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RESUMO

A 2,6-dicloro-1,4-benzoquinona (DCBQ), um subproduto do processo de desinfec¢ao
da dgua, € uma molécula altamente reativa e apresenta um ciclo redox com seus radicais
semiquinonas que levam a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO). Essas
espécies podem causar estresse oxidativo grave dentro de células por meio da formacdo de
macromoléculas, como lipidios oxidados, proteinas e DNA. A compreensdo de como isso
ocorre ¢ muito complexa e os danos celulares gerados se ddo por meio de alquilacdo de
proteinas e/ou DNA. Diante disso, um estudo do comportamento eletroquimico da DCBQ
antes e ap0s a sua degradacdo em solucdo aquosa sobre eletrodo de carbono vitreo (ECV) e
a investigacdo da DCBQ com DNA, utilizando biossensores eletroquimicos de dsDNA (do
inglés double stranded Desoxyribonucleic Acid), foram realizados. A DCBQ foi
investigada inicialmente por voltametria ciclica (VC), apresentando um processo reversivel
no intervalo de pH de 3,7 a 12,6. Por voltametria de pulso diferencial (VPD) observou-se
que o potencial de pico da DCBQ € dependente do pH da solucdo até pH 9,2. Apds
varreduras de potencial sucessivas, observou-se a formacdo de um produto de oxidacdo
reversivelmente oxidado em um processo dependente do pH até pH 5,4. O comportamento
eletroquimico da DCBQ e do seu produto de oxidacdo foram investigados por VOQ,
confirmando, assim, a reversibilidade desses dois processos redox em toda a faixa de pH
estudada. Apds vdérios periodos de incubacdo, em diferentes eletrdlitos, a degradacdo
espontanea da DCBQ foi detectada eletroquimicamente pelo decaimento da sua corrente de
pico e o aparecimento de um novo pico de oxidacdo, em potencial menos positivo. A
oxidacdo da DCBQ degradada € um processo reversivel e dependente do pH para valores
de 3,7 <pH < 6,0. A degradacao da DCBQ em solu¢do aquosa foi confirmada por meio de
experimentos realizados por espectrofotometria UV-Vis. Utilizando solu¢des de dsDNA
incubadas e biossensores eletroquimicos de dsDNA, observou-se que a DCBQ e o(s)
pdDCBQ (produtos de degradagdo da DCBQ) interagiram com o dsDNA, através da
liberagdo das bases Gua e Ade. A interagdao da DCBQ-dsDNA ndao mostrou nenhum dano
oxidativo causado ao DNA pelo(s) produtos(s) formados pela DCBQ, visto que a 8-
oxoGua/2,8-DHA ndo foi detectada. Uma metodologia analitica, utilizando microeletrodo
de ouro e VOQ foi desenvolvida para a determinacdo da DCBQ, obtendo-se um intervalo
linear de 19,9 a 291,0 umol L com limites de deteccdo e de quantificacdo de 6,1 e 20,3

umol L™, respectivamente.

Palavras-chave: 2,6-dcloro-1,4-benzoquinona, Degradagdo, Voltametria, DNA.



ABSTRACT

The 2,6-dichloro-1,4-benzoquinone (DCBQ), a subproduct of the water disinfection
process, is a highly reactive molecule and has a redox cycle with its semiquinone radicals
that lead to the formation of reactive oxygen species (ROS). These species can cause severe
oxidative stress in cells leading to the formation of macromolecules, such as oxidized
lipids, proteins and DNA. The induced cell damage occur through alkylation of proteins
and/or DNA, moreover understanding how this occurs is very complex. Thus, the study of
the electrochemical behaviour of DCBQ before and after degradation in aqueous solution
on glassy carbon electrode, as well as the investigation of DCBQ and DNA using dsDNA-
electrochemical biosensors were performed. The DCBQ showed a reversible process at pH
range from 3.7 to 12.6 when was evaluated by cyclic voltammetry. For differential pulse
voltammetry the peak potential of DCBQ was pH-dependent until pH 9.2. After successive
scans occurred the formation of a reversible oxidation product in a pH-dependent process to
pH 5.4. The electrochemical behaviour of DCBQ and its oxidation products was also
investigated by square wave voltammetry. The reversibility of these two redox processes
was confirmed in a wide range of pH. By varying incubation time and electrolyte solutions,
DCBQ showed spontaneous degradation which was electrochemically detected by the
decrease of the current peak and appearance of a new oxidation peak at less positive
potential. The oxidation of the degraded DCBQ was a reversible and pH-dependent process
in the pH values of 3.7 < pH < 6.0. Moreover, the degradation of DCBQ in aqueous
solution was confirmed by UV-Vis spectrophotometry experiments. Using incubated
dsDNA solutions and dsDNA-electrochemical biosensors, it was observed that the DCBQ
and pdDCBQ interacted with the dsDNA, through the release of the bases Gua and Ade.
The interaction of DCBQ-dsDNA did not show any oxidative damage to DNA by the
product(s) formed by DCBQ, since the 8-oxoGua/2,8-DHA was not detected. An analytical
methodology for the determination of DCBQ, using gold microelectrode and square wave
voltammetry, was developed in the range of 19.9 to 291.0 umol L. The detection and

quantification limits of 6.1 and 20.3 umol L™, respectively were detected.

Keywords: 2,6-dichloro-1,4-benzoquinone; Degradation; Voltammetry; DNA.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS
L. INTRODUGAO. ..ot 16
2. 0BIETIVOS ..ttt ettt ettt sa e st e s bt e et e e saeeeaeeas 18
2.1 GETAL et 18
2.2, ESPECTIICOS c.uttieiiieeiiee ettt ettt e et e et e e et e e st e e et e e sateeeesseeeesseeensseeensseeennseeennses 18
3. FUNDAMENTACAO TEORICA ........coooomiiieeeeeeeeeeeeeeeeeees s 19
3.1. Contaminantes emergentes (CE) ........coooiiiiiiiiiiiiiee e 19
3.1.1. Halobenzoquinonas (HBQS) ......ccueiriuiiiriiieiiiiieciie ettt svee e 19
3.2. Acido deSOXIITIDONUCIEICO ...........cveeveeeeeeeeeeeeeteeee e 21
3.2.1. Danos a0 DNA causados pOr QUINONAS ..........eeerueeerieeerireenriieenieeesieeesneeesveeenns 22
3.2.2. Eletroquimica do DNA ......cocoiiiiiiiie et 24
3.3. Técnicas VOILAMEIIICAS. ... .eevuviiriiniieiiieeiieeiee sttt st s seee s 25
3.3.1. MICTOCIEIIOAOS ...ttt sttt et e ea 26
4. MATERIAIS E METODOS .......ovtvuimirimmrrirrieressieesssessssessssesssssssssessssessssessssssssenns 27
4.1. REAZENLES € SOIUCOES ..eouvvieruiiieeiiieiiieeeiieesieeesiteeereteeeriteesteeeeaaeesnbreessbaeesseeesaseeeanes 27
4.2, INSIUMENTACAO ... eeiutieeiieeeiieeeiteeetteeetteesteeesibeeesateeensteeessseeesseeansaeessbaeessneessnseeennses 28
4.2.1. Medidas VOItAMEIICAS .....couverueeriiiiiieniieeieesie ettt ettt e 28
4.2.2. Medidas espectrofOtOMELTICAS. .....ccuvteeureeriieeeiieeeiieeeiee e eeieeesaee e eesaree s 29
4.2.3. Tratamento dos dados VOItamEIriCOS. .....ccceerierruierieriienieeieenieee e 30
4.3. Limpeza da superficie doO ECV .......cociiiiiiiiieeeeee e 30
4.4. Degradacdo quimica da DCBQ .......cccooviiiiiiiiiiiiiiecceeeeceeee e 30
4.5. Investigagdo voltamétrica da interagdo da DCBQ com DNA ..........cccceviiiennennen. 30
4.5.1. Preparacdo das solugdes de dsDNA incubadas..........c.ccoceeviiniiniiiniinieennennen. 31
4.5.2. Preparacdo do biossensor eletroquimico de dsDNA e procedimento de incubagdo
....................................................................................................................................... 31
4.6. Construcdo do microeletrodo de OUTIO.......c...cocueeriieiiieriiiiee e 31
5. RESULTADOS E DISCUSSAO .....cevvumiiiirirerieriesisseieeisesisessesssesssse e sssesesesesessones 33
5.1. Comportamento eletroquimico da DCBQ ........cccccoooiiiiiniiiiiiiiiienceeeeeeeeen 33
5.1.2 Voltametria CICHICA ..ccuveeiiiiiiiieeiie ettt et 33
5.1.3. Voltametria de pulso diferencial ............coccoovieriiiiieniienienicececeeee e 35

5.1.4. Voltametria de onda qUadrada ..........ccccceocueevieriiinienieeieecceeee e 38



5.2. Comportamento eletroquimico da DCBQ degradada.............coceeviiniiiiniinicnninnen. 39

5.2.1. Voltametria CICHICA ....covueiiiiiiiiiiieee ettt e 39
5.2.2. Voltametria de pulso diferencial ............cccceeeriieeriieeiiieeiee e 40
5.2.3. Voltametria de onda quadrada ...........ccceevvueeeriieeiiieeiieeceeeeee e e 43
5.3. Anadlise espectrofotométrica da DCBQ .........ccovieeiiiiiiiiiiiiieceeceeeee e 43
5.4. Interacdo da DCBQ com DINA ........oiiiiiiiiiieeieece et eree s 45
5.4.1. Avaliagdo voltamétrica da interacdo da DCBQ com dsDNA utilizando soluc¢des
de dSDINA INCUDAAAS ........oiiiiiiiiiieteeee et st 45
5.4.2. Avaliagdo voltamétrica da interacdo da DCBQ com dsDNA utilizando
biossensores de dSDINA ..ot 46
6. Metodologia para a determinag@o da DCBQ ........c.coooiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e, 48
6.1. Deteccao da DCBQ sobre microeletrodo de AU.........cceeeeveciiieeiiiiiieeeiiieeeeeieee e 48
6.2. Otimizagdo dos parametros da voltametria de onda quadrada .........c....ccoeveernneennnee. 51
6.2.1. Variagdo da frequéncia de aplicacdo dos pulSOS..........ceevueeeriieiniiieiniiieinieennnneen. 51
6.2.2. Variagdo da amplitude de aplicac@o dos pulSos..........ccoevueeriiieeniieiniieinieennneen. 52
6.2.3. Variagdo do incremento de potencial..........ccccueeevieeniiiiniiiiniieeniceeeeeeeen 53
6.2.4. CUrva analitiCa .......oovieriiieiierieee et 54
6.2.5. Limite de detecc¢do (LD) e Limite quantificacao (LQ) ....ccevvvveeviveeniieinieeennen. 55
7. CONCLUSAD.......coviriiiie ittt 58

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........oouiveieeeeeieeeeeeeeeeees e, 59



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura quimica da 2,6-dicloro-1,4-benzoquinona ..............cceeveeviiieenieeenneennn. 17
Figura 2. Estrutura do DNA de dupla h€lice. .........ccooeviiiiiiiiiiiieiie e 22
Figura 3. Mecanismo da oxidacdo da guanina [23]. ........cccceeriiiiiiniiinieniceieeceee e 23

Figura 4. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos sobre um eletrodo de carbono vitreo
em solugdo tampio acetato 0,1 mol L™, pH 4,5, com: 60 pg mL™" de ssSDNA (s+¢) 1% & (=)
10® varredura, ¢ 60 ug mL ™" de dsDNA (s#¢) 1 ¢ (=) 40? varredura de potencial [20]. ..... 24
Figura 5. (A) Potenciostato AUTOLAB PGSTAT. (B) Célula eletroquimica: (1) Eletrodo
de trabalho; (2) Eletrodo auxiliar e (3) Eletrodo de referéncia. .........cccc..cooevvvnnvvenieeeeeennnns 29
Figura 6. Voltamogramas ciclicos obtidos sobre ECV em solu¢do tampao acetato pH 4,5
(A), tampao fosfato pH 7,0 (B) e tampao borato pH 9,2 (C), saturado com Nj: (==) na
auséncia e (==) na presenca de DCBQ 1 mmol Lhv=50mV s, 34
Figura 7. A) Voltamogramas ciclicos obtidos sobre ECV a partir de uma solu¢do 1 mmol
L' de DCBQ em em tampdo fosfato pH 7,0, registrados em diferentes valores de
velocidade de varredura. B) Relagao 1, vs. V2 et 35
Figura 8. A) Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida da 1°
varredura obtidos ap6s a adi¢do de uma solugio 10 umol L' de DCBQ ao eletrélito suporte
em fun¢ao do pH. B) Grafico do (@) Ep ¢ (@) Ip do pico la vs. pH.....cccceevevveiinerennen. 36
Figura 9. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em solu¢do de DCBQ 10 pmol L
em tampao acetato pH 3,7: (==) 1%, (==) 2% & (=) 3% varreduras. ...........cceceerreerrrerrreenuennnen. 37
Figura 10. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida da 2° varredura
obtidos ap6s a adicdo de uma solu¢do 10 pmol L™' de DCBQ ao tampdo em funcdo do pH.
A) grafico 3D segunda varredura B) Grafico do (@) Ep e (@) Ip do pico 2, vs pH. .......... 38
Figura 11. Voltamogramas de onda quadrada obtidos apds a adicdo de 10 pmol L' de
DCBQ ao tampao acetato pH 4,5: (A) 1* e (B) 2* varreduras; I; — corrente total, Iy — corrente
AITELA, Jf) — COTTEITE TEVEISA. ..uueeeeeteeeiieeeeee e ettt e e e e e e e teeaeeeeeeeeeeseeaaanaeseseseeesananaaeseeeeen 38
Figura 12. Voltamogramas ciclicos obtidos ap6s 8 dias de incubagdo de solucdo de DCBQ

10 umol L'em tampao acetato pH 3,7: (==) 1%, (=) 2* & (==) 3* varreduras; v = 50 mV s

Figura 13. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida obtidos em
solucdo de DCBQ 10 pmol L™ em diferentes tempos de incubacio em: (A) tampdo acetato

pH 3.7, (B) tampao fosfato pH 7,0 e (C) tampao borato pH 9,2. ........cccocviiiiniiininiienes 41



Figura 14. Variacdo da corrente do pico la para O h, 24 h, 48 h e 8 dias de incubacdo em
tampao em funcdo do pH, com este variando de 3,7 @ 12,6. .....c.cceovveeeviieeiieeeieeeiee e, 42
Figura 15. A) Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida da 1°
varredura obtidos para uma solucio de DCBQ 10 umol L' em tampdo apés 8 dias de
incubagdo em funcdo do pH. B) Griéfico da variagdo do (@) E, e (@) I, com o pH para o
102 (o0 I T DO SRR RRUPSRPRR 42
Figura 16. Voltamogramas de onda quadrada obtidos apds 8 dias de incubagdo de solucdo
de DCBQ 10 pmol L™ em tampdo acetato pH 4,4: (=) 1* varredura; I, — corrente total, Iy —
corrente direta € Iy — COITENTIE INVEISA. ..uuuuneiiieeiireieeeeeeeeetteeereeeeeeeeereaaaenereseseeesssareaeseseeens 43
Figura 17. Espectros de absorcdo UV-Vis em solucdo de DCBQ 33,2 pmol L' em
diferentes tempos de incuba¢@o em: (A) tampao acetato pH 4,5 (B) tampao fosfato pH 7,0 e
(C) tampa0 bOTato PH 9,2, .....oiiiiiiiie ettt e 44
Figura 18. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida em tampao
acetato pH 4,5: dsDNA 50 pg mL ™" de controle (==) ¢ incubado com pdDCBQ 10 pmol L™
(27 dias de degradag@o em tampao acetato pH 4,5) durante (==) 10 min, (~) 2 e (==) 8 dias.

Figura 19. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida em tampao
acetato pH 4,5: biossensor de dsDNA 50 pg mL™" de controle (=) e incubado com DCBQ
50 umol L' durante (=) 10 min, (=) 24h, (=) 48h, (—) 72h & (=) 96h. .......cc.cevvvvver.... 47
Figura 20. Voltamogramas de onda quadrada e componentes de corrente para DCBQ
Immol L' em tampao fosfato 0,1 mol Lfl, em microeletrodo de ouro, com f = 10 Hz; a =
50 mV e incremento de varredura =5 MV. ...coooiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e 49
Figura 21. Voltamogramas de onda quadrada do microeletrodo de Au 15,45 pm de raio
obtidos em solug@o tampao fosfato na presenca de DCBQ 1 mmol L', com f=2Hz; a =50
mV e incremento de varredura = 6 MV........ccccooiiiiiiiiiiiiiiii e 50
Figura 22. A) Voltamogramas de onda quadrada obtido com microeletrodo de ouro em
solugdo tampao fosfato 0,1 mol L, pH = 4,5, na presenca de DCBQ 1 mmol L', em
diferentes frequéncias, amplitude 50 mV e incremento de varredura 3 mV. B) Gréfico de
corrente de pico (Ip) em fun¢do da raiz quadrada da frequéncia de pulsos aplicados. ......... 51
Figura 23. A) Voltamogramas de onda quadrada obtido com microeletrodo de ouro em
solu¢do tampdo fosfato 0,1 mol L, pH = 4,5, com adicdo da DCBQ 1 mmol L' em
diferentes amplitudes, frequéncia 2 Hz e incremento de varredura 3 mV. B) Grafico da

corrente de pico em funcdo da amplitude de PulSOS.........ceeveeeviieeriieeiieeeieeeee e 52



Figura 24. A) Voltamogramas de onda quadrada de uma solu¢gdo DCBQ 1 mmol L' obtido
com microeletrodo de ouro em solugdo tampdo fosfato 0,1 molL ™", pH = 4,5. Frequéncia 2
Hz e amplitude 50 mV. B) Dependéncia da corrente de pico da reducdo da DCBQ com o
incremento de potencial de Varredura. ...........coocueeriiiiiiiiiiiniieeiee e 53
Figura 25. A) Voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentragdes da DCBQ
sobre microeletrodo de ouro em solucdo tampao fosfato 0,1 mol L (pH 4,5) com
amplitude= 50 mV, incremento= 6 mV e f = 2 Hz. B) Curva analitica. ..........c.cccccvvrerneennn. 54
Figura 26. A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em solucdo tampao fosfato (pH =
4,5) contendo adi¢des sucessivas de 0,253 mmol L 'da DCBQ, utilizando microeletrodo de
Au de 15,45 um de raio, com a = 50 mV, f = 2 Hz e incremento = 6 mV e B) Curva de

recuperagao €m eletrOlito SUPOTTE. ...c...ueiruiiiiiiiiiii ettt 57



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

2,8-DHA
8-oxoGua
Ade
CBQs
CE

dAdo
dAdo
DBBQ
DCBQ
DCMQ
dGua
dGuo

DNA

dsDNA

ECV

ERRO

Gua

HBQs

2-8-dihidroxiadenina
8-oxoguanina

Adenina

Clorobenzoquinonas
Contaminantes Emergentes
Desoxiadenosina
Desoxiadenosina
2,6-dibromobenzoquinona
2,6-dicloro-1,4-benzoquinona
2,6-dicloro-3-metil-1,4-benzoquinona
Desoxiguanosina
Desoxiguanosina

Acido desoxirribonucléico (do inglés Desoxyribonucleic
Acid)

Acido desoxirribonucléico de cadeia dupla (do inglés double
stranded Desoxyribonucleic Acid)

Eletrodo de Carbono Vitreo
Potencial de pico

Espécies Reativas de Oxigénio
Frequéncia de pulso

Guanina

Halobenzoquinonas



HPLC-MS /MS Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
(do inglés High performance liquid chromatography - mass

spectrometry)
Iy Corrente inversa (do inglés backward current)
Iy Corrente direta (do inglés forward current)
I Corrente limite
I, Corrente de pico
MON Matéria Organica Natural
pdDCBQ Produto(s) de degradacdo da DCBQ
SPE Extracdo em Fase Mével

SPE- HPLC-MS /MS Extracido em fase solida-cromatografia liquida de alta
eficiencia-espectrometria de massa (do inglés Solid Phase
Extraction - High performance liquid chromatography- mass
spectrometry)

ssDNA Acido desoxirribonucléico de cadeia simples (do inglés single
stranded Desoxyribonucleic Acid)

TCBQ 2,3,6-tricloro-1,4-benzoquinona
v Velocidade de varredura

VC Voltametria Ciclica

vVOQ Voltametria de Onda Quadrada
VPD Voltametria de Pulso Diferencial
Wi Largura do pico a meia altura
AE, Amplitude de pulso

AE; Incremento de potencial

AE; Largura de pulso

T Tempo



16

1. INTRODUCAO

A necessidade do uso continuo da dgua, seja no consumo doméstico ou industrial,
torna este bem cada vez mais escasso no que tange principalmente a sua qualidade. Os
mananciais dos grandes centros urbanos sdo o destino final de vérios produtos de origem

industrial e doméstico que fazem parte do dia-a-dia da populagdo como um todo.

A acdo de vdrias intempéries, como temperatura, luminosidade, matéria organica
natural (MON), dentre outras, contribuem para que reacdes quimicas nesse meio
transformem esses produtos e subprodutos em contaminantes diversos que precisam ser

eliminados durante o processo de desinfec¢do destas 4guas para o reuso.

O desenvolvimento econdmico de todas as nagdes estd diretamente relacionado ao
processo de transformagdo quimica dos materiais, € junto com esse progresso, a polui¢ao
que se d4 devido ao descarte ambientalmente incorreto desses subprodutos quimicos, que
contribuem para a deterioragdo do solo, ar e dgua. H4, portanto, lacunas no que tange ao
desenvolvimento de legislagdes mais exigentes e principalmente uma maior fiscalizagdao
com o objetivo de minimizar os danos gerados até o momento e, sobretudo, evitar maiores

problemas futuros [1].

Os rejeitos oriundos de inddstrias, residéncias, hospitais e dreas agricolas, ao
entrarem em contato com os constituintes naturais presentes nas dguas, sofrem uma série de
reacoes que podem produzir compostos extremamente tOxicos em concentragdes
substancialmente pequenas (ng L™, ou seja, estes podem vir a provocar problemas
diversos, uma vez que os processos naturais como biodegrada¢do microbiana sao ineficazes
em suas eliminacdes [2]. Deve-se, por esse motivo, investir em processos de desinfec¢ao

cada vez mais eficientes com o intuito de remové-las [3].

Uma das formas de se evitar a proliferacdo de doencgas através de veiculagdo hidrica
€ a desinfec¢do da dgua, que € fundamental para inativar patégenos e eliminar possiveis
surtos de microrganismos. Porém, esse processo pode contribuir para a formagdo de
subprodutos de desinfec¢do, através da reacdo desses desinfetantes (cloro, cloraminas e
radiacdo ultravioleta) com a matéria organica natural, em 4agua [4]. H4, nesse processo,
formagdo de um grupo de compostos denominados halobenzoquinonas (HBQs) que se

enquadram na categoria de contaminantes emergentes (CE) [5].
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Em busca de uma prova direta de que os subprodutos de desinfeccdo, como
clorobenzoquinonas (CBQs), podem causar cancer de bexiga CHEN et [6], com uso de uma
espécie bacteriana E. coli (Eschericha coli) como modelo, confirmaram que esses
contaminantes, tais como 2,6-dicloro-1,4-benzoquinona (DCBQ), Figura 1, causaram

lesoes oxidativas no DNA e morte celular desta bactéria.

Figura 1. Estrutura quimica da 2,6-dicloro-1,4-benzoquinona

O
Cl | Cl

Os estudos encontrados na literatura para a determinagdo das HBQs em meio
aquoso e suas consequéncias em organismos vivos sdo frequentemente
espectrofotométricos e cromatogréficos, devido, principalmente, as baixas concentracdes
(ng Lfl) destas em 4gua e a sua elevada efici€ncia na identificacio e quantificagdo [2,3,4,7].
O método cromatogréfico, geralmente, leva muito tempo para uma unica andlise, devido
aos processos de pré-tratamento da amostra e separacao antes da detec¢do do sinal analitico

[8].

Tendo em vista a existéncia de outros métodos tidos como ndo convencionais, este
trabalho fard uso de métodos eletroquimicos, que se vale de uma vasta gama de eletrodos
que nos possibilitam sensibilidade, seletividade, simplicidade, custo moderado e

possibilidade de miniaturizagdo do método na identificacdo de diversos analitos [9].
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Estudar o comportamento eletroquimico da 2,6-dicloro-1,4-benzoquinona (DCBQ)

em meio aquoso, bem como a sua interagdo com DNA, além da obtencdo de uma nova

metodologia analitica para determinacdo desse contaminante.

2.2. Especificos

v

Investigar as propriedades redox da 2,6-dicloro-1,4-benzoquinona sobre eletrodo de
carbono vitreo (ECV), em eletrélito suporte em diferentes valores de pH, utilizando
voltametria ciclica (VC), voltametria de onda quadrada (VOQ) e voltametria de
pulso diferencial (VPD);

Investigar a degradacdo quimica da DCBQ nos diferentes meios estudados,
utilizando VC, VPD e VOQ;

Verificar a degradacdo espontainea da DCBQ em solucdo aquosa por
espectrofotometria UV-Vis;

Desenvolver e caracterizar os biossensores eletroquimicos de DNA, utilizando
VPD;

Investigar a interacio da DCBQ com DNA utilizando os biossensores
eletroquimicos de DNA e em solu¢des de dsDNA incubadas;

Investigar os mecanismos causadores dos danos oxidativos durante a interagao;
Desenvolver uma metodologia analitica para determinacdo de DCBQ, utilizando
VOQ;

Otimizar os parametros experimentais e voltamétricos, a fim de obter as melhores

figuras de mérito.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1. Contaminantes emergentes (CE)

O uso de dreas naturais para fins urbanos e industriais estd cada vez maior,
juntamente com o aumento populacional urbano. Em 2030, estima-se que 60% da
populagdo mundial viverd em d&4rea urbana e isso gerard um impacto dristico nos

ecossistemas e bacias hidrogréficas [10].

Os estudos ambientais acerca dos CE tém crescido ao longo dos anos. Estes
contaminantes podem ser definidos como uma substincia ou um microrganismo no qual a
ocorréncia deu-se recentemente e, portanto, muitos dos seus efeitos ainda sdo incertos. A
escassez de estudos mais detalhados sobre esse tema, no que tange a determinacio do seu
grau de interacdo com o meio ambiente, provocou na comunidade cientifica interesse na
sua determinacdo e catalogacdo, dividindo-os em classes. Algumas das classes investigadas

sdo os farmacos, os produtos de higiene pessoal, os plastificantes e os agrotéxicos [11].

A presenca destas substincias no meio ambiente propicia uma série de efeitos tais
como: desenvolvimento de microrganismos resistentes a antibiticos, mudanga na
reproducdo e padrdes migratérios de peixes devido a presenca de compostos estrogénicos,
além de ndo se conhecer os efeitos bioldgicos de misturas de micropoluentes complexos

[12].

Os diversos produtos de origem antropogénica, proporcionam desafios substanciais,
talvez insuperdveis para sua regulacdo e controle, tendo em vista a rapidez com que novas
drogas e compostos bioativos sdo produzidos, seus mecanismos de a¢do s@o novos para
sistemas bioldgicos, o que torna o impacto ao meio ambiente incerto [13]. O problema dos
CE é, portanto, a falta de conhecimento a médio ou longo prazo, tanto na saide humana,
quanto no ambiente terrestre e aquatico [14]. Isto constitui um problema de saide publica,
uma vez que esses compostos (CE) foram encontrados em sistemas de abastecimento de

agua potdvel [12].

3.1.1. Halobenzoquinonas (HBQs)

A citotoxicidade e genotoxicidade das HBQs t€m sido extensivamente estudadas e

apresentam um complexo mecanismo de acdo [7,15]. Derivados de quinonas podem ser
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toxicos as células por diferentes mecanismos, incluindo o ciclo redox, alquilagdo, indugdo
de quebras nas fitas do DNA e geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) [15,16,17].
As ERO (superdxido, peréxido de hidrogénio, etc.) podem ser formadas por meio do

radical semiquinona, um subproduto da reacdo redox das quinonas [15].

DU et al. [7] estudaram quatro HBQs, 2,6-dicloro-1,4-benzoquinona (DCBQ), 2,6-
dicloro-3-metil-1,4-benzoquinona (DCMBQ), 2,3,6-tricloro-1,4-benzoquinona (TCBQ) e
2,6-dibromobenzoquinona (DBBQ), que recentemente foram confirmadas como
subprodutos de desinfeccdo, na 4dgua potdvel. A DCBQ foi encontrada em 100% dos
sistemas analisados por DU et al. [7]. O estudo sugeriu que estes contaminantes sao
citotoxicos para células e essa toxicidade €, em parte, devido ao estresse oxidativo

relacionado a formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO).

QIN et al. [4], ao estudarem um conjunto de HBQs, dentre elas a DCBQ,
comprovaram que em dguas ndo tratadas este contaminante nio estava presente, € que apos
o uso de processos de desinfec¢do, como cloragdo, cloraminas e irradiacdo UV nas estacoes
de tratamento, este contaminante era gerado, tornando-se, portanto, um subproduto de
desinfeccido de dgua. Estes resultados sdo extremamente relevantes, uma vez que a

exposicao a DCBQ estd associada a casos de cancer de bexiga [4,7].

Com o desenvolvimento de técnicas mais sensiveis, como a extracao em fase sélida
(SPE, do inglés Solid Phase Extraction) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massa (LC/MS), ficou mais evidente a presenca desses compostos oriundos do processo
de desinfeccao da dgua. KOSAKA er al. [18] discorrem acerca de pesquisas feitas nos
EUA, Canada, Japdo, dentre outros, que comprovam que a DCBQ estd presente na dgua
potavel. Estudos sugerem vdrios precursores que levam a formagdo da DCBQ apds a
cloracdo, tais como, fenol, bisfenol A, produtos de higiene pessoal (lo¢des corporais e
protetores solares), além de aminas, que comprovam a formac¢ao desses compostos a partir

da matéria organica natural (MON) [18].

WANG et al. [19] utilizaram a extragdo em fase solida (SPE) com cromatografia
liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS) para analisar
dgua de piscina, que precisa ser clorada para ser utilizada. Perceberam que apds a adicdo do
agente comercial contendo hipoclorito de sédio para o tratamento da dgua da piscina, a
concentragdo de DCBQ aumentou com o tempo até atingir um valor midximo em 36h.
Houve, portanto, a deteccdo de concentragdes de DCBQ de 3,1 + 1,9 ng L' antes da

cloracdo e de 26,6 + 3,4 a 299,0 £ 7,1 ng L apos a cloracao.



21

QIN et al. [4] por espectrometria de massa com ionizagdo por ‘‘electrospray”
detectou a presenca da DCBQ em dguas apds tratamento de desinfec¢do em concentragdes
de 14,3-54,6 ng L. Para tanto, foi feito um processo de pré-concentracdo a partir de
amostras de dgua por extracdo em fase sélida, com o objetivo de melhorar os limites de

deteccdo, que possibilitou encontrar a DCBQ em 4gua potével clorada.

WANG et al. [3] estudaram possiveis precursores de HBQs em efluentes antes das
etapas de tratamento utilizando a metodologia de extracio em fase sélida (SPE) e
determinacdo por cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de
massa (HPLC-MS/MS) e encontraram a DCBQ em concentracdes de 16 a 205 ng.L".
Nenhum dos métodos utilizados, tais como, coagulagdo de carbono orginico dissolvido,

carvao ativado e ozonizagdo sdo suficientes para provocar a reducdo nos precursores de

HBQs, visto que apods suas aplicacdes, ainda foi possivel detecta-las.

3.2. Acido desoxirribonucleico

O 4cido desoxirribonucleico (do inglés Desoxyribonucleic Acid - DNA) € a
molécula responsdvel pela transmissdo de caracteristicas hereditdrias através do
armazenamento de informacdes que sdo necessdrias para a replicagdo de organismos vivos
[20]. Este pode se apresentar como DNA de cadeia simples (ssDNA) ou DNA de cadeia
dupla (dsDNA).

O DNA fita dupla apresenta uma estrutura, Figura 2, com duas cadeias
polinucleotidicas antiparalelas. Estas, sdo formadas por unidades nucleotidicas
monoméricas, sendo cada nucleotideo composto por trés componentes quimicos: um grupo

fosfato, um agucar que € a desoxirribose € uma base nitrogenada [20].

A estrutura da cadeia do DNA € formada por grupos fosfatos e pentoses que estdao
unidos alternadamente por ligacdes fosfodiéster, enquanto que as cadeias de dupla hélice
sdo mantidas juntas por ligacdes de hidrogénio entre os pares de bases adenina (A) — timina
(T) e guanina (G) — citosina (C). Sdo essas bases que transportam a informagao genética e o

actcar juntamente com o grupo fosfato que definem a estrutura molecular da cadeia [21].
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Figura 2. Estrutura do DNA de dupla hélice.
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3.2.1. Danos ao DNA causados por quinonas

As quinonas quando estudadas, farmacologicamente, demonstraram propriedades
microbicidas, antitumorais, dentre outras, atuando de diversas formas, destacando-se o

estresse oxidativo que provocam, ao induzirem a formacdes de ERO, Esquema 1 [22].

Esquema 1. Formacao de ERO por quinonas [15].
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Os danos oxidativos, causados por ERO, por exemplo, causam mutagdo nas bases

do DNA, devido as multiplas modificacdes que este pode sofrer, como por exemplo, a
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oxidacdo de bases. A base mais facilmente oxidada é a guanina, que tem como principal
produto de oxidacdo a 8-oxoguanina (8-oxoGua), essa base ao sofrer essa oxidagdo leva a
um pareamento errdneo (Figura 3). Essa modificacdo quimica nas bases do DNA causa
perturbacdo molecular a maquinaria genética que leva ao mau funcionamento das células

[20].

Figura 3. Mecanismo da oxida¢do da guanina [23].
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Uma das formas de investigar a interacdo de moléculas com DNA € a voltametria de
pulso diferencial, que detecta alteragdes conformacionais e danos oxidativos no DNA. Esta
técnica consegue detectar a 8-oxoGua, produto da oxidacdo da guanina, e a 2,8-
dihidroxiadenina (2,8-DHA), que € o produto de oxidacdo da adenina, funcionando dessa
forma como biomarcadores de lesdes oxidativas ao DNA. A mutagénese ocorre devido ao

emparelhamento incorreto das bases pirimidinicas durante a replicagcdo do DNA [24].

Os mecanismos de agdo para toxicidade da DCBQ, ainda s3o muito pouco
compreendidos. Estudos feitos in vivo por ZUO et al [25] mostram evidéncias de que a
DCBQ provoca danos ao DNA. Uma das técnicas utilizadas foi LA-QPCR (do inglés, Long
amplicon quantitative PCR assay), que detecta qualquer lesdo no DNA, tais como quebra
ou formacdo de adutos no DNA de cadeia simples. O ensaio de cometa, também j4 foi
usado pra comprovar que a DCBQ induziu ao dano no DNA de C. elegans, que sao células

embriondrias, que foram cultivadas in vitro.

Os efeitos toxicos da exposicdo da DCBQ ao corpo humano, organismo com um
maior nivel de organizacdo bioldgica, ainda ndo é completamente entendido. Ha a
necessidade de se fazer vdrios outros estudos, para se avaliar quais os reais efeitos sobre a
saude humana, no entanto, ndo se deve descartar a possibilidade de efeitos tdxicos,
genotdxicos e carcinogénicos provocados pela exposi¢do a longo prazo de tal produto

quimico [25].
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3.2.2. Eletroquimica do DNA

3.2.2.1. Propriedades eletroquimicas do DNA

Para determinacdo da interagdo especifica do DNA, sdo analisados os picos de
oxidacdo eletroquimica de seus componentes: nucleotideos, nucleosideos, bases purinicas e

pirimidinicas, que sdo usados como sinal biolégico [24].

Durante a oxidagao eletroquimica do DNA sobre eletrodo de carbono vitreo (ECV)
notam-se dois picos de oxidagdo, que correspondem, respectivamente, a oxidacdo de
residuos da guanina (+ 0,85 V) e a adenina, Figura 4 (+ 1,15 V) [20,21,26]. Esses picos de
oxidacdo podem ser usados como sondas dos pares de bases G — C e A — T, da dupla hélice

do DNA [27].

Figura 4. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos sobre um eletrodo de carbono vitreo em
solugdo tampdo acetato 0,1 mol L™, pH 4,5, com: 60 pg mL"' de ssDNA (s+¢) 1* e (=) 10°
varredura, ¢ 60 pg mL ™' de dsSDNA (s¢*) 1% e (=) 40* varredura de potencial [20].
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As técnicas eletroquimicas propiciaram a andlise estrutural dos dcidos nucleicos e
sua determinacdo em baixas concentracdes. Uma vasta quantidade de compostos pode
interagir com os dcidos nucleicos, levando a alteracdes na estrutura do DNA, na inserc¢io
das bases durante a replicacdo e alteragdes quimicas nestas, gerando com isso mutagdes

[23].

A Figura 4, mostra uma diferenca nos sinais analiticos correspondentes ao ssDNA
(forma mais flexivel) e ao dsDNA (forma mais rigida) devido a uma maior dificuldade de

transferéncia de carga dos grupos adenina e guanina que se encontram no interior da dupla
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hélice do dsDNA que do ssDNA, exatamente devido a diferenga de suas formas, ou seja, no
ssDNA a adenina e guanina se encontram nas proximidades da superficie do eletrodo, e isso

propicia uma maior corrente de oxidagao dessas bases [26].

Os picos decorrentes da oxidagdo eletroquimica dos componentes do DNA, Figura
4, que sdo biomarcadores de lesdes oxidativas do DNA, encontraram nos transdutores de
carbono, que possui uma extensa janela positiva de potencial, uma elevada sensibilidade na
deteccdo das interagdes especificas do DNA, ao monitorar os picos de oxidacdo de suas
bases [24]. Essa resposta eletroquimica, nos permite concluir se o analito interagiu com o
DNA e, ainda, se houve formacgdo da 8-oxoGua ou 2,8-DHA, que € responsavel pelo dano

ao DNA [24].

3.2.2.2 Biossensores eletroquimicos de DNA

A utilizagdo de eletrodos modificados com DNA € extremamente vantajosa, devido
ao estudo de mecanismos de interacdo de compostos com DNA, a modificacdo se da por
meio de ligacdes covalentes ou por adsor¢cdo, podendo ser modificados eletrodos de ouro,

mercurio, grafite, pasta de carbono e carbono vitreo [23].

Um biossensor eletroquimico de DNA é um eletrodo que apresenta o DNA
imobilizado na sua superficie, que serve de reconhecimento molecular, onde os diferentes
agentes quimicos ao interagirem com o DNA em sua superficie, provocam alteracdes que
podem ser detectadas [28]. A explicacdo da interacdo entre o agente quimico € o DNA por
métodos eletroquimicos se d4 através da andlise do comportamento deste agente, na

auséncia e presenca do DNA [29].

E essencial, portanto, para garantir uma estabilidade, acessibilidade, reatividade e
orientacdo do filme de DNA, ter um excelente controle sobre a cobertura da superficie do
eletrodo, com o objetivo de evitar eventos nao especificos de ligacdo e ou adsorc¢do, logo,
um biossensor eletroquimico de DNA, precisa dos seguintes requisitos, uma elevada

especificidade e sensibilidade [30].

3.3. Técnicas voltamétricas

Esse conjunto de técnicas vem sendo bastante utilizado nas mais diversas dreas, tais

como, medicina, bioquimica, biologia molecular, quimica ambiental, fisico-quimica, dentre
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outras. Tais técnicas nos fornecem informacdes fundamentais sobre propriedades
intrinsecas das substancias, além de estudos de processos de oxidacdo e reducdo em
diversos meios, de adsor¢ao em superficies e de mecanismo de transferéncia de elétrons
[31]. Essas técnicas nos fornecem informagdes decorrentes do monitoramento da corrente

que flui em uma célula eletroquimica, apds aplicacdo de um potencial a um eletrodo [32].

Sao técnicas que nos possibilitam o estabelecimento de relagdes diretas entre a
concentragdo do analito e alguma propriedade elétrica, como corrente, potencial,
condutividade, resisténcia ou carga e, devido a isso, podem ser utilizadas na quantificacdo
de espécies de interesse nas diferentes areas de estudo. Além disso, sdo técnicas que nao
precisam de pré-purificacdo ou separacdo prévia da amostra, ou seja, a andlise é feita
diretamente nela, independentemente de apresentar particulas solidas dispersas ou materiais

coloridos [31,33].

As informagdes obtidas sobre o analito decorrem da medida da intensidade da
corrente elétrica que surge entre os eletrodos de trabalho e auxiliar, quando se aplica uma

diferenca de potencial entre os eletrodos de trabalho e de referéncia [34].

3.3.1. Microeletrodos

Microeletrodos sdo eletrodos que apresentam dimensdes micrométricas. Alguns,
como Pt, Au e carbono vitreo, podem ser adquiridos comercialmente, porém o custo
beneficio se torna invidvel para atividades rotineiras. Devido a isso, hd uma necessidade

crescente no desenvolvimento de técnicas para sua construcao e caracterizagao [35].

Estes dispositivos podem ser fabricados de forma isolada ou na forma de arranjos,
possibilitando, com isso, vdrias configuragdes, tais como, disco, anel, arranjo de disco,
cilindricos, dentre outras. Desta forma a definicdo de “microeletrodo” de maneira mais
ampla, determina que este seja qualquer eletrodo cuja dimensdo em uma dada condi¢do
experimental, seja menor ou mesmo compardvel a da camada de difusdo. Sob essas
condi¢des, torna-se possivel obter um perfil de estado estaciondrio ou pseudo estado
estaciondrio (microeletrodos cilindricos). Isto, possibilita, obtencdo de um comportamento
eletroquimico diferenciado, ou seja, os voltamogramas apresentaram perfil signoidal

referente ao estado estacionario [36].
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagentes e solucoes

Os eletrdlitos suporte com diferentes valores de pH foram preparados com reagentes
de pureza analitica, conforme Tabela 1, assim como os demais reagentes que esse trabalho

fez uso.

Tabela 1. Reagentes e procedéncia dos reagentes utilizados.

Reagentes Formula quimica Procedéncia
Cloreto de potassio KCl Merck
Etanol (96%) C,HsO Emsure
2,6-dicloro-1,4-benzoquinona CqH,Cl,0, Sigma
Acido acético CH;COOH Isofar
Acetato de sédio CH;COONa Isofar
Fosfato dissodico Na,HPO, Isofar
Fosfato monossddico NaH,PO, Isofar
Borato de sédio Na,B,0, Isofar
Hidréxido de sédio NaOH Isofar
Acido cloridrico HCI Vetec
Acido desoxirrobonucleico de sédio dsDNA Sigma-Adrich
sal de timo de bezerro
Ferricianeto de Potassio K;[Fe(CN)g] Merck
Acido Fosférico H;PO, Merck

Solugdes estoque de DCBQ 1 mmol L™ foram preparadas em etanol e mantidas a
4°C para posterior utilizagdo. Estas foram preparadas diariamente a fim de evitar o processo

de degradacdo.

As solugdes utilizadas como eletrélitos suporte, na concentracdo 1,0 mol L, foram
as seguintes: tampao acetato pH’s 3,7-5,3, tampao fosfato pH’s 6,0-10,6, tampao borato

pH’s 9,2 e 9,7, e solugdo de KCl + NaOH pH 12,6. Estas solucdes foram preparadas
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utilizando reagentes de grau analitico e dgua deionizada obtida pelo sistema Millipore
Milli-Q System, Millipore S.A., Molsheim, Franga (condutividade < 0,1 pS cmfl). A
medida do pH das solucdes foi realizada por meio de um pH-metro 827 pH lab, Metrohm

Swiss Made, equipado com eletrodo de vidro.

A solugdo padrao de dsDNA foi preparada pela dissoluciao de aproximadamente 1,7
mg em 5 mL de dgua deionizada. Manteve-se esta solucdo por 24 h a uma temperatura de 4
°C para garantir a homogeneizacdo e evitar a sua degradacdo. Apds esse periodo, sua
concentracdo real foi determinada por espectrofotometria UV-Vis, por meio da
multiplicacdo da absorbincia encontrada, experimentalmente, pelo fator de conversdo
(1uAygonm = 50 uygmL™! de dsDNA) [37]. As concentragdes especificas utilizadas

durante as medidas voltamétricas estao referidas no texto.

Antes de cada medida eletroquimica, as solucdes foram saturadas com gds
nitrogénio (N,) (White Martins) durante 10 min. No decorrer das varreduras o fluxo de gés
N, foi mantido sobre a superficie da solu¢do para evitar a presenca de oxigénio sobre a

mesma.

Todos os experimentos foram realizados a 25 °C.

4.2. Instrumentacao

4.2.1. Medidas voltamétricas

Todas as medidas voltamétricas foram realizadas em um Potenciostato Autolab
PGSTAT 302N, Metrohm, Figura 5A, acoplado a um computador com o Software GPES
(General PurposeElectrochemical System), versdo 4.9. Para os estudos, utilizou-se uma
célula eletroquimica de compartimento tnico com capacidade de 10 mL, Figura 5B. O
eletrodo de carbono vitreo (ECV, ® = 3 mm) foi utilizado como eletrodo de trabalho, o de
referéncia foi um de Ag/AgCl/KClg, e Pt como eletrodo auxiliar. Para as medidas

utilizando microeletrodo de ouro, fez-se uso do Potenciostato Ivium-n-Stat.
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Figura 5. (A) Potenciostato AUTOLAB PGSTAT. (B) Célula eletroquimica: (1) Eletrodo de

trabalho; (2) Eletrodo auxiliar e (3) Eletrodo de referéncia.

A Tabela 2 mostra os pardmetros experimentais utilizados nos estudos

voltamétricos [38].

Tabela 2. ParAmetros experimentais utilizados nos estudos voltamétricos.

Técnica Parametros Especificacdes
vC Incremento de potencial (AEs) 3mV
Velocidade de varredura (v) 50 mV s
Largura do pulso (AEy) 70 ms
VPD Amplitude de pulso (AE;) 50 mV
Velocidade de varredura (v) 5mVs’!
Frequéncia (f) 50 Hz
Incremento de potencial (AE;) 2 mV
vVOQ )
Amplitude de pulso (AE,) 50 mV
100 mV s™!

Velocidade de varredura efetiva (ver)

4.2.2. Medidas espectrofotométricas

As medidas espectrofotométricas foram realizadas utilizando um espectrofotometro

UV-Vis (Orion AquaMate 8000). Todos os espectros para o estudo da DCBQ, a fim de

verificar o processo de degradacdo, foram registrados numa faixa compreendida entre 200 e

800 nm em uma cubeta de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico.



30
4.2.3. Tratamento dos dados voltamétricos

Apds as medidas voltamétricas de pulso diferencial foi realizado um tratamento
matemadtico para correcdo da linha de base com a fung¢do moving average com um step

window de 2 mV. Esta func¢ao estd disponivel no software GPES versdo 4.9.

Este tratamento nos voltamogramas teve como finalidade melhorar a visualizacio e
identificacao dos picos em relacao a linha de base sem qualquer artefato. Isso nos permitiu

obter valores de corrente de pico a partir dos voltamogramas originais.

4.3. Limpeza da superficie do ECV

O polimento da superficie do eletrodo foi realizado utilizando um papel de filtro
(gramatura 80 g m 2) umedecido com spray de diamante (tamanho da particula = 1 um) da
Kemet International Ltd, UK. Em seguida, o eletrodo foi lavado com dgua deionizada a fim
de remover qualquer residuo. Apés o polimento, medidas voltamétricas foram realizadas

para condicionar a sua superficie.

4.4. Degradacao quimica da DCBQ

A degradacao espontanea da DCBQ em solucdo aquosa foi investigada por técnicas

voltamétricas (VC, VPD e VOQ) e espectrofotométrica (UV-Vis).

As solugdes de DCBQ, preparadas em diferentes eletrdlitos de suporte, utilizadas
nos experimentos eletroquimicos iniciais, foram incubadas em diferentes tempos (0 h, 24 h,
48 h e 8 dias) e as medidas registradas. Apds cada medida voltamétrica, as solu¢des foram

armazenadas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Para verificar a degradagdo da DCBQ em meio aquoso foi feito um estudo

espectrofotométrico nos mesmos tempos do estudo acima.

4.5. Investigaciao voltamétrica da interacao da DCBQ com DNA

A interacdo entre a DCBQ e o dsDNA foi investigada em func¢do do tempo de
incubacdo por meio de solugdes de dsDNA incubadas e biossensores eletroquimicos de

dsDNA, utilizando um ECV e a VPD.
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4.5.1. Preparacao das solu¢oes de dsDNA incubadas

Solucdes de dsDNA 50 pg mL’ (previamente preparada em dgua) diluida em
tampao acetato pH 4,5 foram incubadas com solu¢des DCBQ 10 pmol L' (degradada por
27 dias em tampao acetato pH 4,5) por diferentes tempos de incubagdo. Os voltamogramas
foram registrados diretamente em solug@o sobre ECV, previamente limpo e condicionado.

Solucdes de dsDNA de controle foram preparadas, armazenadas e analisadas
seguindo as mesmas etapas descritas acima e nos mesmos tempos de incubacdo para a

interacio DCBQ-dsDNA, porém na auséncia do contaminante.

4.5.2. Preparacao do biossensor eletroquimico de dsDNA e procedimento de

incubacao

O biossensor eletroquimico de dsDNA foi preparado por meio da deposi¢do, na
superficie do ECV, previamente limpa e condicionada, de 10 uL. de uma solu¢do de dsDNA
50 ug mL™' (previamente preparada em dgua) diluida em tampdo acetato pH 4,5. Apés a
secagem dessa primeira camada, o mesmo procedimento foi repetido trés vezes. Esse
processo de imobilizacdo gera uma cobertura completa e uniforme da superficie do ECV,
de modo que os picos obtidos se devem apenas as modificacdes estruturais do dsDNA e
ndo pela adsor¢do ndo-especifica do contaminante.

Ap6s a modificagdo, o eletrodo foi lavado com 4gua deionizada e imerso numa
solugdo de DCBQ 50 umol L' (recentemente preparada e/ou degradada em tampao acetato
pH 4,5) por diferentes tempos de incubagdo. Em seguida, o eletrodo foi retirado da solucao,
lavado com dgua deionizada para remover as moléculas de DCBQ nio ligadas/adsorvidas e
transferido para a célula eletroquimica contendo apenas tampao acetato pH 4,5, onde os
voltamogramas de pulso diferencial foram registrados. Para cada tempo de incubagdo
estudado um novo biossensor eletroquimico de dsDNA foi preparado.

Biossensores de dsDNA de controle foram preparados e analisados seguindo as
mesmas etapas descritas acima e nos mesmos tempos de incubacao para a interagdo DCBQ-

dsDNA, porém na auséncia do analito.

4.6. Construcao do microeletrodo de ouro

Uma fibra de ouro com didmetro de 25 um foi conectada a um fio Ni/Cr através de
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cola de prata (PC-9145). Esta fibra foi posicionada no centro, dentro da pipeta de Pasteur.
Em seguida, o fio Ni/Cr foi fixado com parafilme para garantir sua imobilizagdo no interior

da pipeta.

Para finalizar o processo, a pipeta foi colocada em posi¢do horizontal, para garantir
maior estabilidade do sistema e melhor posicionamento da fibra, sobre o magarico e
rotacionada levemente até que todo o vidro fosse fechado. Apos essa etapa foi feito o

polimento do eletrodo para expor a superficie da fibra [36].

A resposta eletroquimica dos microeletrodos foi avaliada e registrada, por meio de
voltamogramas ciclicos, para a espécie -eletroativa Kj3[Fe(CN)¢], o qual possui

comportamento bem definido e reversivel [39].
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Comportamento eletroquimico da DCBQ

O comportamento eletroquimico da DCBQ foi investigado sobre um ECV em vérios
eletrdlitos suporte com diferentes valores de pH, utilizando as técnicas de voltametria

ciclica (VC), voltametria de pulso diferencial (VPD) e voltametria de onda quadrada

(VOQ).

5.1.2 Voltametria Ciclica

Na Figura 6 est4 ilustrado o perfil voltamétrico da solu¢ido de DCBQ 1 mmol L' em
solucdo tampdo, saturada com gés N,, a uma velocidade de 50 mV s'. Os voltamogramas
foram registrados com potencial de varredura iniciando em 0,00 V entre um limite positivo
de + 1,30 V e finalizada em — 1,25 V, verificando-se o aparecimento de um pico anddico
reversivel (DCBQ’) para os pH’s 4,5, 7,0 e 9,2. A Figura 6A apresenta apenas o pico
anddico reversivel (DCBQ’). Na Figura 6B (pH 7,0) verificou-se, além do pico anédico
reversivel, um pico catodico irreversivel (DCBQ’’). A Figura 6C ainda apresenta dois

outros picos em potenciais proximos de + 0,72 V e — 0,40 V, que podem ser provenientes

de processo de degradagdo extremamente acentuado que ocorre em pH 9,2.

Observa-se na Figura 6 a diminui¢do nas correntes de pico redox (DCBQ’) com a
diminui¢do da concentracdo hidrogenidnica do meio, indicando que o comportamento
voltamétrico € influenciado pelo pH da solucdo [40]. Em solugdo aquosa o processo de
reducdo da DCBQ € favorecido em meio acido, levando a conversdo da benzoquinona a

hidroquinona [4].

O efeito da velocidade de varredura sobre a corrente de pico anddico foi estudada
em uma solucdo recém-preparada de DCBQ 1 mmol L' em tampao fosfato pH 7,0, Figura
7. As leituras foram feitas em diferentes velocidades de varredura (25 a 500 mV sfl). Entre
uma medida e outra, o ECV foi sempre polido, para que pudéssemos garantir a limpeza da
superficie do eletrodo, com o objetivo de evitar problemas de adsor¢cdo da DCBQ e/ou de

seus produtos ndo eletroativos.
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Figura 6. Voltamogramas ciclicos obtidos sobre ECV em solucdo tampdo acetato pH 4,5 (A),
tampao fosfato pH 7,0 (B) e tampéo borato pH 9,2 (C), saturado com N,: (==) na auséncia e (==) na
presenca de DCBQ 1 mmol Lv=50mVs'.
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Com o aumento da velocidade de varredura houve o deslocamento do pico anddico
para potenciais mais positivos, assim como o aumento da corrente de pico (Figura 7A). H4
também uma dependéncia linear da corrente de pico anddico com a raiz quadrada da
velocidade de varredura, Figura 7B, mostrando que esse processo de oxirreducdo ¢é

controlado por difusdo [41].

A corrente de pico em ampéres para um sistema reversivel controlado por difusio é
dada pela equagao de Randles-Sevcik (Equagao 1):

Ly, (4) = 2,69x105n3/2A[DCBQ]D;/C";QW2 Equagdo 1

onde, I,, € a intensidade de corrente de pico, n € o nimero de elétrons transferidos no
processo de oxirreducdo, A € a drea da superficie do eletrodo, D é o coeficiente de difusdo,

C € a concentragao das espécies no seio da solucdo e v é a velocidade de varredura.
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Figura 7. A) Voltamogramas ciclicos obtidos sobre ECV a partir de uma solugio 1 mmol L™ de
DCBQ em em tampdo fosfato pH 7,0, registrados em diferentes valores de velocidade de varredura.
B) Relagdo 1, vs. V72,

50 mV
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Considerando o valor encontrado para a inclinacdo da reta (Figura 7B) de 7,92 x107
A/V sﬁl, o numero de elétrons transferidos durante a oxirredu¢do da DCBQ (n = 2), a drea
do eletrodo (2,965 x 102 cmz), concentracdo da solucdo de DCBQ em mmol L'ea
velocidade de varredura em V s, foi possivel calcular o Dpcrq em tampao fosfato pH 7,0,
obtendo-se um coeficiente de difusdo de 1,232 x 10° cm? sfl,valor este, maior que o
encontrado na literatura para a benzoquinona (4,60 x 10 % em % que € uma molécula
semelhante a DCBQ [42]. Isto pode ser justificado devido as reagdes eletroquimicas serem
mais lentas em superficies de carbono que em eletrodos metélicos, ou seja, a cinética de
transferéncia de elétrons depende da estrutura e preparacdo da superficie do eletrodo. Na
superficie do carbono, a transferéncia de elétrons tem maior dificuldade, logo as reacdes de

oxido-redugdo sdo mais lentas [43].

Devido a forte adsor¢do da DCBQ na superficie do ECV, esse eletrodo ndo foi
utilizado para determina¢do do niimero de elétrons envolvido no processo de oxirredugdo
da DCBQ. Para esse estudo fizemos opc¢ao de utilizar microeletrodo de ouro que néo sofre

passivacdo durante as adi¢des do analito.

5.1.3. Voltametria de pulso diferencial

A partir do estudo do comportamento eletroquimico da DCBQ, feito por meio da
voltametria ciclica, percebeu-se que houve oxidacdo eletroquimica em um processo

reversivel em todos os pH's estudados. Foi escolhido um intervalo de potencial que
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compreende o pico principal 1, (DCBQ’), que se refere a oxidagcdo da 2,6-diclorobenzeno-

1,4-diol, que é o par redox da DCBQ.

A voltametria de pulso diferencial (VPD) foi utilizada com o objetivo de investigar
a influéncia do pH para o potencial de oxidacdo do pico 1,. Para tanto, se fez um estudo em
uma vasta escala de pH que variou de 3,7 a 12,6. As solugdes recém-preparadas de DCBQ
10 umol L™ em diferentes eletrélitos de suporte foram utilizadas para obtencdo dos

voltamogramas.

Os voltamogramas apresentados na Figura 8A correspondem a primeira varredura
de potencial registrados apds a adi¢do da DCBQ em cada solu¢do tampao. A Figura 8B
mostra que o potencial de oxidacdo do pico 1, é dependente do pH até pH 9,2. Ao avaliar o
comportamento da corrente de pico em funcdo do pH, foi observado um méximo de
corrente de pico em pH 3,7, e em relagdo ao E,;,, houve deslocamento para valores mais
negativos com o aumento do pH do meio, comportamento este, que é tipico de processos

onde ocorre prévia protonagdo da espécie [44]

Figura 8. A) Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida da 1* varredura
obtidos ap6s a adigdo de uma solucdo 10 pmol L' de DCBQ ao eletrélito suporte em fungdo do pH.
B) Grifico do (@) Ep ¢ (@) Ip do pico la vs. pH.
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A relagdo linear E,;, vs. pH mostrou uma inclinag¢do de — 52,8 mV por unidade de
pH, indicando que o mecanismo de oxirreducdo da DCBQ envolve a transferéncia de igual

nimero de prétons e elétrons [44,45].

QIN et al. [4] propuseram o mecanismo de oxirredu¢do da DCBQ de acordo com o

Esquema 1.
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Esquema 2. Adaptado de QIN, F. et al. [4].
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Voltamogramas sucessivos foram registrados em cada solu¢@o tampao, sem efetuar
a limpeza da superficie do eletrodo, e mostraram que a corrente do pico 1, decresce com o
aumento do nimero de varreduras, como pode ser observado na Figura 9 que corresponde
oxidacdo de DCBQ em solucdo tampao pH 3,7 apds trés varreduras sucessivas. Este
fendmeno ocorre devido a adsor¢do da DCBQ e/ou de seus produtos de oxidagcdo ndo
eletroativos, o que resulta na diminui¢do da 4drea eletroativa disponivel na superficie do

eletrodo [46].

Figura 9. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos em solucio de DCBQ 10 pumol L™ em
tampao acetato pH 3,7: (==) 1%, (=) 2% e (=) 3? varreduras.
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Em pH’s acidos, apos varreduras sucessivas, observou-se a forma¢do de um produto
de oxidagdo pico 2,, (Figura 9) reversivelmente oxidado em um processo dependente do pH
até pH 5,4, Figura 10A. Ao avaliar o comportamento da corrente de pico em func¢do do pH,
assim como para o pico 1, foi observado um méximo de corrente de pico em pH 3,7, para o
pico 2, e em relacdo ao E,, houve deslocamento para valores mais negativos com o

aumento do pH do meio.

A inclinagdo da reta de — 74 mV por unidade de pH obtida indica a perda igualitaria
de prétons e elétrons para esse processo de oxidagdo, Figura 10B [45]. Para pH > 54, o

potencial do pico 2, tornou-se constante com o aumento do pH do meio.



38

Figura 10. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida da 2* varredura obtidos
ap6s a adicdo de uma solugio 10 umol L' de DCBQ ao tampdo em fungdo do pH. A) grifico 3D
segunda varredura B) Gréfico do (@) Ep e (@) Ip do pico 2, vs pH.
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5.1.4. Voltametria de onda quadrada

Voltamogramas de onda quadrada foram registrados em uma solucdo de DCBQ 10
pmol L' apos sua adicdo ao tampao acetato pH 4,5. O pico 1,, que € o pico de oxirreducdo
da DCBQ, esta situado E,;, = + 0,25 V, Figura 11A. A reversibilidade dessa reagdo foi
confirmada pela obtencdo das componentes de corrente direta e reversa da corrente total,
onde as componentes direta e inversa para a DCBQ mostraram o mesmo valor de potencial

e mesma intensidade de corrente. Esse comportamento € similar ao obtido em VC.

Figura 11. Voltamogramas de onda quadrada obtidos apés a adicdo de 10 umol L™' de DCBQ ao
tampao acetato pH 4,5: (A) 1* e (B) 2°* varreduras; I, — corrente total, Iy — corrente direta, I, —
corrente reversa.
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A oxirreducdo da DCBQ (pico 1) em solucdo tampdo acetato pH 4,5 gera um

produto de oxidagdo (pico 2,), que se forma apds varreduras sucessivas, conforme
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apresentado na Figura 9 e Figura 11B. O pico 2,, observado a partir da segunda varredura
de potencial, apresenta potencial de pico em +0,09 V, Figura 11B. As componentes de

corrente direta e reversa do pico 2, indicam que € um processo redox reversivel.

O comportamento eletroquimico da DCBQ e de seu produto de oxidacdo foram
investigados por voltametria de onda quadrada. Os voltamogramas confirmaram a

reversibilidade desses dois processos redox em todos os valores de pH estudados (pH’s 3,0

a6,0).

5.2. Comportamento eletroquimico da DCBQ degradada

A fim de verificar a ocorréncia da degradagdo espontinea da DCBQ em solucdo
aquosa, as mesmas solucdes de DCBQ analisadas inicialmente em diferentes eletrolitos
suporte foram incubadas e mantidas ao abrigo da luz por varios periodos de tempo. Apds a
incubacdo por tempos determinados, essas solu¢des foram novamente analisadas e
verificou-se a diminui¢do da intensidade da corrente do pico 1, e o aparecimento de um
novo pico de oxidacdo em um valor de potencial menor. Esse fendmeno € atribuido ao
processo de degradacao da DCBQ em solu¢do, com formacao homogénea de produto(s) de

degradacao (pdDCBQ) eletroativo(s).

Assim, o comportamento eletroquimico de oxirredu¢do da DCBQ degradada foi

investigado em varios eletrdlitos de suporte, utilizando VC, VPD e VOQ.

5.2.1. Voltametria Ciclica

A oxidagdo eletroquimica da DCBQ degradada em solucdo foi inicialmente
investigada por VC. Os voltamogramas ciclicos foram registrados em uma solucdo de
DCBQ 10 umol L' em tampao acetato pH 3,7 apds 8 dias de incubagdo, Figura 12. No
voltamograma registrado no sentido positivo da primeira varredura, o pico 1, ocorreu em
E,ja = + 0,33 V e um novo pico anddico, pico 3, surgiu em Ey3, = + 0,14 V,
correspondendo a oxirreducdo do(s) pdDCBQ formado(s) em solu¢do. Ao mudar a dire¢do
da primeira varredura para o sentido inverso, dois picos catddicos foram detectados,
indicando que a oxirredu¢do da DCBQ e do(s) pdDCBQ sao processos reversiveis. As
varreduras sucessivas obtidas na mesma solugdo, sem a limpeza da superficie do eletrodo,

ndo detectaram o aparecimento de nenhum novo pico. Porém, mostraram uma diminui¢ao
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nas correntes dos picos 1, e 3,, devido a adsor¢cdo da DCBQ, do(s) pdDCBQ e/ou de seus

produtos de oxirredugdo na superficie do eletrodo.

Figura 12. Voltamogramas ciclicos obtidos apds 8 dias de incubagdo de solugdo de DCBQ 10 pmol
L' em tampéo acetato pH 3,7: (==) 12, (=) 2* e (—) 3 varreduras; v =50 mV s .
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5.2.2. Voltametria de pulso diferencial

O comportamento de oxidagdo eletroquimica da DCBQ degradada em solugdo foi
investigado por VPD em um ampla faixa de pH, que variou de 3,7 a 12,6. Os
voltamogramas foram registrados em solucdes de DCBQ 10 umol L' em diferentes

eletrolitos suporte, apds 24 h, 48 h e 8 dias de incubacdo.

Os voltamogramas obtidos para a DCBQ em tampao acetato pH 3,7 apds 24 h de
incubag@o mostraram o pico 1,, em E,;, =+ 0,31 V, e o pico 3,, em E3,=+ 0,13 V, Figura
13A. Houve uma pequena redugdo da intensidade de corrente do pico 1,, comparada com a
corrente obtida apos a adi¢do da solucdo de DCBQ ao tampao, Figura 13A. O ligeiro
decréscimo da corrente do pico 1, com o tempo de incubacdo corresponde ao decréscimo da
concentracdo da DCBQ, atribuido a degradacdo desse composto, que em solu¢do aquosa
gera produto(s) de degradacdo. Simultaneamente, a corrente do pico 3, aumentou com o
aumento do tempo de incubagdo, indicando um aumento da concentracdo dos pdDCBQ
formados em solugdo. Comportamento semelhante foi observado apenas em solugdes

tampao com 3,7 < pH < 6,0, visto que nos demais pH’s o pico 3, ndo apareceu.

As Figura 13B e 12C, correspondentes as solugdes em pH 7,0 e 9,2

respectivamente, mostram a diminui¢do do pico 1, com o aumento do tempo de incubacao.
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No entanto, ndo foi possivel observar o aparecimento de outro processo redox, que €

provavelmente devido 4 formacao de compostos ndo eletroativos da DCBQ.

Figura 13. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida obtidos em solugdo de
DCBQ 10 umol L' em diferentes tempos de incubagdo em: (A) tampdo acetato pH 3,7, (B) tampio
fosfato pH 7,0 e (C) tampao borato pH 9,2.
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A diminui¢do da intensidade e desaparecimento da corrente do pico 1, com o
aumento do tempo de incubacdo foi mais acentuada em meios neutro e basicos, Figura 14.
Esses dados indicam que possivelmente o processo de degradagdo/decomposicao da DCBQ

€ mais acentuado em meio basico.

A fim de verificar a influéncia do pH no potencial de oxirredu¢do do pico 3,,
voltamogramas de pulso diferencial foram registrados a partir de uma solucdo de DCBQ 10

pmol L™ incubada por 8 dias em eletrdlitos suporte com diferentes valores de pH, Figura

15.
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Figura 14. Variag@o da corrente do pico la para 0 h, 24 h, 48 h e 8 dias de incubag@o em fungéo do
pH em solugdo tamp@o, com este variando de 3,7 a 12,6.
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Figura 15. A) Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida da 1* varredura
obtidos para uma solugiio de DCBQ 10 umol L' em tampéo apés 8 dias de incubagio em fungio do

pH. B) Grifico da variagdo do (@) E, e (@) I, com o pH para o pico 3a.
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Na primeira varredura, o pico 3, apareceu apenas em tampoes acetato, 3,7 < pH <
6,0, Figura 15A. O potencial do pico 3, foi deslocado para valores menos positivos com o
aumento do pH. A relagdo linear E3, vs. pH mostrou uma inclinagdo de — 94,8 mV por
unidade de pH, indicando que o mecanismo de oxidagdo para essa reagdo envolve o mesmo
numero de elétrons e prétons [45]. Levando em consideracdo o valor encontrado de Wy, =
52 mV, o processo de oxidacdo do(s) pdDCBQ ocorre com a perda de dois elétrons e dois

prétons.

A intensidade da corrente do pico 3, decresce a medida que o pH aumenta,

mostrando um méximo de corrente em pH 3,7, Figura 15B.
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5.2.3. Voltametria de onda quadrada

A oxirreducdo eletroquimica da DCBQ degradada/decomposta foi investigada por
VOQ, a fim de verificar o comportamento do(s) seu(s) produto(s) de
degradacao/decomposicao quanto a reversibilidade. Voltamogramas foram registrados a
partir de uma solu¢ao de DCBQ 10 umol L' incubada por 8 dias em tampdes acetato 3,7 <

pH < 6,0.

A primeira varredura obtida em tampao acetato pH 4,5 mostrou o pico 3,, em Ep;3, =
+ 0,09 V, Figura 16. Através das componentes direta e inversa da corrente total foi
confirmada a reversibilidade desse processo, visto que as componentes direta e inversa
ocorreram no mesmo potencial e com a mesma intensidade de corrente, constatando, assim

como por VC, a reversibilidade da reacdo de oxirreducdo do(s) pdDCBQ.

Comportamento semelhante em relacao a reversibilidade para o pico 3, foi verificado

nos outros pH’s estudados.

Figura 16. Voltamogramas de onda quadrada obtidos apds 8 dias de incubacdo de solucdo de
DCBQ 10 pmol L'em tampao acetato pH 4,4: (==) 1* varredura; I; — corrente total, I; — corrente
direta e I, — corrente inversa.
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5.3. Analise espectrofotométrica da DCBQ

Medidas espectrofotométricas foram realizadas para complementar e confirmar os
estudos voltamétricos de degradacdo/decomposi¢dao da DCBQ. Espectros de absor¢do UV-
Vis foram registrados em solugdes de DCBQ 33,2 umol L' recentemente preparadas em

eletrdlitos suporte com diferentes valores de pH e apds incubacgao por 24 h, 48 h e 8 dias.
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O espectro de absor¢do de uma solucdo de DCBQ recentemente preparada em tampao
acetato pH 4,5 mostrou apenas uma banda, com maximo de absor¢do em A = 272 nm
(banda 1), referente 8 DCBQ, Figura 17A, que também foi obtido por Franzen et al. [47].
Ap6s 24 h de incubag@o no tampao, uma nova banda apareceu, com maximo de absor¢ao
em A =519 nm (banda 2) e simultaneamente foi constatada a dimuinuicio da banda 1. Apds
48 h e 8 dias de incubagdo houve uma diminui¢ao sucessiva da banda 1 e simultaneamente
um aumento progressivo da banda 2, indicando que a DCBQ se degrada ao(s) produto(s)

responsaveis pela banda 2 com o aumento do tempo de incubacgio, Figura 17A.

Figura 17. Espectros de absorcio UV-Vis em solugio de DCBQ 33,2 umol L' em diferentes
tempos de incubacdo em: (A) tampao acetato pH 4,5 (B) tampao fosfato pH 7,0 e (C) tampao borato
pH 9,2.
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Comportamento semelhante para a degradacio da DCBQ e formacdo de seu(s)
produto(s) foi observado em tampao fosfato pH 7,0 e tampao borato pH 9,2, Figura 17B e
16C. No entanto, em pH 9,2, percebeu-se a formacdo de uma outra banda (banda 3), que
pode ser atribuido a um maior processo de degradacio neste meio [4], gerando espécies que

nao sdo eletroativas, logo ndo foram detectadas por meio das técnicas eletroquimicas.
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Os experimentos espectrofotométricos aqui apresentados confirmam a ocorréncia da
degradacdo/decomposicao da DCBQ observada pelas técnicas voltamétricas e mostram que
o processo de degradac@o desse contaminante em solucdo aquosa é mais acentuado em

meio basico.

5.4. Interaciao da DCBQ com DNA

A fim de investigar o mecanismo de acdo da DCBQ e do(s) seu(s) produtos(s) de
degradacao/decomposicao na indu¢do de mudangas conformacionais no DNA, clivagem de
ligacGes de hidrogénio e/ou danos oxidativos ao DNA, um estudo da interacdo entre

dsDNA e DCBQ ou pdDCBQ foi realizado utilizando VPD.

Os efeitos da interagdo entre DCBQ-dsDNA e pdDCBQ-dsDNA foram avaliados
comparando as alteracdes na intensidade de corrente dos picos de oxidacdo caracteristicos
do DNA - as bases purinicas desoxiguanosina (dGuo), E'pa ~ +1,05 V, e desoxiadenosina
(dAdo), Ezpa ~ +1,30 V [21] com as solu¢des de dsDNA de controle e os biossensores de
dsDNA de controle, e monitorando o aparecimento dos produtos de oxida¢do da guanina,
8-oxoguanina (8-oxoGua), e/ou adenina, 2,8-dihidroxiadenina (2,8-DHA), onde ambos os
picos ocorrem em Epa = +0,45 V [48,38], cuja ocorréncia é uma indicacdo de danos
oxidativos nas bases do DNA. Além disso, a evidéncia de uma interagc@o especifica entre os
residuos de dGuo e dAdo também € verificada eletroquimicamente pelo aparecimento de
guanina livre (Gua), em Epa = +0,85 V, e adenina livre (Ade) em Epa = +1,15 V [49]. Os
picos de oxidacdo de guanina e adenina correspondem a oxidacdo do carbono C1' da

desoxirribose que provoca a libertacdo das bases [24].

5.4.1. Avaliacdo voltamétrica da interacdo da DCBQ com dsDNA utilizando
solucoes de dsDNA incubadas

Para o estudo inicial da interacdo entre os produtos de degradacdo da DCBQ
(PdDCBQ) e o dsDNA em solugdes incubadas de dsDNA, os experimentos foram
realizados utilizando solugdes de dsDNA 50 pg mL™" incubadas com DCBQ 1 pmol L'
degradada (27 dias de degradacdo em tampao acetato pH 4,5) em diferentes periodos de

tempo (10 min, 2 e 8 dias), com a utilizacdo de ECV, Figura 18.
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Figura 18. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida em tamp@o acetato pH
4,5: dsDNA 50 ug mL™' de controle (=) e incubado com pdDCBQ 10 pumol L™ (27 dias de
degradacgdo em tampao acetato pH 4,5) durante (==) 10 min, (=) 2 e (==) 8 dias.
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O voltamograma obtido para a interacio pdDCBQ-dsDNA apds 10 min de
incubagdo na solu¢do de pdDCBQ mostrou que a intensidade de corrente dos picos de
dsDNA permaneceu constante, quando comparado com a solucdo dsDNA de controle,
Figura 18. Além disso, um novo pico de oxidagdo foi detectado em E,, = + 1,12 V. Esse
pico € atribuido a oxidagdo da Ade libertada da dupla hélice do dsDNA pelo contaminante.
Os picos do dsDNA permaneceram constantes. Apos 2 dias de incubagdo, um novo pico
anodico apareceu, em E,, =+ 0,81 V, referente a oxidag¢do da Gua libertada. Apos 8 dias de
incubacgdo, os picos do dsDNA permaneceram constantes, porém a corrente dos picos da
Gua e Ade aumentaram devido ao aumento da concentracdo dessas bases livres com o

aumento do tempo de interagao.

Sob as condi¢des experimentais estudadas, observa-se que ndao houve dano

oxidativo no dsDNA causado pelo(s) produto(s) de degradacdo da DCBQ.

5.4.2. Avaliacdo voltamétrica da interacdo da DCBQ com dsDNA utilizando
biossensores de dsDNA

O estudo da interacdo entre DCBQ e dsDNA foi realizado através da imersao do
biossensor eletroquimico de dsDNA, previamente preparado, numa solu¢do recém-
preparada de DCBQ 50 umol L' e incubado durante 10 min, 24h, 48h, 72h e 96h. Apos a

incubagdo, o biossensor foi lavado com 4gua deionizada, assegurando desse modo a
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remog¢ao de moléculas ndo ligadas ao dsDNA e, em seguida, transferido para o tampao
acetato pH 4,5, onde os voltamogramas foram registrados. Os biossensores de dsDNA de
controle também foram preparados e analisados. Teve-se como objetivo assegurar que as
mudancas observadas nos voltamogramas dos biossensores na presenga de DCBQ foram de

fato decorrentes da interacado da DCBQ-dsDNA com o passar do tempo.

Os voltamogramas registrados para o biossensor de dsDNA de controle em tampao
acetato pH 4,5 mostraram dois picos anddicos, em Ejpa =+ 1,00 Ve Ezpa =+ 1,26 V,

referentes a dGuo e dAdo, respectivamente, Figura 19.

Figura 19. Voltamogramas de pulso diferencial com linha de base corrigida em tampéo acetato pH
4,5: biossensor de dsDNA 50 pg mL ™" de controle (==) e incubado com DCBQ 50 wmol L' durante
(=) 10 min, (==) 24h, (=) 48h, (=) 72h e (==) 96h.
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Os voltamogramas com os biossensores de dsDNA incubados em solugdes de
DCBQ apresentaram trés picos de oxidagdo, Figura 19, mostrando que a DCBQ interage
com o dsDNA. Apdés 10 minutos, 24 h, 48 h, 72 h e 96 h de incuba¢do de um novo
biossensor de dsDNA na solucdo de DCBQ 50 umol L™, observou-se que a intensidade de
corrente dos picos do dsDNA permanceu constante, em comparacdo com os picos do
dsDNA de controle, Figura 19. Um novo pico de oxidagdo em E,, = + 0,81 V, referente a
oxidacdo da Gua libertada do dsDNA pelo contaminante, apareceu apds 48 h de interagao.
Ap6s esse tempo a intensidade de corrente desse pico aumentou indicando um amento na

formacdo da Gua livre em solugdo.

Ap6s o periodo de incubagdo estudado, ndo foi detectado nenhum pico em E,, = +
0,45 V, referente a aos biomarcadores 8-oxoGua e/ou 2,8-DHA, Figura 19. Isto indica que
ndo houve dano oxidativo ao dsDNA provocado pela DCBQ nas condi¢des experimentais

estudadas.
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Sob as condi¢des experimentais estudadas, observa-se que a DCBQ e o(s) seu(s)
produto(s) de degradacdo interagem com o dsDNA, causando a libertacdo das bases livres

Gua e Ade ao longo do tempo de incubacio.

A interacdo entre DCBQ-dsDNA ndo foi devido a interacdo direta da DCBQ com
dsDNA, mas, provavelmente, devido a interacdo de dsDNA com o(s) produtos(s)
formado(s) durante a degradacdo quimica da DCBQ em solu¢do aquosa. Os biossensores
eletroquimicos de dsDNA mostraram, claramente, durante os estudos da interacdo da
DCBQ-dsDNA, Figura 19, que as interagdes causadas no DNA por DCBQ foram
observados apenas ap6s um determinado tempo de incubagdo, quando o(s) seu(s)
produtos(s) estavam presente(s) em solucdo em uma concentracio suficiente para interagir

com a estrutura de dupla hélice.

6. Metodologia para a determinacao da DCBQ

A auséncia de estudos eletroquimicos acerca da DCBQ, no que se refere ao
desenvolvimento e aplicacdo de metodologias eletroanaliticas na determinagcdo e
quantificagcdo deste analito, sugere um grau de importancia que € justificado pelos possiveis

danos que este pode causar.

Para o estudo da metodologia para determinacdo da DCBQ, fizemos uso de
microeletrodo de ouro em virtude deste ndo apresentar passivacdo a medida que foram
feitas as adigdes de DCBQ. O ECV ndo se mostrou adequado para esse procedimento em

razao da alta capacidade de adsor¢do da DCBQ em sua superficie.

Os microeletrodos apresentam inGimeras vantagens, tais como: corrente de estado
estaciondrio para processos faraddicos obtida em longo espaco de tempo, razdo corrente
capacitiva/corrente faradaica ¢ aumentada, queda 6hmica ¢ desprezivel, razdo sinal/ruido ¢
melhorada em relagdo a macroeletrodos, além do aumento do transporte de massa da

espécie eletroativa para superficie do eletrodo [36].

6.1. Deteccao da DCBQ sobre microeletrodo de Au

A voltametria de onda quadrada (VOQ) foi a técnica eletroanalitica escolhida em
virtude de sua alta sensibilidade, limites de detec¢do que podem ser comparados as técnicas

cromatograficas e espectrofotométricas [31]. Nas respostas obtidas com a VOQ, a corrente
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medida é uma resultante (Ii,) entre as correntes de varredura nos sentidos direto (Iy) e
inverso (I,) da aplicagdo dos pulsos de potencial [50]. A separacdo das correntes pode ser
usada para observar a presenca de picos no sentido de varredura (direta e inversa), € com

isso avaliar o tipo de reacdo redox que estd acontecendo no sistema.

Ao analisar a Figura 20 observa-se a presenca de uma corrente no sentido direto da
aplicacdo dos pulsos de potencial, uma no sentido reverso e uma corrente resultante. A

corrente resultante € a diferenca entre as correntes diretas e inversas, € quanto maior a

7z

reversibilidade da reacdo maior é a contribuicio da corrente inversa, aumentando
significativamente a corrente resultante e, consequentemente, a resposta em termos de

intensidade de corrente [31].

Figura 20. Voltamogramas de onda quadrada e componentes de corrente para DCBQ 1mmol L™
em tampdo fosfato 0,1 mol L™, em microeletrodo de ouro, com f = 10 Hz; a = 50 mV e incremento
de varredura =5 mV.
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O processo redox da DCBQ foi investigado também, a partir de medidas feitas por
voltametria de onda quadrada (VOQ), em tampao fosfato pH = 4,5, na faixa de potencial de
0,5V a-0,2V, utilizando os pardmetros: amplitude de 50 mV, frequéncia 2 Hz e incremento

de varredura 6 mV, para os pH’s 4,5, 7,0 € 9,0, Figura 21.

Ha, portanto, uma diminui¢do na corrente limite com o aumento da concentracao
hidrogenidnica do meio, Figura 21, revelando que o comportamento voltamétrico é
diretamente influenciado pelo pH [40]. Em solu¢do aquosa o processo de reducdo da
DCBQ ¢ beneficiado em meio 4acido, confirmando os resultados obtidos em ECV, Figura
14, ou seja, as correntes de pico diminuiram com a elevacdo do pH, no processo de

conversao da benzoquinona a hidroquinona [4]. Diante disto escolheu-se o pH 4,5, que
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apresentou maiores valores de corrente para desenvolver a metodologia de detec¢do da

DCBQ sobre microeletrodo de ouro.

Figura 21. Voltamogramas de onda quadrada do microeletrodo de Au 15,45 um de raio obtidos em
solugdo tampdo fosfato na presenca de DCBQ 1 mmol L', com f = 2 Hz; a = 50 mV e incremento
de varredura = 6 mV.
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Diante do estudo do comportamento eletroquimico acima citado, realizou-se a
determinagdo do coeficiente de difusao da DCBQ. Para tanto, construiu-se um gréfico de
corrente versus concentracdo da solucdo. O coeficiente de correlacdo obtido foi igual a
0,997 e a inclinacao da reta (m) com o valor de 4,22x10° nA/mol.L™". A inclinacdo da reta

corresponde a Equagao 2.
m = 4nFrD Equacao 2

Em que,

n é nimero de elétrons transferidos na reacdo (n= 2),
F € a Constante de Faraday (96485 C mol),
D € o coeficiente de difusdo da espécie e
r € o raio do microeletrodo (r = 15,45 um).

Por meio da Equagdo 2 o coeficiente de difusdo da DCBQ foi calculado obtendo-se
valor de D = 3,53 x 10° cm® s'. Este valor de coeficiente de difusio calculado estd
proximo ao da benzoquinona (4,60 x 10 ° cm?s™), que como ja mencionado, ¢ uma espécie

semelhante [42].
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6.2. Otimizacao dos parametros da voltametria de onda quadrada

Os parametros da voltametria de onda quadrada, frequéncia de pulso (f), amplitude
de pulso (a) e incremento de varredura (4E;) foram investigados variando os seus valores
em uma determinada faixa, com o intuito de obter valores de corrente de pico sensiveis,
com melhor resolu¢do e adequados para o desenvolvimento de uma metodologia

eletroanalitica para a deteccao da DCBQ.

A partir da determinacdo dos parametros da voltametria de onda quadrada, uma
curva analitica foi construida e os célculos dos limites de deteccdo e quantificacdo foram

feitos através dos valores dos coeficientes de regressdo linear.

6.2.1. Variacio da frequéncia de aplicacao dos pulsos

A frequéncia, para VOQ, € um dos parametros associados com a intensidade da
corrente de pico e, portanto, com a sensibilidade do método analitico, além da velocidade

que € resultado do produto da frequéncia pelo incremento de varredura.

A Figura 22A, mostra os voltamogramas de onda quadrada para a DCBQ 1 mmol L
em microeletrodo de ouro. Os valores de amplitude de pulsos e incremento de varredura
foram mantidos constantes em 50 mV e 3 mV, respectivamente, e variou-se a frequéncia
entre 2 e 15 Hz. Pode-se observar que a medida que se aumenta o valor da frequéncia de
aplicacdo dos pulsos de potencial, hd também um aumento na intensidade da corrente de

pico (I,) e deslocamento dos potenciais de pico para valores mais negativos.

Figura 22. A) Voltamogramas de onda quadrada obtido com microeletrodo de ouro em solucdo
tampdo fosfato 0,1 mol L™, pH = 4,5, na presenca de DCBQ 1 mmol L', em diferentes frequéncias,
amplitude 50 mV e incremento de varredura 3 mV. B) Gréfico de corrente de pico (I,) em fungio da
raiz quadrada da frequéncia de pulsos aplicados.
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Para aplicagdes analiticas deste trabalho escolheu-se a frequéncia de 2 Hz em
virtude de apresentar melhor qualidade de sinal de corrente, isto €, por exibir valores onde a

corrente de pico apresentou melhor perfil voltamétrico.

Além disso, foi possivel avaliar o comportamento da corrente de pico com a

variacdo da raiz quadrada frequéncia em uma faixa de 2-15 Hz.

No intervalo de frequéncia entre 2 — 6 Hz hd uma linearidade que nio prossegue nos
demais valores de frequéncia estudados, Figura 22B. Em processos reversiveis percebe-se

um processo linear entre a corrente de pico e raiz quadrada da frequéncia [31].

6.2.2. Variacao da amplitude de aplicacao dos pulsos

Para o estudo da amplitude de pulso a frequéncia e o incremento de varredura foram
fixados em 2 Hz e 3 mV, respectivamente. A variagdo da amplitude foi realizada no
intervalo de 10 a 100 mV. A Figura 23A apresenta os voltamogramas de onda quadrada em
microeletrodo de ouro da DCBQ 1 mmol L. Estando de posse dos valores das correntes e
potenciais de pico dos voltamogramas de onda quadrada obtidos com variacdo da
amplitude, construiu-se um grafico com a corrente de pico em relagdo a amplitude de pulso

de potencial (Figura 23B).

Figura 23. A) Voltamogramas de onda quadrada obtido com microeletrodo de ouro em solucdo
tampao fosfato 0,1 mol L, pH = 4,5, com adicdo da DCBQ 1 mmol L' em diferentes amplitudes,
frequéncia 2 Hz e incremento de varredura 3 mV. B) Gréfico da corrente de pico em fungdo da
amplitude de pulsos.
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A Figura 23B apresenta a dependéncia da corrente de pico com a amplitude de pulso
de potencial, o qual € possivel identificar que para amplitudes de pulso menores que 50 mV

a corrente de pico € diretamente proporcional a amplitude aplicada, porém para valores
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acima desta relacdo ndo permanece linear, além de termos um alargamento no
voltamograma, que possibilitam perda de seletividade do método. Em vista disso, optou-se

como parametro 6timo a amplitude de 50 mV.

6.2.3. Variacao do incremento de potencial

O estudo do incremento de varredura foi feito variando-se seu valor entre 2 e 10
mV. Manteve-se constante os valores de frequéncia e amplitude de pulso nos valores de 2
Hz e 50 mV, respectivamente. Os voltamogramas de onda quadrada da variacdo do

incremento de onda estdo contidos na Figura 24 A.

Figura 24. A) Voltamogramas de onda quadrada de uma solu¢io DCBQ 1 mmol L' obtido com
microeletrodo de ouro em solugdo tampdo fosfato 0,1 molL™', pH = 4,5. Frequéncia 2 Hz e
amplitude 50 mV. B) Dependéncia da corrente de pico da reducdo da DCBQ com o incremento de
potencial de varredura.

R 3,4+ 9
' B )
32
— v @" r=0,999
— 4 mV
6 mV
—8 mV
10 mV 3.04
02 01 00 01 02 03 04 3 6 9
E/V vs Ag/AgCl/KClgat incremento de varredura/ mV

A partir dos valores das [, e incremento de potencial foi plotado o grafico
apresentado na Figura 24B. Como j4 mencionado anteriormente, na VOQ a velocidade é
obtida a partir do produto entre a frequéncia e o incremento de varredura [31]. Isto
confirma o comportamento crescente da intensidade da corrente de pico com o aumento do

incremento de varredura.

O aumento do incremento de potencial € uma alternativa para tornar o método mais
sensivel em VOQ, assim como o aumento da amplitude de pulsos [31], no entanto, o perfil
voltamétrico mais definido e estdvel foi obtido em velocidades mais baixas. A frequéncia
de 2 Hz possibilitou melhores resultados e ao observar-se o intervalo de linearidade do
incremento de potencial, decidiu-se pelo valor de 6 mV, para este. Desta forma, foi obtida

maior qualidade na resposta da corrente de pico.
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A Tabela 3 mostra um resumo da otimiza¢do dos parametros da voltametria de onda
quadrada: os intervalos de frequéncia, amplitude e incremento de potencial utilizados; e os

valores selecionados como 6timo.

Tabela 3. Tabela com os pardmetros avaliados, intervalos estudados e valores escolhidos

Parametros Intervalos estudados Valores escolhidos
Frequéncia 2—-15Hz 2 Hz
Amplitude 10 — 100 mV 50 mV
Incremento 2-10mV 6 mV

6.2.4. Curva analitica

Ap06s a otimizagdo dos parametros da VOQ, procedemos com a constru¢do da curva
analitica, que foi construida a partir das correntes de pico obtidas apds adicdes sucessivas
de 10 pL do DCBQ ao eletrolito suporte que geraram concentracdes de 19,9 pmolLﬁ1 a 328
umolL ", Figura 25A.

Figura 25. A) Voltamogramas de onda quadrada para diferentes concentracdes da DCBQ sobre
microeletrodo de ouro em solucio tampdo fosfato 0,1 mol L™ (pH 4,5) com amplitude= 50 mV,
incremento= 6 mV e f = 2 Hz. B) Curva analitica.
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A partir da dependéncia linear da corrente de pico com a concentracdo da DCBQ em
solucdo, Figura 25B, encontrou-se a equacdo da reta (Equacdo 3) com coeficiente de

correlacdo igual a 0,996.

I,(nA) = 0,0524 + 3,04[DCBQ](pmolL™") Equagio 3
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A partir da andlise da Figura 25B € possivel constatar que a faixa linear entre a
intensidade do sinal de corrente e a concentracdo do analito foi observada entre 19,9 a

291,0 pmol L' e a sensibilidade encontrada foi de 3,0 nALp mol .

6.2.5. Limite de deteccao (LD) e Limite quantificacao (LQ)

O limite de detec¢do (LD), € a menor concentragdo de um analito que dard um sinal
trés vezes superior ao nivel de ruido da linha de base [51]. Este foi calculado nas mesmas

condicdes experimentais expostas anteriormente, utilizando-se a seguinte relagio:
LD = — Equagio 4

em que S, € o desvio padrdao da média de medidas do branco e s € a inclinacdo da reta

obtida na curva analitica.

O desvio-padrao da média das medidas do branco, foi determinado a partir da média
das correntes medidas em 10 voltamogramas na auséncia de analito, tomadas no potencial

equivalente aquele do pico de reducao da DCBQ. Nesse caso, o valor do desvio encontrado

foi de S, = 6,18x10 2.

O LQ ¢ definido como sendo a menor concentracdo do analito que pode ser
quantificado na amostra, com exatiddo e precisdo aceitdveis, sob as condi¢des
experimentais adotadas. Pode ser estimado por meio da razdo sinal/ruido, do desvio-padrado
e por processos estatisticos [52]. Para o cdlculo do LQ, utilizou-se a relagio abaixo:

10Sp
S

LQ = Equagdo 5

Desta forma, os valores de LD e LQ encontrados foram de 6,1 e 20,3 umol L,
respectivamente. Sendo o valor do LD muito acima do valor encontrado por QIN et al. [4],
que por meio de espectrometria de massa com ionizac¢do por electrospray detectou DCBQ
em 4gua em concentracdes de 0,08 nmol L™'. No entanto, para se obter concentracdes tio
baixas houve uma série tratamento da amostra, como a pré-concentracio por extracao em
fase solida da amostra, especifica para halobenzoquinona, o que faz com este método seja

extremamente dispendioso.

A metodologia eletroanalitica desenvolvida neste trabalho fez uso de um

microeltrodo de outro, de ficil constru¢do e baixo custo, sem etapas de pre-concentragao,
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ou seja, apenas fazendo a adicao do analito ao eletrdlito suporte, tornando mais vidvel a sua

utilizagdo mesmo que com valores de concentracdes bem mais elevados.

A repetibilidade das medidas foi avaliada considerando-se 10 medidas sucessivas
realizadas em uma mesma solucdo, contendo DCBQ 1 mmol L. O valor médio das
correntes foi de 2,6 nA, com desvio padrao relativo de 0,94%. O valor encontrado mostra

que o método sugerido apresenta precisdo aceitavel.

A reprodutibilidade foi investigada, comparando-se os valores de picos de correntes
catédica, do processo de reducdo relativos a DCBQ, fazendo-se o polimento do
microeletrodo apds cada medida. O desvio padrdo relativo medido para 10 voltamogramas,
avaliados no mesmo dia, sob condi¢des de trabalho diferentes, foi de 4,5%. Este resultado
indica que a area de trabalho do microeletrodo apresentou uma pequena variagdo € que o

erro esta dentro do limite aceitavel.

Um dos métodos mais utilizados para validar os processos analiticos é o ensaio de
recuperagdo, que € definida como a propor¢do da quantidade da substincia de interesse,
presente ou adicionada na por¢do analitica do material teste, que € extraida e passivel de ser
quantificada [53], relaciona-se com a exatiddao, que é quando determinado analito €
recuperado no processo frente a quantidade real presente na amostra. A exatiddo classifica-
se como erro sistemdtico percentual e ocorre pela perda de substincias devido a baixa
extracdo, medidas volumétricas imprecisas ou substincias interferentes na amostra, dentre

outros [52].

O estudo da recuperacgdo consistiu na construcdo de uma curva pelo método de
adi¢do padrao, Figura 26(A e B) que foi obtida por adi¢des conhecidas do constituinte a
uma amostra que, teoricamente, possui concentra¢do inicial igual a zero. As medidas foram

feitas em triplicata para cada amostra.

Para o cédlculo da taxa de recuperacdo empregou-se a equacdo da reta obtida na

curva de adi¢do padrao:
I,(nA) = 0,0647 + 2,98[DCBQ](umolL™"), r = 0, 997

A partir dai, obteve-se a concentracio da DCBQ (desconhecida) igual a 21,6 umol L
e sabendo que o valor real corresponde a 19,9 umol L', foi entdo calculada a relacdo

porcentual através da seguinte expressao matematica:

Rec % = |Concentraciogesconhecida — Concentragioyeq|

x 100 Equacgao 6

Concentracaoreq]
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Figura 26. A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em solugdo tampdo fosfato (pH = 4,5)
contendo adi¢des sucessivas de 0,253 mmol L'da DCBAQ, utilizando microeletrodo de Au de 15,45
pm de raio, com a = 50 mV, f =2 Hz e incremento = 6 mV e B) Curva de recuperagdo em eletrdlito
suporte.
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A quantidade obtida foi de 108,9%, ou seja, estd 8,89% maior que o valor real. No
entanto, esta dentro do limite de erro aceitavel, uma vez que conforme a literatura [54] a

faixa de recuperacdo admitida € de 80 - 110 %.

A Tabela 4 apresenta os intervalos de recuperacio toleravel para determinadas

concentracoes.

Tabela 4. Intervalo de recuperacio aceitavel do analito [54].

Concentracao do Analito Intervalo de recuperacao aceito (%)
>10 98 — 102
>1 97 -103
>0,1 95 - 105
>0,01 90 -107
>0,001 - >0, 00001 80—-110
>0, 000001 60115

>0, 0000001 40-120
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7. CONCLUSAO

A DCBQ sofre oxidagdo eletroquimica reversivel e dependente do pH até pH 9,2,
com a transferéncia de dois elétrons e dois proton. Esse processo leva a formagdo de um
produto de oxidacdo da DCBQ, o qual sofre reacdao redox reversivel em um processo

dependente do pH até pH 5,4, envolvendo a transferéncia de dois elétrons e dois prétons.

ApO6s a incubagdo em eletrélito suporte por tempos determinados foi observado que a
DCBQ sofre degradacdo espontinea, levando a formagdo homogénea de produto(s) de
degradacdo (pdDCBQ) eletroativo(s) em 3,7 < pH < 6,0. Esse(s) produto(s) sofre(m)
oxidacgdo eletroquimica em um processo reversivel e dependente do pH, ocorrendo com a
perda de dois elétrons e dois préotons. O estudo de degradacdo em toda a faixa de pH
estudada evidenciou que a DCBQ possivelmente se degrada acentuadamente em meio
basico. As medidas espectrofotométricas confirmaram a degradagdo desse contaminante em

solucdo aquosa.

O estudo da interacdo do contaminante DCBQ com dsDNA, usando solugdes de
dsDNA incubadas e biossensores eletroquimicos de dsDNA, mostrou que a DCBQ e o(s)
pdDCBQ interagem com o dsDNA, através da libertacdo das bases Gua e Ade. Em adic¢do,
a interacdo da DCBQ-dsDNA ndo mostrou dano oxidativo causado ao DNA pelo(s)
produtos(s) formados pela DCBQ, visto que a 8-oxoGua/2,8-DHA ndo foi detectado.

A metodologia analitica desenvolvida para determinacdo da DCBQ, apds a
otimizacdo das condicdes experimentais, mostrou ser eficiente, obtendo-se voltamogramas
estdveis e bem reprodutiveis. Uma faixa de linearidade para a curva analitica foi obtida em
19,9 a 291,0 pmol L', com limites de detec¢do e de quantificacdo iguais a 6,1 e 20,3 umol

-1 .
L, respectivamente.
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