Determinarea acidului uric prin voltametrie ciclica

1. Introducere

Acidul uric reprezinta produsul principal al metabolismului purinic, fiind rezultat prin degradarea
bazelor purinice, si este eliminat prin urina. Pentru oameni, acidul uric are atat origini endogene, cat
si exogene (prin consumul de alimente bogate in baze purinice).

Cantitatea crescuta de acid uric in organism poate fi asociata cu diferite boli care sunt caracterizate
printr-o ratd mare de regenerare celulara, precum leucemia sau limfomul. Atunci cand rinichii nu
elimina excesul de acid uric, acesta se acumuleaza sub forma de cristale solide, care se formeaza de
obicei la nivelul articulatiilor si produc guta.

Metodele spectrofotometrice care utilizeaza acidul fosfotungstic, metodele enzimatice care folosesc
uricaza, dar si metodele electrochimice, bazate pe oxidarea acidului uric, sunt utilizate pentru
determinarea acidului uric.

Oxidarea acidului uric:
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Scopul acestui experiment este de a dezvolta o modalitate de determinare a acidului uric in urina.
Aceasta metoda este bazatad pe oxidarea electrochimica a acidului uric la nivelul electrozilor solizi.

2. Materiale necesare
- Potentiometru

- Electrozi serigrafiati

- Conector specific

- Pahare Berzelius

- Pipete

- Flacoane marcate volumetric



3.

Experimentul propriu-zis

Se utilizeaza un sistem potentiometric de trei electrozi specific pentru masuratorile
electrochimice. Cei trei electrozi sunt integrati in electrodul serigrafiat, unde electrozii implicati
au la baza cerneala de carbon, iar electrodul de pseudoreferinta este realizat din argint.

> Caracterizarea procesului oxidativ

Metoda de determinare prin voltametrie ciclica face posibila caracterizarea comportamentului

electrochimic al acidului uric.

a)

b)

c)

Identificarea proceselor de oxido-reducere pe electrozii serigrafiati evidentiaza reversibilitatea
sau ireversibilitatea proceselor care au loc. Se vor realiza urmatoarele etape de lucru:

Se preparad 50 mL de solutie stoc, de concentratie 10> M de acid uric in 0,1M solutie buffer de
fosfat pH 7.

Din solutia obtinutd se prepard 10 mL solutie 10* M in solutie 0,1 M, pH 5, de AcOH/AcO" (AcOH
= acid acetic).

Se pipeteaza 50 microlitri de solutie obtinuta pe suprafata serigrafiata si se inregistreaza
voltamograma ciclica.

Potential initial: -0,05 V ; Potential final: +0,45 V ; Rata de scanare: 50 mV/s.

Se determina daca procesul chimic e determinat de adsorbtie sau de difuzie:

Se inregistreaza voltamogramele ciclice pentru 50 microlitri de solutie de acid uric 5x10°M in
solutie tampon cu pH 5, la rate de scanare diferite(20, 50, 80, 100, 125, 200 mV/s). Pentru
fiecare masuratoare se foloseste un alt electrod serigrafiat.
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Se studiaza efectul timpului de acumulare.

Se plaseaza 50 microlitri de solutie de acid uric 5x10° M in sistem tampon cu pH 5, pe sapte
electrozi serigrafiati. Se Tnregistreaza voltamograma ciclica dupa timpi diferiti de asteptare (0, 5,
10, 20, 30, 45 si 60 minute).



> Teste analitice specifice metodei

Dupa alegerea ratei de scanare si a timpului de acumulare adecvat, se determina caracteristicile
analitice.

a) Repetivitatea: intra si interepetivitatea electroliticd (solutie de acid uric 5x10° M in buffer pH 5)

a.l. — intraelectroldica: Masuratorile se desfasoara folosind acelasi electrod, spalandu-l cu apa

ultrapura, dupa fiecare masuratoare.

a.2. —interelectrolitica: se foloseste un nou electrod pentru fiecare masuratoare

b) Curba de calibrare: calibrarea se realizeaza folosind acelasi electrod, care se spalda cu apa
ultrapura dup3 fiecare determinare. Intervalul concentratiilor: de la 10°M la 5x10* M.

> Determinarea acidului uric in urina

Determinarea poate fi facuta prin masuratori directe ale probei diluate si extrapolarea la curba de
calibrare sau prin metoda aditiilor standard. Fiecare masuratoare se realizeaza cu un electrod serigrafiat
nou.

e Cuantificarea directa: Se dilueaza proba in buffer AcOH/AcO" pH 5, pentru a se obtine un semnal
analitic, care se incadreaza in curba de calibrare obtinuta (dilutii intre 1/100 si 1/500). Se repeta
masuratorile de 3 ori (se calculeaza deviatia standard relativa), iar rezultatele obtinute se
exprima in mg acid uric/ L urina.

e Metoda aditiilor standard: Luand in considerare rezultatele obtinute anterior, se prepara dilutia
probei pentru a se obtine un semnal analitic care sa se incadreze in curba de calibrare. Apoi se
prepara cateva solutii de probe diluate si se creste treptat cantitatea de solutie standard.
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