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RESUMO: Eletrodo de diamante dopado com boro fadaspara a quantificagdo simultdnea de dopamina,
acido drico e acido ascorbico usando voltametriactela quadrada e quadrados minimos parciais. Meamo
altas concentragfes de acido Urico e acido ascarlia possivel quantificar a dopamina. Os errosat®los
médios foram de 10,96; 6,20 e 9,72% e os limitegjdmtificagdo foram de 7,48;14,71 e 19,8V para
dopamina, &cido Urico e &cido ascérbico, respectieate.

Palavras-Chaves. Quimiometria,PLS, diamante dopado com boro, wvoétria de onda quadrada.
INTRODUCAO

Dopamina (DA), &cido ascorbico (AA) e acido UrigdJ) sdo compostos de grande interesse biomédieo, qu
executam funcbes essenciais no metabolismo dos ferami A dopamina é atualmente objeto de intensa
pesquisa nas areas de neurociéncia e quimicaceténto, essencial o desenvolvimento de um métapiolo e
simples para sua quantificacé@o [1]. Similarment8Ao(vitamina C) € um componente vital na dieta lanm e
tem sido usado para a prevencao e tratamento fliades, indisposicdes mentais, infertilidade, &re AIDS
[2]. O é&cido drico (AU) é o primeiro produto findb metabolismo da purina. Sabe-se que niveis ai®idra
AU sdo sintomas de varias doencas [3], dentre @lafarto. As concentracdes de AA e AU em fluidos
biol6gicos podem atingir altos valores i.e. 100-p80 e 1-50 uM respectivamente, enquanto que as
concentragdes de DA apresentam baixas concentrem@sm nivel basal de 0,01 u¥.

Do ponto de vista eletroanalitico, a oxidacéo de BA e AU esta proxima de um mesmo potencial, o que
resulta em sobreposicdo da resposta voltamétrendm com que a descriminacdo de cada composto seja
extremamente dificil [4]. Véarios trabalhos na bterra apresentam diferentes tipos de modificacéedetrodos
gue tem o objetivo de determinar DA, AA e AU sinanikamente [1,4]. Estas técnicas voltamétricas s® m
seletivas, menos dispendiosas e consomem menosoteque aquelas baseadas nos métodos
espectrofotométricos. Entretanto, mesmo quandoshktetividade e sensibilidade s&o alcangadas coas est
modifica¢des, héa frequentes complicacdes relacemadm os fendmenos de adsorcéo [5] ou a necesdigad
renovacao da superficie apos cada medida [6]

Neste sentido, é essencial desenvolver métodosiasipsimples, sensiveis, seletivos e estaveis para
determinacao simultanea de DA, AA e AU em analikesotina [1].

No presente trabalho € apresentado um método @qlétnaco simples e seletivo para a determinacao
simultinea de DA, AU e AA usando voltametria deaogdadrada (VOQ), eletrodo de diamante dopado com
boro (EDDB) e ferramentas quimiométricas, tais gados minimos parciais (PLS) para construir o model
calibracao multivariada e sinal analitico liquitAS) para os célculos das figuras de mérito.

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

As ferramentas quimiométricas séo aquelas que gaprenétodos mateméticos e estatisticos sofisticados
para extrair o maximo de informagéo do sistema mpeilde uma maneira inteligente e séo extremameaie U
em guimica analitica quando problemas de sobrdjEsside sinais séo observados [8].

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Crescimento dos filmes de diamarfi@mes de diamante dopado com boro policristalorarmh 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 degsiénio foram usados como substrato. Detalhes ssbre
caracteristicas destes filmes séo apresentadegemérrcia [7].

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

Condi¢des voltamétricagsis condigdes voltamétricas foram definidas emdesfrévio e sdo as seguintes:
tampao fosfato 0,1 M pH 6, incremento de poter@j@2 V, amplitude 0,075 V, frequéncia 16,5 Hz edaie
varredura de 0,01 a 1,2 V.




Reagentes e solu¢de®s reagentes dopamina (Aldrich), L(+)-acido ascorl{Sigma) e é&cido drico
(Aldrich), foram usados como recebidos. Todas kg8es foram preparadas em agua Milli-Q (>1Q.bm).

Um planejamento fatorial parcial foi elaborado palter as varidveis dependentes. Os valores médios,
minimos e maximos para as concentracfesukinforam respectivamente de 29,8; 14,6 e 45,7 pabd;
251,7; 45,8 e 458,0 para 0 AU; 218,6; 42,2; 403/@jp AA.

Tratamento dos dado$Ds conjuntos de calibragcdo e externo para previs@mm compostos de 22 e 16
amostras, respectivamente. Todas as variaveisendeptes (525) ou selecbes destas varidveis paaanalito
foram utilizadas. A linha de base de todos os wudigramas foi corrigida usando uma janela de médiem
com largura de 0.015. Modelos PLS foram construftlrs todas as varidveis dependentes simultaneament
(PLS2) e individualmente (PLS1). O numero de vaigatentes foi determinado através do célculero
médio quadratico da validagdo cruzada (RMSECV)ablilldade de previsdo do modelo foi avaliada peto e
médio quadréatico de previsdo para amostras comentmacdes desconhecidas (RMSEP). As figuras deaméri
tais como: seletividade, sensibilidade e limiteydantificagéo, foram calculadas utilizado o caldddNAS [9].
Todos os célculos foram realizados em ambientealdatl
RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo de DA foi estudada em niveis berxalamquelas para AU e AA, conforme é mostrado na
figura 1A. A figura 1B apresenta os voltamogramas s analitos estudados e para a mistura dooh$srve
a alta sobreposicdo dos trés picos. Os voltamograpa@a as misturas do conjunto de calibragdo séo
apresentados na figura 1C.
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Figura 1: [A] faixa de concentracdo investigada para BA(AU(e) e AA(A). [B] Voltamogramas com

correcao de linha base para a BA{, AU(—-), AA(—) e mistura(----); [C] Voltamogramas das mistumas d
conjunto de calibracao.

Trés diferentes modelos foram construidos i.e. PLB@ constr6i um modelo com todas as variaveis
dependentes simultaneamente calculando um vetraegdessao para cada analito a partir dos mesmaesale
scores e loadings; PLS1c e PLS1s que sdo os mad®etuidos para cada varidvel dependente utilizan
todas as varidveis independentes (c) ou varidweigpendentes selecionadas (s). A selecao de varifie
realizada utilizando o algoritmo baseado na selde8ovaridveis ordenadas (OPS) [10].

Os resultados para os modelos construidos séo adostma tabela 1. Observe que 0s maiores erros
(RMSECV e RMSEP) foram obtidos para o modelo PL§RAe&0s menores foram obtidos para o modelo PLS1s
para ambos os analitos. Além disto, os coeficietiéesorrelacéo obtidos entre os valores medidesditps ou
pela validagdo cruzadafr ou pelo conjunto predigéop)rforam maiores para o modelo PLS1s. Portanto o
modelo PLS1s mostrou ser o de maior capacidadeetdficfo, o que indica a necessidade de se realizar
sele¢do de varidveis em modelos de calibracéovanéida com dados voltamétricos.

Tabela 1:Diferentes modelos PLS construidos para a quaag#ic simultinea de DA, AU e AA

DA AU AA
PLS2 PLSlc PLS1s PLS2 PLSlc PLS1s PLS2 PLSlc PLS1s
Fatores 4 8 8 4 5 5 4 6 6
rmsecv 6,33 3,24 2,24 39,48 30,47 22,89 37,33 30,14 22,12
I ey 0,88 0,96 0,98 0,96 0,97 0,99 0,96 0,97 0,98
rmsep 4,44 3,43 3,62 23,73 20,44 11,39 22,15 19,97 18,49
My 0,91 0,95 0,95 0,98 0,99 0,99 0,97 0,98 0,98

NUmero de variaveis independentes: PLS2: 525; PLS2E; PLS1s: 225 (DA), 111(AU) e 90(AA).

As concentragbes medidaersusas preditas pelo modelo PLS1s sdo mostradas oefiy Para o
conjunto externo de predig¢do os valores minimo,im@éye médio para os erros relativos foram respactante
de 0,45%; 37,62%; 10,96% para a DA, 0,001%; 53,&24820% para 0 AU e de 1,46%; 44,82% e 9,72% para o
AA. Para a DA quatro amostras apresentaram erigsaate 18% e as restantes ficaram abaixo de 12%. Os
modelos apresentaram excelentes predicdes para® peda o AA. Para os dois analitos apenas umatemnos
apresentou um alto erro relativo.
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Figura 2: Concentracfes medidasrsuspreditas para a validagdo cruzadd € para o conjunto externo de
predicao ¢).
As figuras de mérito para calibracdo multivariasiaaf calculadas segundo Booksh e Kowalski, 1994 [9]
séo apresentadas na tabela 2.
Tabela 2: Figuras de méritos calculadas para o modelo PLS1s.

[AU] preditas / uM [AA] preditas / uM

DA AU AA
Seletividade 0,014 0,045 0,025
Sensibilidade/pA pM ™ 0,0013  0,0063  0,0024
LOQ (M) 2,13 4,20 5,70

Os resultados da tabela 1 indicam o quanto asvégtetes dos analitos sdo baixas, confirmando adgra
interferéncia entre os analitos. A sensibilidadelitina estabelece a menor diferenca de concewntregéie
amostras, a qual pode ser distinguida pelo métedcatibracdo. A sensibilidade foi claramente maiara o
AU.

CONCLUSOES

A determinagéo simultanea de DA, AU e AA no EDDBgossivel usando VOQ e PLS. O EDDB mostrou
ser fundamental devido a alta adsorgéo destes ctogpem eletrodos sélidos convencionais. Entreaehos
PLS construidos, aquele que utilizou varidveis pedelentes selecionadas mostrou ser significativieemen
melhor. Finalmente, o modelo foi validado atravas figuras de mérito.
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