ESCOLHA DAS CONDICOES VOLTAMETRICAS, EMPREGANDO
PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS, PARA A DETERMINACAO DE
DOPAMINA E ACIDO URICO COM ELETRODO DE DDB

Reinaldo F. Tedfilh, Helder J. Ceragidli Alfredo C. Peterlevitz Vitor Baranauskds
Marcia M.C. Ferreirg Lauro T. Kubota

! Instituto de Quimica - Unicamp, Campinas - SPasiy
2 Departamento de Engenharia Elétrica - Unicamp, flteas - SP - Brasil

RESUMO: As condigdes voltamétricas usando voltamee onda quadrada e eletrodo de diamante dopado
com boro para a determinacdo de dopamina e acidtmdoram investigadas de maneira a obter uma ogiwli
favoravel para a determinacdo destes dois compastasitaneamente, visto que sao interferentes rsttuma
triagem usando um planejamento fatorial fracionaf@ utilizada para expor as principais variaveisie
interferem no sistema. Uma metodologia de superfie resposta empregando o planejamento Doehlert fo
utilizada para definir os niveis satisfatorios dasriaveis para a determinagdo simultidnea dos doimmostos
em tampao fosfato usando calibragdo mutivariada.
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INTRODUCAO

A dopamina (DA) € um importante neurotransmissosietema nervoso central de mamiferos [1]. Em dluid
extracelular do sistema nervoso central a conagitrbasal de DA é muito baixa i.e. 0,01+4iM[2]. Entre os
principais problemas para sua determinagdo estdta de resolucdo entre a DA, o &cido ascorbico)(8A
talvez, o acido drico (AU) e a alta concentracastatelltimos em relagdo ao primeiro i.e. 100 — j@dOpara
AA e 1-50puM para AU. Em eletrodos sdlidos tradicionais, AMAE sdo oxidados em potenciais muito
préximos ao da DA, resultando em uma sobreposigaiesposta voltamétrica. Por outro lado, a detercéio
de &cido urico é de extrema importancia visto gueis anormais de AU séo sintomas de véarias dogBtas
Neste sentido, é essencial desenvolver métodadosapisimples para sua determinagdo em analisesirte

Varios métodos eletroanaliticos tém sido empreggdwa a determinacdo simultdnea de DA e AU na
presenca de AA. A maioria se baseia na modificatzisuperficie do eletrodo de diferentes maneiras, e
usando polimeros [4], enzimas [5], ambientes miesld6] ou por pré-tratamento eletroquimico [7]tass
técnicas voltamétricas sdo mais seletivas, mergpeddiosas e consomem menos tempo que aquelagdmsea
nos métodos espectrofotométricos. Entretanto, mepmado boa seletividade e sensibilidade séo adasc
com estas modifica¢des, ha freqlentes complicaggiasionadas com os fendbmenos de adsorcédo [4] ou a
necessidade de renovacéo da superficie apds catidaniig]. No presente trabalho, nés descrevemosstodo
das condic¢des voltamétricas usando planejamentrimentais para a determinagdo simultdnea e\seleéd
DA e AU usando voltametria de onda quadrada (VO&gletrodo de diamante dopado com boro (EDDB). O
objetivo do estudo foi alcancar os melhores nidasvariveis para se obter as melhores respestasim, um
baixo limite de quantificagcdo tanto para a DA qogpdra o AU, visando uma determinacé@o simultanstesle
dois analitos na presenca de AA.

O uso de EDDB tem crescido significativamente ritmas anos. Isto se deve as suas caracteristideasi
tais como: baixa e estavel corrente de fundo, ajapkla de potencial em meio aquoso, inércia quairfpobre
adsorcdo de moléculas orgéanicas), relativa insdidsitte para o oxigénio presente na solugdo e mdre
estabilidade da resposta por longo periodo de t¢&jpo

Os planejamentos experimentais tanto para triageantq para metodologia de superficie de respos&RjM
sdo extremamente Uteis para se obter o maximofdeniacdo do sistema quimico estudado de uma maneira
inteligente empregando poucos experimentos [9].

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Crescimento dos filmes de diamarf@mes de diamante dopado com boro policristalorarm produzidos
em um reator de deposicdo de vapor quimico (CVD) om filamento quente em um cilindro de quartzo. A
fonte de boro foi dissolvida em etanol. Fios degénio foram usados como substrato. Os filmedataahte
foram depositados empregando uma mistura de vapetahol diluido em gés hidrogénio (99.5% vol) eaum
taxa de fluxo volumétrica de 100 ¥min (sccm). A pressdo foi mantida a 20 torr [85 €etrodos foram
isolados usando fita de teflon e resina epoxi &cemtseridos dentro do tubo de polipropileno, exooapenas
uma &rea do eletrodo para os estudos eletroanalitic

Medidas eletroquimicasAs medidas eletroquimicas foram executadas emcéika com trés eletrodos: um
eletrodo de calomelano saturado (ECS) foi usadmagetrodo de referéncia e uma espiral de plathasada
como contra eletrodo. Todas as medidas foram eeksz em um potenciostato AUTOLAB PGSTAT 30
gerenciado pelo software GPES 4.9 a partir de utnoncomputador.




Condicdes voltamétricasAs condi¢des voltamétricas foram definidas usgpldoejamentos experimentais
para buscar as condi¢gbes satisfatorias. Os estiotlas realizados para o AU e DA separadamente. A
concentragdo para ambos os compostos foi fixadd @M na célula. A resposta usada neste estudo foi

definida de acordo com a seguinte equa¢ae:(i , /1 | xﬁ) -10°, ondei, ¢ a corrente de pico em ampere (A),

|, € a largura do pico a meia altura & a velocidade de varredura {ysOs valores foram normalizados por um
fator de 16. A divisdo pela largura do pico foi adicionadaemmacdo com o objetivo de se obter picos menos
largos. A diviséo pela raiz quadrada da velocidddevarredura é necessaria visto que a correntecde p
aumenta linearmente com a raiz quadrada da velteida varredura. Porém, nem sempre um aumento na
corrente devido a altas velocidades de varredgrafisia um aumento na sensibilidade. A divisao gsie fator
retira a influéncia da velocidade de varreduramhgra estudo.

Tratamento dos dado#t linha de base de todos os voltamogramas foigider usando a janela de média
movel com largura de pico de 0.019 para DA e de®para AU. Todos os calculos relativos aos planejfaos
experimentais foram realizados usando planilhasdeleas [9].

Reagentes e solu¢6e®s reagentes dopamina (Aldrich), &cido Urico (il e fosfato de sédio (Synth)
foram usados como recebido e todas as solucdes fimeparadas em agua Milli-Q (>18Mm).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um planejamento fracionario® com ponto central foi elaborado para investigarvasaveis que
apresentam influéncia significativa sobre o sist@s@dado. As varidveis estudadas foram: concémureq
tampéo fosfato de sodio ([TP]), pH do tampéo, amhi (Ampl.) e freqiiéncia (Freq.) da onda quadréda.
faixa de varredura foi de 0,01 a 1,05 V e o incretmele potencial foi fixado em 0,02 V.sA Tabela 1
apresenta as variaveis e niveis estudados.

Tabela 1:Varidveis e seus respectivos niveis investigados.
Variaveis Niveis
-1 0 +1
[TP] (mol LY) 0,05 0,075 0,1

pH 58 65 72
Ampl. (V) 0,05 0,075 0,1
Freq. (Hz) 50 75 100

Os resultados apresentados na Tabela 2 mostraasagiaveis apresentam maiores influencias sobitg o
que sobre a DA. O pH néo foi significativo para A, [porém foi o mais significativo para o AU. A Tabhe
indica que as variaveis Ampl. e Freq. necessitamandestudo mais detalhado visto que elas foranratedg
importancia para os dois compostos. O efeito déiwalr[TP] indica para maiores concentracdes, emguague
o efeito do pH indica para um valor mais baixo db gara o AU. Estas duas variaveis foram fixadas em
0,1 mol L* e 6,0 respectivamente.

Tabela 2: Efeitos principais para cada composto e seus riegpe@ valor calculados a partir do erro puro.
Efeito p Efeito p
DA AU
Média 5,69* 0,00E+00 7,25* 0,00E+00
[TP] 0,59* 2,86E-04 1,55* 1,36E-04
pH -0,01  9,09E-01 -1,59* 1,17E-04
Ampl 2,57* 0,00E+00 1,43* 1,96E-04
Freq -0,82* 5,90E-05 -1,50* 1,56E-04
*efeitos significativos a um nivel de significAnda 0.05 e 4 graus de liberdade pelo teste t.

Um planejamento Doehlert para MSR foi elaborada er varidveis amplitude e freqiiéncia. Os niveia pa
variavel amplitude foram em volts: 0,05; 0,062%9)78, 0,0875 e 0,1; enquanto que 0s niveis paraiaveh
freqiiéncia foram em Hz: 8; 16,5 e 25. Os nive&aesa ordem indicada pelo planejamento Dohelert.

Os modelos para a DA e para o AU foram construidando regresséo linear multipla e validados atravé
da andlise de variancia (ANOVA). As regressodesnfiosggnificativas e ndo houve falta de ajuste parthas os
modelos. Os coeficientes de correlacéo foram dé&3(para a DA e de 0,985 para o AU. Observe pelaagégs
apresentadas na Figura 1 que para a DA apenasléudmoi significativa enquanto que para o AU a@g 0
coeficiente principal para a amplitude n&o foi gigativo. Buscando um compromisso para as congi¢benas
para ambos os analitos, pode-se concluir que essndatisfatorios das variaveis amplitude e freqgi@éforam
0,075 V e 16,5 Hz, respectivamente. Estes valovesnf obtidos decodificando os niveis 0,2 e 0,3 para
freqliéncia e amplitude, respectivamente, indicaddigura 1.

Nas condigdes satisfatorias encontradas, os limdigedeteccdo e de quantificacdo foram respectiveemen
para a DA de 2,92 e 9,70/ e para 0 AU de 3,94 e 13,1M.



foa =12,33+ 2, 7Ampl ry =14,29- 1,36req ~ 1,0Ampl®+ 0,3Breq’+ 0,6&mpl xFrec
Figura 1: Superficie de resposta para os modelos quadréticegtruidos para a DA (A) e para o AU (B) com
suas respectivas equacdes contendo os coeficigigtaficativos com um nivel de significancia de®® 4
graus de liberdade pelo teste t. Os valores papditade e freqiiéncia estdo codificados nos gréafaarforme
planejamento Dohelert (ndo apresentado).
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Figura 2: Resultados obtidos utilizando as condic¢des s#iisées.A: Voltamogramas para a DA e para o
AU (--) nas concentracbes deuB! e 10uM, respectivamentéB: Curva analitica para a DAS: Curva analitica
para o AU.

Conforme apresentado na Figura 2 a resposta vdtiamécou bem definida e uma ampla linearidade fo
obtida para ambos compostos, apesar de uma faiseRriansa nao ter sido investigada.

CONCLUSOES

Apesar de o limite de quantificacdo para a DA néoatingido niveis desejados, o EDDB mostrou-se
promissor na andlise tanto da DA quanto do AU,ovigie uma baixa adsorcdo foi observada e removida
facilmente durante a analise.
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