo do IMF, por intermédio da enzima IMF-desidrogenase e do
nucleotideo de nicotina e adenosina (NAD+), oxida o carbono 2 (C-2) do IMF gerando
a xantosina monofosfato (XMF). Em sequéncia, o XMF reage com a glutamina no C-
2 por intermédio da GMF-sintase e a adenosina trifosfato, substituindo um grupo éxido
por um grupo amina, produzindo entdo a GMF, Figura 6. Em sequéncia, ja no ciclo
catabdlico, a GMF é desfosforada por intermédio da 5'-nucleotidase formando
guanosina que pela acado da enzima nucleosidase, a guanosina perde o grupo ribose
(RIB) e é transformada em GUA, Figura 3, (NELSON; COX, 2014).
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Figura 6. Biossintese da GMF a partir da IMF.
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A GUA esta presente em diversos processos no corpo humano, alguns deles
estdo os seus respectivos derivados a guanosina (GUO), guanosina 5’-monofosfato e
a (GMF) guanosina 5'-trifosfato (GTF). No cérebro, a GUO protege os neurdnios de
morte excitotoxica, estimulando a producdo de um fator neurotropico e apresenta
propriedades neuromodulatérias, antiansiolitica, antiamnésica e anticonvulsionante. A
GMF participa de processos cardiacos, metabolismo celular e no aprimoramento da
resposta do sistema imunolégico. niveis anormais de determinados derivados de
purinas podem indicar a presenca de varias doencas (LISKA et al, 2019).

Baixos niveis de GMF podem resultar em desordens cerebrais. Uma alta taxa
de excrecdo de guanosina pode resultar em carcinoma (LI; LIU, 2020). Outros
derivados de guanina também sinalizam a ocorréncia de problemas graves, de fato, a
GUA é entre as bases nitrogenadas de acidos nucleicos considerada bem reativa
dentre as demais, tanto na posicdo N-7, para agentes alquilantes, quanto na posicao
C-8, para ERO (LISKA et al, 2019; MENDES et al, 2020). Uma vez que 0S mecanismos
internos no sistema antioxidante se encontram desbalanceados devido a elevada
producdo de ERO ou espécies reativas de nitrogénio (ERN), podem atacar tanto as
bases pirimidinicas quanto as puricas, principalmente os derivados nucleosideos e
nucleotideos da GUA, gerando defeitos nas ligagbes da dupla fita do acido
desoxirribonucleico (DNA), podendo resultar em apoptose celular, que esta
relacionado a uma série de diferentes problemas, como doencas autoimunes,
cardiovasculares, renais e diversos tipos de canceres (CHIORCEA-PAQUIM;
OLIVEIRA-BRETT, 2021; OLIVEIRA-BRETT; DICULESCU; PIEDADE, 2007). Altos
niveis de 8-oxoguanina (8oxoGUA) denotam uma baixa capacidade de auto reparagao
do DNA e um elevado risco de cancer, monitorar a concentracdo de guanina e seus

derivados é fundamental para compreender 0s seus respectivos papéis bioldgicos e
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diagnosticos de doencas (LI; LIU, 2020). A exposicéo a agentes alquilantes pode gerar
um padrdao anémalo na metilacdo do DNA. A presenca de 7-metilguanina (7TmGUA)
em alta quantidade pode ser encontrado em amostras de fluidos corporais em
fumantes é um importante biomarcador de cancer (MENDES et al, 2020; BROTONS
et al, 2015).

Figura 7. Reag08es indesejadas ocorridas com a GUA.
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Vérias técnicas visam detectar e quantificar a guanina, dentre muitas,
destacam-se métodos por CLAE (WEIMANN; BELLING; POULSEN, 2002), CG-EM
(WU et al, 1999), por fluorimetria (SINGH et al, 2022). Os estudos realizados com as

técnicas voltamétricas possibilitaram detectar e quantificar, bem como compreender
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0s processos redox da GUA e seus derivados 7mGUA, GUO (MARKAS et al, 1992;
BRETT; MATYSIK, 1997).

3.3 TECNICAS VOLTAMETRICAS

Eletroquimica é um ramo da quimica, com inimeras aplicacdes tecnoldgicas,
como processos de corrosdo, producdo de pilhas, baterias, diferentes tipos de
sensores e até de combustiveis renovaveis como o hidrogénio, que tem como base a
relagdo entre eventos quimicos e elétricos (BARD; FALKNER, 2000). Neste campo
de estudo, uma grande parcela dentre as diferentes subareas lida com mudancas
qguimicas ocorridas pela aplicacdo de corrente elétrica e pela geracdo de corrente
elétrica através de reacdes quimicas (BARD; FALKNER, 2000). Dentre os muitos
campos de estudo da eletroquimica, temos a eletroanalitica, nesta area aplica-se a
eletroquimica no desenvolvimento de métodos para deteccdo e quantificacdo de
inUmeras espécies e sao baseados nas propriedades redox desses analitos (SKOOG;
HOLLER; CROUCH, 2017). Dentre as muitas técnicas eletroanaliticas, as técnicas
voltamétricas ganham evidéncia, no qual, € um grupo de métodos eletroanaliticos que
se baseiam na medicdo da corrente em funcdo do potencial aplicado para eletro-
oxidacdo e/ou eletro reducdo do analito, sob condi¢cbes controladas (SKOOG,;
HOLLER; CROUCH, 2017).

A voltametria foi desenvolvida a partir da polarografia nos anos 1920 pelo
quimico Jaroslav Heyrovsky, que a principio é um tipo de voltametria que naquele
momento utilizavam eletrodo gotejante de mercurio, como eletrodo de trabalho e um
outro eletrodo de referéncia apenas (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2017; PACHECO
et al, 2013). Na voltametria geralmente, se usam trés eletrodos, o eletrodo de trabalho,
o eletrodo de referéncia e o contra eletrodo, no qual, o eletrodo de trabalho, onde é
aplicado uma diferenca de potencial entre o eletrodo de referéncia, ocorrem as
reacfes induzidas pela troca eletrdbnica e onde serdo captados 0s sinais
eletroquimicos da espécie em estudo. O eletrodo de referéncia, tendo como principal
funcdo manter o potencial constante, em relacéo ao eletrodo de trabalho, durante o
experimento e o contra eletrodo, também chamado eletrodo auxiliar, que evita com
gue o potencial do eletrodo de referéncia seja alterado, fazendo com que a corrente
elétrica percorra o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo, fazendo com que né&o
ocorram distor¢des no voltamograma, assim como era comum com sistemas com dois
eletrodos (eletrodos de trabalho e de referéncia) (PACHECO et al, 2013). Todos estes
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eletrodos, durante o experimento, permanecem imersos dentro da solugéo contendo
o analito ou um eletrélito suporte, este conjunto forma a célula eletroquimica (SKOOG;
HOLLER; CROUCH, 2017; WANG, 2000).

Os eletrodos de trabalho em especial a pesar de poderem ter volume e tamanho
varidvel, em geral, ocasionalmente sédo discos planos de um material condutor, que
pode ser um metal nobre como o ouro e a platina ou de matriz carbonica, tal como,
carbono vitreo, diamante dopado com boro, grafite pirolitico, grafeno e nanotubos de
carbono, um material semicondutor como 6xidos de estanho ou de indio ou um metal
recoberto com mercurio, no geral, o que sera um fator de escolha do material é a
aplicacao em que sera destinado o eletrodo (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2017).

Dentre os eletrodos de carbono, um material em especial, ganha destaque, o
carbono vitreo, um material amorfo, com dominios majoritariamente formado por sitios
com hibridizacdo sp?, possui aparéncia escura, brilhante e quebradico que lembra
vidro. A obtencdo deste material, se da pela pirélise de resinas carbonaceas, em
atmosfera inerte, que resulta em um material com alta condutividade elétrica,
frequentemente empregado em analises voltamétricas (BRETT; OLIVEIRA-BRETT,
1993; USKOKOVIC, 2021).

Também podem ser utilizados eletrodos modificados, onde, faz-se o emprego
de um eletrodo de trabalho convencional como substrato de modificacdo (entendem-
se como eletrodos convencionais, 0s eletrodos compostos pelos materiais
anteriormente citados), no qual, é aplicado um composto que tem por fim aumentar a
sensibilidade e a seletividade para a deteccdo de um analito que se tenha interesse
por estudar.

O eletrodo de referéncia geralmente é utilizado o eletrodo de prata/ cloreto de
prata, embora possam ser utilizados também o eletrodo de calomelano, ou seja, 0
eletrodo de mercurio/ cloreto mercuroso, enquanto para o contra-eletrodo, pode ser
utilizado uma bobina de fio de platina ou um bastdo de grafite (SKOOG; HOLLER,;
CROUCH, 2017; PACHECO et al, 2013).

Quando se aplica um potencial ao eletrodo na célula eletroquimica, temos a
ocorréncia de dois fendmenos de natureza elétrica denominados corrente faradaica
gue é resultante da transferéncia de carga entre o eletrodo e o analito que ocorrem na
interface do eletrodo (assim denominada, pois obedece as leis de Faraday) e a
corrente capacitiva, esta ultima esta relacionada com a formacéo da dupla camada

gue é formada a frente da face do eletrodo, esta ultima advém pelas moléculas do
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solvente em contrapartida a face do eletrodo de trabalho carregada, de maneira a criar
uma area com carga de sinal oposto e de mesma intensidade a carga presente no
eletrodo, mantendo a neutralidade elétrica do sistema, este tipo de corrente ndo &
proporcional a concentracdo do analito e nem esté relacionada com 0s processos
eletroquimicos do analito e é indesejada (PACHECO et al, 2013).

As técnicas voltamétricas, diferem entre si principalmente no que concerne a
obtencéo de sinal analitico, ou seja, o sinal de corrente. Também podemos listar aqui
a maneira que a corrente capacitiva influencia, a maneira de registrar os sinais de
corrente nos voltamogramas e a largura dos picos, etapas de pré-concentracdo do
analito e a maneira de inversdo da direcdo da varredura. A escolha da técnica
voltamétrica a ser empregada em um tipo de analise, sera feita pelo tipo de informacéo
gue se queira obter, seja norteada pelo comportamento do analito em presenca do
potencial aplicado ou seja pela interacdo entre o analito e o eletrodo carregado
(PACHECO et al, 2013).

A voltametria ciclica (VC), € um método eletroquimico dinamico que é utilizado
para medir eventos redox, também é uma técnica que pode ser usada para estudar a
difusdo das espécies do seio da solugcdo para a face do eletrodo. Nesta técnica, o
potencial aplicado durante uma varredura, o sinal de excitacdo, tem uma forma
triangular, no qual, na base deste sinal estéo o inicio e o fim da varredura, o potencial
inicial e o de potencial inicial ou vértice (em caso de multiplas varreduras), e no apice
do “tridngulo” é o potencial maximo atingido, definido dentro da janela, figura 8A
(RUSLING, 1994).

Em caso de reacao reversivel, O sinal de corrente inicia a partir de um potencial
pré-definido ao qual, atingindo um potencial especifico a reacdo ocorre e o potencial
segue até atingir um valor maximo, ao que comeca a cair. Entdo a varredura segue
no sentido oposto ao inicial, ao qual € registrado um pico de igual intensidade dos
produtos para os reagentes (BRETT & OLIVEIRA-BRETT, 1993). Considerada a
reacdo O + ne" = R, a velocidade de oxidacéo do reagente sera igual a velocidade de
reducdo do produto, o que significa dizer que a intensidade do sinal registrado para o
pico catddico e para o pico anddico serdo equivalentes, de intensidade igual, porém,
de sinal oposto, figura 8B, (HARRIS, 2017; BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993).

Em caso de reacao irreversivel, a reacdo ocorre apenas no sentido direto, O +

ne- —» R, fazendo com que seja registrado apenas um processo reacional no
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voltamograma ciclico, devido que a reacdo no sentido contrario seja lenta ou nao
ocorra (HARRIS, 2017).

Figura 8.Sinal de excitagao e voltamograma ciclico do ferricianeto de potassio (KsFe(CN)s), 250 pumol
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Fonte: Adaptado de Skoog, West, Holler, Crouch (2007)

As técnicas de pulso foram desenvolvidas inicialmente para sistemas
polarograficos (OSTERYOUNG; SCHREIRER, 1988), como uma maneira de reduzir
a influéncia da corrente capacitiva, neste caso, o desprendimento da gota de mercurio
era sincronizado com a leitura do sinal de corrente, que acontecia ao final da vida da
gota. O que distingue entre os diferentes tipos de técnicas de pulso € a maneira como
se realiza a obtencao dos sinais e o formato do degrau dos potenciais (PACHECO et
al, 2013; OSTERYOUNG; SCHREIRER, 1988). Dentre os mais variados tipos de
voltametria de pulso, destacam-se a voltametria de pulso diferencial (VDP) e a
voltametria de onda quadrada (VOQ).

Na VPD, a maneira como € feita a aquisicao de sinal ocorre na base do sinal e
no final do pulso, a primeira corrente registrada € subtraida com o valor corrente do
final do pulso e entdo o valor resultante € plotado no grafico versus o potencial,
gerando assim um voltamograma. A corrente capacitiva gerada na subida do pulso,
logo se esvai, pois a corrente capacitiva diminui exponencialmente, enquanto a
corrente faradaica diminui linearmente, entdo escolhe-se 0 momento para a realizacao
da segunda leitura de corrente podendo-se desprezar a contribuicdo da corrente
capacitiva (PACHECO et al, 2013).
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Figura 9. Sinal de excitacdo para a técnica voltamétrica de PD.
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Fonte: Pacheco et al (2013)

Na VOQ, temos uma situacéo de leitura de sinal no final de cada degrau do
sinal de excitagdo, uma no final do pulso no sentido direto e outra no final do pulso no
sentido inverso, deste jeito, hd uma diminuicdo expressiva da corrente capacitiva e
leitura nos dois sentidos, resultando em um voltamograma que registra a varredura no
sentido anddico e catdédico com velocidades bem maiores que os executados na
técnica de pulso diferencial e com aspectos pertinentes a voltametria ciclica como a
varredura nos sentidos anoddico e catddico (PACHECO et al, 2013; BRETT,
OLIVEIRA-BRETT, 1993).



Figura 10. Sinal de excitagdo para a técnica voltamétrica de OQ.
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4. METODOLOGIA
4.1 REAGENTES E SOLUCOES

~y

Af= K1) - 1(2)
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Todos os reagentes utilizados nos experimentos estéo listados na tabela 1,

acompanhados de seus indices de pureza.

Tabela 1. Relacdo dos reagentes utilizados.

Reagente Fabricante Pureza (%)
Acetato de sodio Anidrol 99,0
Acido Grico Sigma-Aldrich 99,0
Acido acético VWR chemicals 99,7
Cloreto de potéassio Moderna 98,0
Dihidrogeno fosfato de sodio Neon 99,5
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Ferricianeto de potassio Moderna 99,0
Guanina Sigma-Aldrich 98,0
Monohidrogeno fosfato de sodio Neon 99,0

As solucbes tampdo utilizadas como eletrolito suporte nos trabalhos de
composicdo 1 mol L acetato de sédio (7,2 mL) + 1 mol L acido acético (12,5 mL),
para 100 mL e com pH = 4,3 e outra de composicdo 0,2 mol L* hidrogenofosfato de
sédio (30,5 mL) + 0,2 mol L dihidrogenofosfato de sédio (19,5 mL) para 100 mL de
solucéo e com pH = 7,0. A afericao do pH foi realizada com um pHmetro da Metrohm,
modelo 827. A solucéo de ferricianeto de potéssio foi preparada com concentracao de
250 umol L1, na solucdo de 0,1 mol L de cloreto de potassio.

Todas as solu¢des mae de acido urico (AU) e guanina (GUA) foram preparadas
pela dissolugdo com algumas gotas de uma solucédo de 1,0 mmol L'* de NaOH e agua

Milli-Q®, até atingir o volume necessario para atingir a concentracdo de 1 mmol L2,

4.2 MATERIAIS E METODOS

As leituras voltamétricas foram registradas, a temperatura ambiente (T = 25 °C),
a partir de um potenciostato, da Metrohnm Autolab modelo PGSTAT 302N, Figura 11,
controlado via software, EcoChemie/Utrecht versdo NOVA 2.1.6. Uma célula
eletroquimica padrao foi utilizada, com o eletrodo de trabalho, o eletrodo de carbono
vitreo (ECV) (metrohm, ® = 3,0 mm), um contra-eletrodo, um bastéo de grafite e um
eletrodo de referéncia, um Ag/AgCl (KCI 3 mol L1). O ECV antes de cada teste era
polido usando alumina (granulometria 1,0 micron) e lavado com agua.

Os parametros operacionais da voltametria ciclica (VC) foram: incremento de
potencial de 2 mV e velocidade de varredura de 100 mV s1. Além disso, os
experimentos para estabelecer o transporte de massa das espécies investigadas do
seio da solucdo para a superficie do ECV, foram realizados por VC variando sua
velocidade de varredura de 10 até 500 mV s. Para voltametria de pulso diferencial
(VPD) os parametros foram: amplitude de pulso de potencial de 50 mV, largura de
pulso de 70 ms, incremento de potencial de 5 mV e velocidade de varredura de 5 mV
s'1. Para voltametria de onda quadrada (VOQ), esses parametros foram: amplitude de

pulso de 50 mV, frequéncia de 8 Hz e potencial de incremento de 6 mV,
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correspondendo a uma velocidade de 50 mV s?. Todos os voltamogramas PD e
alguns voltamogramas de OQ foram submetidos ao método matematico para correcao
da linha de base, utilizando um passo de potencial de 5 mV, ofertado no NOVA 2.1.6.

Todos os estudos foram realizados em triplicado.

Figura 11. Potenciostato modelo PGSTAT 302N.

Fonte: https://www.metrohm.com/pt_br/produtos/electrochemistry/modular-line.html (2022).

As curvas analiticas foram levantadas sob os parametros voltamétricos PD
otimizados. A célula eletroquimica foi preenchida com 4,00 mL de eletrélito (0,2 mol
L1 hidrogenofosfato de sédio e 0,2 mol L dihidrogenofosfato de sédio), pH = 7,0, e
trés varreduras de VPD foram registradas. Em seguida, aliquotas sucessivas da
solucdo estoque (1,00 mmol L tanto de AU, quanto de GUA e para os dois
simultaneamente) foram adicionadas a célula e ap6s cada adicdo foram registradas
trés varreduras de PD. A solucéo foi agitada por 20 segundos antes de cada varredura

registrada sem limpeza do ECV.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 DETERMINACAO DA AREA ELETROATIVA DO ELETRODO DE CARBONO
VITREO

Para estabelecer a area eletroativa do eletrodo de trabalho, voltamogramas
ciclicos foram registrados com diferentes velocidades (5, 10, 25, 50, 100, 200, 300,
400, 500 mV s!) em uma solucéo de ferricianeto de potassio 250 pmol L'* em KCI 0,1
mol L%, Figura 12. Entre cada leitura a solugdo era homogeneizada e a superficie do
eletrodo era lavada suavemente com agua.

Em todos os voltamogramas ciclicos um par redox em Epia/ic ~ 0,30/ 0,22 V foi
observado, com suas correntes de pico aumentando com a velocidade de varredura
registrada, Figura 12 e Tabela 2. Como esperado, o0s picos la/lc correspondem a um
processo da eletro-oxidacéo/reducéo do par redox [Fe(CN)e]*/3 (BRETT; OLIVEIRA-

BRETT, 1993).
Figura 12. Voltamogramas ciclicos no ECV do [Fe(CN)g]*- 250 pmol L-* em KCI 0,1 mol L1,

registrados em diferentes velocidades de varredura (5-500 mV s?).
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Tabela 2. Diferengas de potenciais (Epa-Epc) € as razdes entre as correntes dos picos anddicos e
catddicos (lpa/ Ipc) Nos voltamogramas ciclicos com velocidades de varreduras de 5-500 mV s para
uma solugdo de [Fe(CN)s]* 250 pmol L't em KCI 0,1 mol L.

V (mV S'l) Epa- Epc (MV) Ipa /lpc (LA)

5 70 1.11

10 68 1.10
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25 70 1.25
50 70 1.07
100 75 1.07
200 83 1.07
300 83 1.12
400 97 1.14
500 105 1.16

Em geral, as diferencas entre o pico anddico e o catédico do par redox
[Fe(CN)e]*-® observadas, em especial, nos processos ocorridos nos voltamogramas
registrados com as velocidades de 5 a 100 mV s, figuraram por volta dos 68-75 mV,
em conjunto com os valores das razdes entre as correntes do pico catddico e anddico
proximos a 1, Tabela 2, caracterizando um sistema redox reversivel (BRETT,
OLIVEIRA-BRETT, 1993). Os resultados da Tabela 2, também demonstraram que em
relacdo a cinética do eletrodo e o transporte de massa que a velocidade de varredura
utilizada influencia na reversibilidade do sistema eletroquimico, uma vez que, quanto
mais rapida for a velocidade de varredura de tens&o, mais fina ser4 a camada de
difusdo (COMPTON; BANKS, 2018).

O numero de elétrons de uma reacdo redox reversivel que ocorre sobre a
superficie de um eletrodo pode ser estabelecido pela VC pela Equacao 1. Assim os
resultados da Tabela 2 e a Equacédo 1 estabelecem que o processo redox reversivel
do [Fe(CN)e]*’*- ocorre com a transferéncia de um elétron, em concordancia com
dados da literatura (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993).:

|Epa— Epc | ~ 2.3 RT/nF (ou 59/n mV em 298 K) (Equacéao 1)

A é&rea geométrica (Ageo) de eletrodos de trabalho a base de carbono é
determinada através de suas dimensdes fisicas, entretanto pode existir diferengcas em
relacdo a suas areas eletroativas reais (Area), considerando que geralmente os
eletrodos de carbono sdo porosos e ndo ha como estabelecer quais partes estao

eletroquimicamente ativas ou inativas (FERRARI et al, 2018). Uma maneira de
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resolver este problema é estabelecer a Areal @ partir de uma técnica interfacial como a
voltametria (FERRARI et al, 2018), e que utilizaremos aqui neste trabalho.

A partir dos dados dos voltamogramas do [Fe(CN)e]* 250 umol L, Figura 13,
foi possivel estabelecer uma relacdo linear da raiz quadrada da velocidade de
varredura e as correntes de pico anddico (1a), com um excelente coeficiente de
correlacdo, r = 0.994, caracterizando um transporte de massa do ion [Fe(CN)e]*> do
seio da solucéo para a interface do ECV, mediada por um sistema difusional (BRETT,;

OLIVEIRA-BRETT, 1993), Figura 13.

Figura 13. Gréfico da lpa vs. v¥2dos voltamogramas ciclicos do [Fe(CN)e]* em KCI, sobre o ECV,

para diferentes velocidades (5-500 mV s1).

Y=8.81313E-6x+3.57349E-7
qR=0.99456

00 01 02 03 04 05 06 07 0.8
V') vs

Voltando agora para o célculo da Areal 0S dados experimentais da Figura 13
foram inseridos na equacao de Randles-Sevcik para sistemas reversiveis controlados
por difusdo, Equacdo 2 (BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993), e a Area do ECV foi

estabelecida.
lpa = 2,69 x 10°n32A Do'? Co v¥2 (Equacéo 2)

Considerando:

n = 1 (nimeros de elétrons transferidos);

Do= 7,6 x 10 (coeficiente de difuséo do ferricianeto em cloreto de potassio);
Co=2,5x10“*mol Lt=2,5x 107 mol mL* (concentragdo do ferricianeto de potassio);
lpa/Vv¥? =B =8,81313 x 106

Logo:
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8,81313x10%=2,69x 10°x A x 2,76 x 102 x 2,5 x 107
A =0,047 cm?

J& a area geométrica do ECV também foi calculada aqui pela equacéo 3, como
segue abaixo.

A =1 r? (Equagao 3)
® =3,0mm =0,3cm

r=1,5mm=0,15 cm

A =1 (0,15)?

A =0,071 cm?

Esses resultados indicaram um percentual da area eletroativa (%REAL),
Equacéo 4, de 66%, indicando sitios inativos na superficie do eletrodo (MENDES;
SILVA; OLIVEIRA, 2021). Entretanto esses resultados também demonstraram uma
excelente performance do ECV utilizado, uma vez que os resultados da prova
eletroquimica, Figura 13, foram bem satisfatérios e concordantes com a literatura
(BRETT; OLIVEIRA-BRETT, 1993).

%REAL = (Areal /Ageo) X 100 (Equacgao 4)

5.2 REACOES REDOX DO ACIDO URICO SOBRE ELETRODO DE CARBONO
VITREO.

5.2.1 Voltametria Ciclica

As reacdes redox do AU sobre o ECV pré-tratado anodicamente foi investigado
em diferentes meios aquosos, tampéao acetato (pH = 4,3) e fosfato (pH = 7,0), Figura
18, primeiramente utilizando VC; na janela de potencial de 0,0 V até 1,2Veemyv =
100 mV s,

Voltamogramas sucessivos do AU em meio acido, pH = 4,3, Figura 14A,
demonstraram dois processos redox, o primeiro no sentido anédico ocorreu em Epia
=0,56 V, com uma alta corrente de pico lp1a= 7,94 A e o segundo na diregao catoédico
em Epic = 0,49 V, com uma baixa corrente Ipic = -322 nA (GOYAL; BRAJTER-TOTH,;
DRYHURST, 1982).
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Os voltamogramas ciclicos do AU em meio aquoso com pH neutro também
apresentaram dois processos, Figura 14B, entretanto foram identificados em valores
de potenciais menos positivos, o pico 1a em Epia = 0,36 V com Ip1a = 3,98 YA e o pico
1cem Epic = 0,31V e com lpic = -4,76 nA, em concordancia com resultados anteriores
da literatura (GOYAL; BRAJTER-TOTH; DRYHURST, 1982).

Figura 14. Voltamogramas ciclicos sucessivos do AU 100 ymol L1 sobre ECV em; (A) tampao

acetato (pH = 4,3) e (B) tampao fosfato (pH = 7,0). Primeira varredura (=).
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Mais adiante, foram obtidos voltamogramas com o auxilio da técnica de CV,
através de uma solucdo de AU 100 pmol L1, tamponada em pH=7,0, em uma janela
de potencial de 0,0 V a 1,2 V e com velocidades de varredura que variaram de 10 até
500 mV s. Semelhante aos voltamogramas ciclicos do AU anteriormente obtidos, o
processo eletroquimico registrado foi o pico anddico la, Epia ~ 0,41 V, relacionado
com a eletro-oxidacéo do AU e o pico catédico 1c, registrado durante a varredura no
sentido catddico, Epic ~ 0,33V, relacionado com a eletrorredugdo do produto do
processo la, o intermediario altamente reativo, a di-imina quinondide (DQE) (GOYAL;
BRAJTER-TOTH; DRYHURST, 1982), Figura 15.

A partir dos voltamogramas do AU registrados em diferentes velocidades de
varredura foi possivel entdo estabelecer se suas reacfes redox na interface do
eletrodo foram controladas pelo transporte de massa difusional ou adsortivo (BRETT;
OLIVEIRA-BRETT, 1993). A relacdo entre a raiz quadrada da velocidade de varredura
e a corrente de pico anddico 1a, foi linear, com um bom coeficiente de correlacdo r =
0,991, caracterizando um processo controlado pelo transporte de massa difusional,

Figura 15.
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Figura 15. Varreduras sucessivas do AU em pH =7,0, tampao fosfato, em diferentes velocidades de
varredura (5-500 mV s1).
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5.2.2 Voltametria de Pulso

Em sequéncia, foram conduzidos estudos das reacdes redox do AU com a
técnica de VPD, com janela de potencial de 0,0 V até 1,2 V registrados em tampéao
acetato pH = 4,3, comv =10 mV s e em tampéo fosfato, com v=5mV s1. Em ambos
0s meios, o0s voltamogramas do AU 100 umol L identificaram apenas o processo
anoddico 1a, em Epia= 0,50 V € lpia = 8.27 pA (pH = 4,3) e em Ep1a= 0,31 V € Ip1a =
13,3 pA (pH = 6,99). Os resultados de VPD indicaram que a oxidacdo do AU sobre o
ECV ocorre com um equilibrio acido base de Bronsted-Lowry ocorrendo
paralelamente e influenciando na transferéncia de carga, uma vez que em pH neutro
o valor do potencial de oxidagéo foi 0,19 V menos positivo em relacdo ao pH = 4,3
(GOYAL; BRAJTER-TOTH; DRYHURST, 1982). Além disso, o0s resultados também
indicaram uma boa resolucéo de pico (seletividade), em W12 =58 mV (pH = 4,3) e
W12 =58 mV (pH = 6,99), e sensibilidade para quantificacdo do AU em ambos os
meios explorados. O pico la foi associado com a eletro-oxidagdo do AU para o
intermediario DQE (GOYAL; BRAJTER-TOTH; DRYHURST, 1982), Figura 16A.
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Figura 16. Voltamograma sucessivos de PD do AU 100 umol L1 no ECV em: (A) tampéo acetato (pH

= 4,3) e (B) tampao fosfato (pH =7,0). Primeira varredura (==).
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Por fim, os experimentos de VPD foram repetidos utilizando VOQ e os
voltamogramas foram registrados em v =10 mV s,

Os voltamogramas sucessivos de OQ do AU 100 pymol L identificaram o
processo anodico 1a em Epia= 0,53 V e Ip1a= 16.6 pA (pH = 4,3), Figura 17A, e em
Ep1a=0,31V e lp1a= 10,75 pA (pH = 7,00) Figura 17B.

Uma grande vantagem da VOQ é a possibilidade de identificar durante apenas
uma varredura se a reacao de transferéncia de elétrons é reversivel ou ndo, como a
corrente € amostrada em pulsos positivos e negativos, picos correspondentes a
oxidacdo e reducdo das espécies eletroativas na superficie do eletrodo podem ser
obtidos no mesmo experimento (PACHECO et al, 2013). Assim, os voltamogramas de
OQ em ambos os pHs, demonstraram mais claramente a reversibilidade do pico 1a,
confirmada pelas componentes direta e reversa da corrente total, Figuras 17C e 17D,
0 processo anddico la foi associado com a eletro-oxidacdo do AU para o intermediario
DQE (GOYAL; BRAJTER-TOTH; DRYHURST, 1982).
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Figura 17. Voltamograma de OQ do AU 100 umol L sobre o0 ECV em: (A) e (C) em tampao acetato
(pH = 4,3) e (B) e (D) tampé&o fosfato (pH = 7,0), (A) e (B) com a primeira varredura (==). Para (C) e
(D), (=) varredura no sentido direto, (=) varredura no sentido inverso e (==) varredura resultante.
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Os processos ocorridos no sentido catédico foram notados nas técnicas de VC
e VOQ, sendo na ultima, mais evidente, devido a natureza da técnica, na VOQ, a
aguisicao de sinal da atividade redox do analito € feita no sentido anddico e catodico
guase simultaneamente e muito rapidamente (PACHECO, 2013), fazendo com que
certas espécies quimicas eletroativas, que permanecem proximas a face do eletrodo
sejam detectadas e neste caso, 0 somatério dos sinais obtidos formam o
voltamograma, que demonstram um pico muito mais intenso do que os registrados

com a técnica de VC, Figura 14A e 14B.

5.2.3 Mecanismo de eletro-oxidagao do &cido urico

A eletro-oxidacédo do AU vem sendo bastante explorada, em eletrodos liquidos

e solidos, alguns deles com proposta de mecanismos proprios e bem estabelecidos
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(STRUCK; ELVING, 1965; GOYAL; BRAJTER-TOTH; DRYHURST, 1982; VOLK;
YOST; BRAJTER-TOTH, 1989).

Na literatura, € descrito que as reac¢des redox do AU ocorre inicialmente a partir
de uma eletro-oxidacao, pico 1la, com a perda de dois elétrons e participacdo de dois
protons, registrado aqui neste trabalho a partir dos voltamogramas ciclicos, de PD e
de OQ, Figuras 13, 14 e 15, gerando assim, uma espécie quimica instavel, DQE,
Figura 18, que tem um tempo meia-vida, e pode sofrer eletrorreducédo ganhando dois
prétons e dois elétrons, se comportando como um par redox do AU, processo este
registrado no pico 1c, Figuras 13 e 15, e reage paralelemente com uma molécula de
agua sofrendo rearranjos até novamente reagir com mais uma molécula de 4gua e um
préton, descarboxila e abre o anel gerando finalmente a alantoina, Figura 18. Este
mecanismo s6 é valido para quando o pH>pKa (GOYAL; BRAJTER-TOTH,;
DRYHURST, 1982). Para processos ocorridos em meio acido, mais especificamente,
gquando o pH<pKa, o mecanismo é mais complexo, possui muitas etapas de
degradacéo, independentes da variacdo de potencial, no qual, resultam na producéo
de aloxano, 5-hidroxihidantoina, acido parabanico e uréia, além da alantoina
(STRUCK; ELVING, 1965; GOYAL; BRAJTER-TOTH; DRYHURST, 1982; VOLK;
YOST; BRAJTER-TOTH, 1989).
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Figura 18. Mecanismo de eletro-oxidagao do acido Urico, para pH>pKa.
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Fonte: Adaptado de Goyal, Brayter-toth, Dryrurst (1982)

5.3 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DA GUANINA

5.3.1 Voltametria Ciclica

Reacdes redox da GUA 100 umol L* sobre um ECV, previamente tratado
eletroquimicamente, foram investigadas a partir da VC, VPD e VOQ, em meios
aguosos, o eletrélito tampdo acetato, pH = 4,3 e tampéao fosfato pH = 7,0. Os
voltamogramas ciclicos da GUA foram sempre registrados de 0,0 V até 1,2 Ve v =
100 mV st. Em meio &cido, os voltamogramas sucessivos da GUA detectaram no
sentido direto um anico pico 1a em Epia= 0,90 V, com lp1a= 7,03 PA, relacionado com
a sua eletro-oxidagdo (OLIVEIRA-BRETT; DICULESCU; PIEDADE, 2002), ja no
sentido reverso, ocorreu um processo catodico em Epic = 0,85 V, com baixa corrente
de pico, Figura 19A, (FERAPONTOVA, 2004).

Em pH fisioldgico, Figura 19B, a eletro-oxidacdo da GUA foi complexa e varios
processos redox foram identificados. Na primeira varredura no sentido direto foram
detectados dois processos anodicos subsequentes, 1a e 2a, em Epia= 0,75V com lp1a
= 10,35 PA e Ep2a = 0,97 V e lp2a = 145 nA, respectivamente. Nas varreduras
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sucessivas foi detectado o par redox 3c/3a em Epscza= 0,38 /0,33 V, em concordancia
com resultados anteriores da literatura (OLIVEIRA-BRETT; DICULESCU; PIEDADE,
2002; GOYAL; DRYHURST, 1982).

Para estabelecer o transporte de massa da GUA do seio da solugcédo até a
interface carregada do eletrodo, foi realizado um novo experimento com a VC, por
meio de uma solugdo de 100 pumol L1, em tampéo fosfato pH = 6,99, em uma janela
de potencial de 0,0 V a 1,2 V, em diferentes velocidades de varredura (10 a 500 mV
s1), o qual resultaram varios voltamogramas com dados eletroquimicos similares de
voltamogramas ciclicos anteriormente obtidos em experimentos conduzidos neste
meio. Os voltamogramas apresentaram dois picos anédicos, ocorridos nos potenciais
de Epia~ 0,85 V, relacionado com a eletro-oxidagédo da guanina e em Ep2a~ 1,03 V,
referente a oxidacdo do produto do processo la, um dimero (OLIVEIRA-BRETT;
DICULESCU; PIEDADE, 2002). E no sentido catddico, verificou-se a presenca do pico
2c em Ep2c = 0,37 V, Figura 19.

Figura 19. Voltamogramas ciclicos sucessivos da GUA 100 umol L-1 em ECV em: (A) tampéo

acetato, pH= 4,3 e (B) tampao fosfato, pH = 7,0. Primeira varredura (==).

] ls 14 4 1a
4 124

10 4

8-
i <i 2a
= 44 = 6-
r 44
24
4 24 3a
0+ 0
&—f 1c 1 c
v T v Y T T T T v T v T P — T ¥ 36. v T v T T T v T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
EIV (Vs. Ag/AgCl) E/V (Vs. Ag/AgCl)

Por meio destes voltamogramas, foi possivel, através da relacdo entre a raiz
guadrada da velocidade de varredura e a corrente do pico la, no qual, foi possivel
atestar pelo coeficiente de correlagéo linear R = 0,994, que a GUA tem transporte de

massa do seio da solucéo para a interface do eletrodo controlado predominantemente
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por difuséo, em concordancia com dados anteriores (PRAMANIK; KARKAMAR; DAS,

2023), Figura 20.

Figura 20. Varreduras sucessivas da GUA 100 pmol L-1 em pH= 7,0, tampé&o fosfato, em diferentes

velocidades de varredura (10-400 mV s1).
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5.3.2 Voltametria de Pulso Diferencial
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Os experimentos também foram conduzidos com a técnica de VPD, com v =5

mV s e com janela de potencial de 0,0 V até 1,2 V. Nos testes realizados na GUA

100 umol L em pH = 4,3, foi possivel verificar apenas uma reacédo de oxidacdo no

potencial de Ep1a= 0,88 V e com lp1a = 4,25 PA, relacionada com a eletro-oxidacao da

GUA, Figura 21A. Ja nos testes realizados em pH = 7,0, os voltamogramas de PD

apresentaram dois picos, 0s picos 1a e 2a em Ep1a = 0,68 V, com lp1a= 9,02 HA e em

Ep2a= 0,93 V, com Ip2a = 517 nA respectivamente, no qual, evidenciam duas reacoes

subsequentes, a oxidacdo da GUA e de um de seus produtos, o dimero (OLIVEIRA-

BRETT; DICULESCU; PIEDADE, 2002), Figura 21B.
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Figura 19. Voltamogramas sucessivos de PD da GUA 100 umol L-* tamponada em tamp&o acetato,

pH = 4,3 (A) e em tampéo fosfato, pH = 6,99 (B). Primeira varredura (==).
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5.3.3 Voltametria de Onda Quadrada

Também foram realizados experimentos com a GUA com a técnica de VOQ, v
=50mV stde0,0Vaté 1,2V, a concentracdo de 100 umol L, os testes conduzidos
com o pH = 4,3, foi verificado a presenca de um unico pico, o pico 1a em Epia= 0,86
V com lp1a = 8,16 YA, no voltamograma resultante com linha de base corrigida, Figura
22A e 22C. Os experimentos realizados em pH = 7,0, indicaram a oxidacdo da GUA
ocorreu em 0,68 V com lp1a = 8,60 pA. Em ambos os pHs a separacao da corrente
total para corrente direta e reversa, indicou que o0 processo la ocorre

irreversivelmente.



Figura 20. Voltamograma de OQ da GUA 100 pymol L1 no ECV em: (A) e (C) tampéo acetato (pH =
4,3) e (B) e (D) tampéo fosfato (pH = 7,0). (A) e (B) com a primeira varredura (==). Para (C) e (D),

(==) varredura no sentido direto, (==) varredura no sentido inverso e (==) voltamograma resultante.
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Inicialmente, podemos notar que para GUA 0s processos ocorridos em meio
acido, aconteceram em potenciais mais positivos, em relacdo aos mesmos processos
ocorridos em condic6es de pH fisiolégico, devido a maior quantidade de entidades de
guanina desprotonadas em relagcdo a mesma submetida a pH’s mais acidos, Figuras
20, 21 e 22.

Ainda nos processos ocorridos em pH fisiolégico, temos os picos 3c e 3a, no
qual, foi associado com a reducao reversivel do produto da oxidacdo da GUA, a 8-
0xoGUA (OLIVEIRA-BRETT; DICULESCU; PIEDADE, 2001), respectivamente, se
tratando de um par redox, Figura 20B, no qual, o pico 3a sO € observado a partir da
segunda varredura. O pico 2a evidencia a producdo de dimeros, que por sua vez
diminuem substancialmente a intensidade dos demais processos redox, devido a

formacao de filmes resistivos na face do eletrodo e também faz com que a partir dos
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registros sucessivos o pico la seja deslocado para valores de potenciais maiores,
Figuras 20B e 21B.

5.3.4 Mecanismo de Eletro-oxida¢édo da Guanina

A eletro-oxidacao da GUA foi bem estudada e é bem estabelecida na literatura,
utilizando diferentes técnicas eletroquimicas e sobre diferentes eletrodos sdlidos,
principalmente eletrodos de carbono (GOYAL; DRYHURST, 1982; OLIVEIRA-BRETT,;
DICULESCU; PIEDADE, 2001; FERAPONTOVA, 2004; DICULESCU; PIEDADE;
OLIVEIRA-BRETT, 2007).

De acordo com a literatura, inicialmente a GUA sofre a perda de 1 elétron e um
préton gerando um radical, associada com o pico la, o radical pode dimerizar, e na
sequencia ser eletro-oxidado (pico 2a), Figura 18B e 19B (LI; BATCHELOR-
MCAULEY; COMPTON, 2010). Além disso, o radical paralelamente pode reagir com
a agua, perdendo mais um préton e um elétron e gerando a 8-oxoGUA. A 8-oxoGUA
€ um produto eletroativo sofrendo uma eletrorreducao reversivel no ECV, referente
aos picos 3c/3a, Figura 18B (GOYAL; DRYHURST, 1982; SUBRAMANIAN;
DRYHURST, 1986; OLIVEIRA-BRETT; DICULESCU; PIEDADE, 2001; DICULESCU;
PIEDADE; OLIVEIRA-BRETT, 2007). A cinética da eletro-oxidacdo da GUA no ECV
dependia fortemente do pH, da janela e da velocidade de varredura de potencial.
Assim, na VC e na VOQ, em velocidades maiores, o processo 1c foi mais facilmente
detectado, uma vez que correspondia a eletrorreducdo do radical intermediario
instdvel (FERAPONTOVA, 2004), Figura 23. Em velocidades de varredura mais
baixas os voltamogramas ciclicos e de PD detectaram facilmente o processo 2a. Nos
nossos resultados experimentais o processo reversivel de eletrorreducdo da 8-
oxoGUA foi detectado apenas por CV em meio neutro. As técnicas voltamétricas
demonstraram claramente potencialidade em detectar, esclarecer e auxiliar na
compreensao da oxidacao de espécies biologicas em condicbes adequadas, meio

aguoso e tamponado em pH fisiolégico, neste caso da GUA.
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Figura 21. Mecanismo de eletro-oxidacdo da GUA.
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5.4 QUANTIFICACAO DO ACIDO URICO E DA GUANINA

5.4.1 Escolhadatécnica para quantificar o AU e a GUA.

Testes com uma solucdo de AU e GUA 10 umol L foram conduzidos por VC,
VPD e VOQ, em tampao fosfato, pH = 7,0, com o intuito de selecionar a técnica
voltamétrica mais adequada para aplicacdes analiticas, para deteccao e quantificacédo
simultaneamente desses analitos.

Com a técnica de VC, executada com v = 100 mV s, foi possivel obter um
voltamograma com dois picos bem definidos no sentido anodico da varredura, onde o
ocorrido em Epau = 0,34 V e com Ipau = 545 nA, relativo a eletro-oxidagao do AU
(GOYAL; BRAJTER-TOTH; DRYHURST, 1982), e um segundo, mais positivo, em
Epcua = 0,72 V e com lpcua = 2.94 pA, relativo a eletro-oxidacdo da GUA (GOYAL,
DRYHURST, 1982), Figura 24A.

Em sequéncia, testes também foram conduzidos com a técnica de VPD,
executado com v = 10 mV s, o qual resultou um voltamograma com dois pico

subsequentes bem definidos, um primeiro em potencial menos positivo, em Epau =
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0,29 V e com lpau = 640 nA | relacionado com a eletro-oxidacdo do AU (GOYAL;
BRAJTER-TOTH; DRYHURST, 1982), um segundo em Epcua = 0,65 V e com lpcua =
3.48 PA, relacionado com a eletro-oxidacdo da GUA (GOYAL, DRYHURST, 1982)
Figura 24B.

E através da técnica de VOQ, executada em v = 50 mV s, registrou dois
processos anodicos principais. No voltamograma resultante, com linha de base
corrigida, podemos observar os processos em Epau= 0,30 V com lpau = 456 nA e Epcua
= 0,66 V com lpcua = 4.42 pA (GOYAL; BRAJTER-TOTH; DRYHURST, 1982) Figura
24C.

Figura 22. Voltamogramas ciclicos (A), de PD (B) e de OQ (C) em uma solugdo com de AU e GUA 10

umol L1 em tampéo fosfato, pH = 7,0.
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Devido aos processos eletroquimicos ocorrerem em potenciais menos positivos

em pH = 7,0, como visto nos experimentos preliminares, com ambos AU e GUA a

1.2
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concentracdo de 100 pmol L isolados, Figuras 14, 16, 17, 19, 21 e 22. Optou-se por
analisar o comportamento eletroquimico de AU e GUA, ambas a 10 pmol L%
simultaneamente para verificar a interacdo de ambos os analitos sob uma situacao
controlada para posteriormente vir a ser quantificado, no qual, foi verificado que se
comportam como previsto na literatura (PRAMANIK; KARKAMAR; DAS, 2023).

Através da analise dos voltamogramas registrando o comportamento
eletroquimico do AU e da GUA simultaneamente, podemos levantar alguns critérios
que nortearam a escolha da técnica de VPD, ao qual, serdo quantificados ambos os
analitos individual e simultaneamente.

Todas as técnicas detectaram claramente os picos anddicos do AU e da GUA
e € possivel evidenciar uma maior sensibilidade para deteccdo da GUA uma vez que
para concentracdes equivalentes o sinal (corrente de pico) era significativamente mais
intenso para ultima, TABELA 3. Em relacéo a sensibilidade (larguras de meia altura,
W312) os resultados de VPD foram mais satisfatorios, uma vez que para ambos o0s
analitos foram menores em relacdo a VC e VOQ, para o AU e em relacdo a VC para
a GUA, menores larguras a meia altura denotam picos mais estreitos e picos mais
definidos, consequentemente, maior sensibilidade (BRETT; OLIVEIRA-BRETT,
1993), TABELA 3. Uma vez que o AU mostrou sinais analiticos de menor intensidade,
em comparacdo com a GUA, na VPD, a relacdo de corrente maior e largura a meia
altura menor denotam valores que indicam uma situacao onde a sensibilidade para o
AU foram melhores em relacdo a VC e VOQ. Por ultimo, os resultados de PD
demonstraram uma maior predilecdo ao apresentarem apenas 0s processos de eletro-
oxidacdo dos analitos, portanto, foram mais sensiveis e seletivos em relacdo a
deteccao e quantificacdo do AU e da GUA, TABELA 3.

Tabela 3. Dados de corrente de pico () e largura a meia a altura (Wz12) de VC, VPD e VOQ, em uma
mistura AU e da GUA 10 pM, sobre ECV.

AU GUA
I (NA) / W12 (mV) [ (LA) / Wiz (mV)
VvC 545 nA /59 mV 2,63 pA /69 mV
VPD 640 nA / 66 mV 3,48 yA /75 mV

vVOQ 456 nA /76 mV 4.42 pA /75 mV
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5.4.2 Quantificacdo do AU

A partir de um volume definido (4 mL) de tampao fosfato pH = 7,0 contidas em
um béquer, foram adicionadas em sequéncia 20, 20, 62, 108 e 114 yL de uma solucao
méae de AU 100 pumol L, de maneira a preparar in situ as concentragées de 0,498,
0,990, 2,487, 4,988 e 7,493 umol L' de AU. A medida que eram adicionados os
volumes predefinidos da solugdo mae, eram submetidos a andlise na técnica de VPD,
a cada inser¢do, de 0,0 V até 1,2 V, com v = 10 mV s, em tampéo fosfato, pH = 7,0,
no ECV sem limpeza entre as analises, realizados em triplicata, em que apresentaram
picos ocorridos em Ep1a=0,29 V e lp1a= 13 nA, referente a concentracéo de 0,498 pmol
Lt e variavam até lp1a = 0,28 pA, relativo com a concentracdo de 7,493 pmol L7,
Figura 25, onde o respectivo pico esta associado a eletro-oxidacao do AU a DQE, que
sofre diversos processos degradativos podendo gerar produtos nao eletroatrativos
como a alantoina, , aloxano e uréia e eletroativos como a 5-hidroxihidantoina e o &cido
parabanico (GOYAL; BRAJTER-TOTH; DRYHURST, 1982; VOLK; YOST; BRAJTER-
TOTH, 1989).

Ainda por meio dos dados anteriormente obtidos, foi possivel estabelecer uma
relacdo entre concentracdo e corrente de pico, no qual, na faixa de concentracdo de
0,498 pumol Lt até 7,493 umol L, foi obtida um excelente coeficiente de correlacdo
linear de R = 0,996, da média das correntes, Figura 25. Ainda foi calculado o limite de
deteccado (LOD) e de quantificacdo (LOQ) para este sistema, com a equacgao da reta
de Ipa, Y = 4.063x102[AU] - 1.20157x108, no qual, o LOD pode ser obtido pela férmula
30/SeolLOQ através da férmula 100/ S, onde, o € o desvio padrao e S € a inclinacéo
da reta, onde o LOD = 0,54 pmol Lt e LOQ = 1,79 umol L.
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Figura 23. Voltamograma e curva analitica em ECV do AU, nas concentrag6es de (a) 0.498, (b)
0,990, (c) 2,487 (d) 4,988, (e) 7,493 pmol L registrados em tampéao fosfato pH= 7,0.
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5.4.3 Quantificacdo da GUA

Em um béquer contendo 4mL de tampéo fosfato de pH = 7,0, foram preparadas
as solucbes de 0,498, 0,990, 2,487, 4,988, 7,493 e 9,991 umol L de GUA,
adicionando 20, 20, 62, 108, 114 e 120 pL de uma solugcdo méae de 100 pumol Lt de
GUA. A cada volume da solugcdo mae admitido na solugcéo, a mesma era submetida a
analises com a técnica de VPD, em uma janela de potencial de 0,0 V até 1,2 V, com
velocidade de varredura de 10 mV s, em tampéo fosfato, pH = 7,0, sobre o ECV sem
limpeza entre as analises. Os testes foram realizados em triplicata.

Foram observados processos eletro-oxidativos em Epia ~ 0,69 V, onde
ocorreram com as variacdes das concentragdes a variacao da sua corrente de lpia =
59 nA até lp1a= 1.44 pA, de concentracdo de 0,498 umol L* e a concentragédo de 9,991
umol L, respectivamente. Também ocorreram outros processos eletro-oxidativos, o
pico 2a no potencial de Ep2a~ 0,77 V, associado a eletro-oxidacéo do dimero formado
a partir da reacao de dois radicais gerados no processo redox anterior, registrados no
pico la, e um terceiro, 0 pico 3a, o potencial de Epza ~ 0,34 V (OLIVEIRA-BRETT;
DICULESCU; PIEDADE, 2002), Figura 26. Ambos o0s processos eletroquimicos, 0s
picos 2a e 3a, possuem baixa intensidade e ndo interferem na identificagdo do pico
principal, o pico la e ndo chegaram a interferir na quantificacdo da guanina.

Os processos eletro-oxidativos registrados no pico 1a, apresentaram correntes
de picos proporcionais as concentra¢des preparadas, no qual, foi possivel constatar

um excelente coeficiente de correlacdo linear de R = 0,999, da média das correntes,
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Figura 26. Com o e equacdo da reta de Y = 1.458x10[GUA] - 7.86358x10°
encontrados na correlacdo, foi possivel calcular o LOD e o LOQ, no qual, foram

encontrados os valores de 0,21 pmol L e 0,72 umol L, respectivamente.

Figura 24. Voltamograma e curva analitica em ECV da GUA, nas concentragfes de (a) 0.498, (b)
0,99, (c) 2,487 (d) 4,988, (e) 7,493, (f) 9,991 umol L registrados em tampao fosfato pH= 7,0.
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5.4.4 Quantificagdo do AU e da GUA simultaneamente

A partir de um volume definido em 4 mL de tampéo fosfato, foram preparadas
as solucdes de AU e GUA, nas concentracdes equivalentes 1/1 de 0,498, 0,990, 2,487,
4,988 e 7,493 umol L?, adicionando 20, 20, 62, 108 e 114 pL, da solucdo mae,
contendo de AU e de GUA 100 umol L sucessivamente anteriormente a cada teste
com a técnicade VPD. Em uma janela de potencial de 0,0 V até 1,2 V, com velocidade
de varredura de 10 mV s, em tampéo fosfato, pH= 7,0, no ECV sem limpeza entre
as analises, foram as condicfes de testagem. Todos os resultados foram executados
em triplicata.

Os voltamogramas gerados, apresentaram a presenca de dois picos anddicos,
ambos representados com as siglas designadas para as espécies quimicas em
analise, associadas aos picos ali expostos, Figura 27, onde, 0 primeiro pico, Epau ~
0,29 V,(seguindo o sentido da varredura, do menos positivo ao mais positivo), esta
associado a eletro-oxidagéo do acido urico (GOYAL; DRYHURST, 1982), e o0 segundo
mais positivo, em Epcua = 0,66 V, associado a eletro-oxidacdo da GUA (OLIVEIRA-
BRETT; DICULESCU; PIEDADE, 2002), com picos que se estendem de lpau = 16,6

nA, até lpau = 248 nA, equivalentes a concentracdo de 0,498 e 0,991 umol L7,
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respectivamente, para o AU e as correntes de lpcua = 159 nA até lpycua = 1,89 UA,
respectivamente, proporcionais as concentracdes de 0,498 e 0,991 umol Lt da GUA.
As correntes observadas no pico associado ao processo eletro-oxidativo do AU e as
correntes de pico da GUA se demonstraram proporcionais as concentracoes de,
sendo assim, os valores médios de corrente demonstraram um excelente coeficiente
de correlacéo de R = 0,996, para o0 AU e R = 0,991 para a GUA, Figura 27. Para o
AU, foi encontrada a equacédo da reta, Y = 3.617x102[AU] - 6.84899x10°, LOD =0,51
umol L1 e o LOQ = 1,70 umol L. J& para a GUA, a equacéo da reta foi de Y =
2.0013x10Y[GUA] + 1.37912x107, LOD = 0,82 umol L* e 0 LOQ = 2,73 umol L.

Figura 25. Voltamogramas de DP e curva analitica em ECV da mistura de AU e GUA, nas
concentracdes equivalentes de (a) 0.498, (b) 0,990, (c) 2,487, (d) 4,988, (e) 7,493 pmol L registrados
em tampao fosfato pH= 7,0.
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Através dos dados obtidos através de analise simultdnea com voltametria, de
ambos AU e GUA, é possivel comparar com outras producdes, TABELA 4, de maneira
a evidenciar o desempenho dos métodos analiticos baseados em voltametria com o
ECV e o eletrodo de pasta de grafite modificado e LOD’s com valores proximos, para

efeito de comparacao, com os valores encontrados neste trabalho.
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A lista de métodos vao desde o ECV com a técnica de VOQ (JOHN, 2005), o

eletrodo de pasta de carbono modificado com ferrato de neodimio (NdFeO3s/PG), com

a técnica de VPD (KUMAR et al, 2019) ao eletrodo de pasta de carbono modificado
com manganato de niquel (NiMn204 /PG), com a técnica de VPD (PRAMANIK;

KARKAMAR; DAS, 2022).

Tabela 4. Comparacado de métodos eletroanaliticos para a deteccdo AU em presenca de interferentes

e de GUA em presenca de interferentes.

Faixa _
_ ) LOD _ Tipo de .
Analito metodo pH linear _ Referéncia
(umolL-t) interferente
(umolLt)
0,498 - .
AU VPD-ECV 7,0 0,51 Guanina Este trabalho
7,493
Acido
AU VOQ-ECV 4.0 1 - o (JONH, 2005)
ascorbico
VPD- . (KUMAR et al,
AU 5,0 0,32 1-120 Guanina
NdFeO3/PG 2019)
(PRAMANIK;
VPD- .
AU _ 5,0 0,4 3-120 Guanina KARKAMAR;
NiMn204 /PG
DAS, 2022)
0498-
GUA DPV - ECV 7,0 0,82 Acido urico  Este traballho
7,493
VPD- L (KUMAR et al,
GUA 5,0 0,3 0,5-100 Acido urico
NdFeO3/PG 2019)
(PRAMANIK;
VPD- e s
GUA ) 5,0 0,4 0,5-100 Acido urico KARKAMAR;
NiMn204 /PG
DAS, 2022)

6. CONCLUSAO

As respostas voltamétricas de um ECV foram investigadas utilizando como

prova o par redox [Fe(CN)e*’* e foram bem satisfatérias com excelentes

desempenhos analiticos. De acordo com os resultados eletroquimicos na técnica de
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VC, foi possivel mensurar, através da equacédo de Randles-Sevcik, a area eletroativa
do ECV utilizado, de 0,047 cm? e calculado a sua area real ativa de 66%.

O comportamento redox das purinas AU e GUA em meios aquosos, foram aqui
investigados por meio das técnicas de VC, VPD e VOQ, sobre o ECV, em condi¢des
experimentais controladas, em tampao acetato, pH acido (pH = 4,3) e em tampéo
fosfato, o pH fisiologico (pH = 7,0). A técnica voltamétrica escolhida para a
quantificacdo do AU e da GUA, foi a técnica de PD, em meio fisiologico (pH = 7,0).

O comportamento redox do AU foi observado sobre o ECV, no qual, na eletro-
oxidacao do AU ocorreu em um Unico processo, dependente do pH, com a perda de
dois prétons e dois elétrons, associado com a formacédo de um intermediario, DQE,
gue pode tanto ser reduzido a AU novamente, quanto pode seguir degradando até a
alantoina, esta segunda € a via mais propensa de ser seguida. Através de multiplos
voltamogramas na técnica de VC, foi verificado que os processos redox identificados
foram controlados a partir de um transporte de massa por difuséo.

A quantificacdo do AU foi realizada no ECV, somente na técnica de VPD, em
pH fisioldgico, no qual, através das correntes dos picos relativos a eletro-oxidagéo do
AU, em diferentes concentracdes, foram detectados de maneira inequivoca mesmo
na presenca da GUA, o que pode ser evidenciado dos coeficientes de correlagcéo
encontrados de 0,996 e 0,996, para o AU apenas e em presenca da GUA,
respectivamente. Também foi possivel calcular o LOD e o LOQ para o AU apenas, de
0,54 e 1,79 umol L1, respectivamente e para o AU, e em presenca da GUA que foi de
LOD =0,51 pmol L e 0 LOQ = 1,70 umol L.

O comportamento redox da GUA foi investigado em ECV, onde, na eletro-
oxidacao da GUA ocorreu em uma Unica etapa, dependente do pH, no qual ocorreu a
perda de um préton e um elétron, originando um radical instavel que pode dimerizar
ou pode reagir com a agua para a formacdo de 8oxoGUA. Foi observado também a
ocorréncia de um processo redutivo de um par redox da guanina, atribuido a reducéo
de um suposto radical, observado nos voltamogramas de VC e OQ. Através de
multiplos voltamogramas, em diferentes velocidades de varredura, no qual foi possivel
constatar que o transporte de massa da GUA ocorreu predominantemente por difusao.

Os estudos conduzidos através da técnica de VPD, em pH fisiol6gico, pela
eletro-oxidacdo da GUA, em diferentes concentracdes, no qual, pelas intensidades
correntes de pico obtidas, permitiu uma deteccdo sem pormenores da GUA, onde,

pbde ser constatado nos coeficientes de correlagdo de 0,999 e 0,991, para apenas a
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GUA e para GUA em presenca do AU, respectivamente. Através destes testes na
técnica de VPD, foi possivel obter os LOD e de LOQ para GUA, no qual, apenas para
GUA, foram de 0,21 umol L* e de 0,72 umol L, respectivamente. Em presenca do
AU, os valores de LOD e LOQ foram de 0,82 pmol L*! e 2,73 pmol L7,
respectivamente.

Estes resultados demonstram as capacidades das técnicas voltamétricas nos
estudos de comportamento redox, bem como, estudos cinéticos e de para
quantificacdo de substancias eletroativas, portanto, este material foi produzido
apresentando diversos resultados, no qual, poderdo ser utilizados como material
suporte em aulas de disciplinas de eletroquimica e eletroanalitica no curso de quimica
da UFRPE.
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