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RESUMO

Neste trabalho foi proposta uma metodologia para determinagao simulténea de
acido ascorbico (AA) e dopamina (DA) utilizando a técnica amperometria de multiplos
pulsos (MPA) e um dispositivo microfluidico (WTED). As duas substancias séo eletroativas,
sendo que a reagao de oxidacdo do AA ¢ irreversivel e a reacdo de oxidacdo da DA é
reversivel. Para determinar acido ascorbico e dopamina simultaneamente por meio de
técnicas eletroquimicas é preciso superar uma limitacdo: o fato de os potenciais de
oxidagcdo das duas substancias serem muito proximos. A técnica MPA possui um
diferencial em relagdo a amperometria convencional: a possibilidade de se aplicar mais de
um potencial sobre uma mesma amostra que contenha mais de uma substancia
eletroativa, com potenciais redox diferentes. Na metodologia proposta, foi possivel, a
partir dos sinais de corrente gerados na reducdo da dopamina o-quinona, calcular um
fator de correcdo para os sinais de oxidacdo do acido ascoérbico, sendo possivel
quantificar os dois analitos simultaneamente. A metodologia foi desenvolvida num
dispositivo microfluidico impresso em impressora 3D, ao qual foram acoplados um
eletrodo impresso e um canal microfluidico composto por fios téxteis. Os dispositivos
microfluidicos trazem muitas vantagens como: possibilidade de portabilidade para uso em
pontos de atendimento, alta sensibilidade e frequéncia analitica, baixo consumo de
reagentes e amostra e geragdo de pouca quantidade de residuos. O dispositivo se
mostrou adequado a metodologia proposta. Foi possivel, a partir de uma determinagao
simultanea de DA e AA, construir duas curvas analiticas, uma para cada analito, fazendo
uso do fator de correcao calculado. Os limites de deteccdo de DA e AA foram,
respectivamente: 1,54 ymol L' e 5,13 ymol L. Foi realizado um estudo de interferentes
que demonstrou que a presenca de acido urico, glicose e cloreto de sédio nao alteram
significativamente as correntes de oxidagao e reducao dos analitos.

Palavras-chave: Dopamina. Acido ascdrbico. Determinagdo simultanea. Dispositivo
microfluidico. Amperometria de multiplos pulsos.



ABSTRACT

In this work, a methodology for simultaneous determination of ascorbic acid (AA)
and dopamine (DA) was proposed, using the multiple pulse amperometric technique
(MPA) and a microfluidic device (uTED). DA and AA are electroactive, the oxidation
reaction of AA is irreversible and the oxidation reaction of DA is reversible. To determine
ascorbic acid and dopamine simultaneously by electrochemical techniques, one limitation
must be overcome: the oxidation potential of the two substances are very close. The MPA
technique has a differential compared to conventional amperometry: it is possible to apply
more than one potential on the same sample that contains more than one electroactive
substance, with different redox potentials. In the proposed methodology, it was possible,
from the current signals generated in the reduction of dopamine o-quinone, to calculate a
correction factor for the ascorbic acid oxidation signals, being possible to quantify both
analytes. A methodology was developed in a microfluidic device printed on a 3D printer, to
which were coupled a printed electrode and a microfluidic channel composed of textile
wires. Microfluidic devices offer many advantages such as portability for point-of-care use,
high sensitivity and analytical frequency, low reagent and sample consumption, and low
residue generation. The device proved to be appropriate to the proposed methodology. It
was possible, from a simultaneous analysis of DA and AA, to create two analytical curves,
one for each analyte, using the calculated correction factor. The limits of detection for DA
and AA were, respectively: 1.54 pmol L' and 5.13 ymol L. An interferent study was
performed that demonstrated the presence of uric acid, glucose and sodium chloride,
which did not change the oxidation current and analyte reduction statistics.

Keywords: Dopamine. Ascorbic acid. Simultaneous determination. Microfluidic
device. Multiple pulse amperometry.
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1 INTRODUGAO

1.1 BIOMARCADORES E NEUROTRANSMISSORES

Biomarcadores s&o espécies de interesse biologico utilizados no diagnostico
de doencgas. Existem biomarcadores de diversos tipos, porém, os mais relevantes na
area médica sao os bioquimicos, como células, proteinas, horménios e enzimas, que
podem ser encontrados em diferentes fluidos corporais, tais como sangue, plasma
sanguineo, urina, lagrima, entre outros [1]. Os biomarcadores sao utilizados para
diagnéstico precoce de doengas, sendo de grande valor para a escolha do
tratamento quando avaliados em conjunto com o historico clinico do paciente. Apds
o diagndstico, os biomarcadores continuam sendo uteis para controle do progresso
da doenga bem como da eficiéncia do tratamento [2]. A investigacdo de
biomarcadores para diagnostico de doengas € utilizada em diversas areas da
medicina, no diagndstico de cancer, doencas neuroldgicas, cardiovasculares, entre

outras [3].

FIGURA 1 — USO DE BIOMARCADORES

Inicio da doenga  Aparecimento dos sintomas

Uso de hiomarcadores

FONTE: Adaptado de Bahn et.al. [3]

Entre as espécies de interesse biologico estdo também os
neurotransmissores, substancias quimicas cuja fungéo é transmitir informacdes entre
0s neurdnios. A neurotransmissao € uma comunicagao quimica desempenhada por
moléculas pequenas, os neurotransmissores, que viajam pelo espago sinaptico para
transmitir a informagao desejada para outros neurdnios. Essa fungdo € importante
nos sistemas nervoso, endoécrino, central e periférico [4]. Os principais
neurotransmissores incluem dopamina, acetilcolina, serotonina, epinefrina,

noradrenalina, Oxido nitrico, glutamato e triptamina. Os neurotransmissores
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desempenham um papel importante em muitas fungdes cerebrais, incluindo
comportamento e cogni¢cédo. Eles regulam o aprendizado, sono, memodria,
consciéncia, humor e apetite [5].

Quando os neurotransmissores ndo desempenham adequadamente suas
fungdes, ou estdo presentes em quantidades anormais, sdo sinais de problemas
mentais e algumas doengas graves, como a doenga de Parkinson, Alzheimer e
esquizofrenia. Portanto, o monitoramento das concentracbes de varios
neurotransmissores € de grande importancia no estudo e diagndstico de tais
doencas mentais, uma vez que informacdes Uteis para o diagndstico de doencgas
podem ser obtidas a partir dos valores de concentracdo desses compostos em
fluidos bioldgicos [6, 7].

O diagnéstico preciso e rapido de doencas graves é fundamental para
fornecer o melhor tratamento e aumentar as chances de cura. Em paises
desenvolvidos, exames clinicos sao realizados em laboratorios bem equipados e
modernos. Porém, essa ndo € a realidade de paises em desenvolvimento, em
regides que nao dispdem de laboratorios bem equipados a uma distancia alcangavel
[8].

Nesse contexto, a necessidade de procedimentos mais rapidos e praticos
com a possibilidade de realizacdo de exames clinicos essenciais em locais
afastados e/ou pouco desenvolvidos utilizando medidores portateis € uma demanda
crescente nos ultimos anos. Atualmente, as pesquisas caminham no sentido de
possibilitar a ida do laboratorio até a amostra, proporcionando rapidez na entrega de
resultados, além de menor risco de contaminagdo das amostras, maior praticidade,

menor custo, e facilidade no monitoramento constante de pacientes [1, 8].

1.2 DOPAMINA

A dopamina (3,4-dihidroxi-feniletlamina) ¢ um dois mais importantes
neurotransmissores da familia das catecolaminas que desempenha funcdes
essenciais no organismo dos mamiferos, nos sistemas nervoso, hormonal,
cardiovascular e endocrino. Essa substancia participa do controle de fungdes
cognitivas, como estresse, comportamento e atencdo, além de participar no controle

das emogdes no corpo humano [9]. Nos fluidos humanos e tecidos do cérebro, a
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dopamina esta presente na forma de um cation organico [10]. A diminui¢do do nivel
de dopamina esta diretamente associada a fungao motora néo controlada [6].

A agado da dopamina depende de seus niveis gerais e de sua atividade
concentrada no espago extracelular do cérebro. O monitoramento in vivo de sua
dindmica de concentracdo no tecido neural é interessante para estudos dos
mecanismos que controlam as concentragcdes de dopamina. A deteccio in vivo em
tempo real, sensivel e seletiva da dopamina representa uma das tarefas mais
desafiadoras da neurociéncia, e varios métodos vém sendo desenvolvidos com este
objetivo [11].

A dopamina € um biomarcador, uma vez que concentracdes anormais dessa
substancia no organismo séo indicativos de doengas neuroldgicas, como doenga de
Parkinson, Alzheimer e esquizofrenia, além de infec¢cado por HIV e outras doengas
[12-14].

A utilizacdo de dopamina como biomarcador para a doenca de Parkinson é
muito difundida. Metabdlitos da dopamina no sangue, soro e liquido
cefalorraquidiano sao considerados os mais promissores [15].

A doenga ou mal de Parkinson € uma doenga degenerativa relacionada a
idade que causa tremor e comprometimento motor, sendo a segunda doenga
degenerativa mais comum. Os neurbnios transmissores de dopamina na area
substancia nigra (regido do cérebro em que a dopamina é produzida) morrem,
causando uma perda de neurdnios secretores de dopamina nessa area. Como
medicamento intravenoso, a dopamina influencia o sistema nervoso simpatico,
produzindo efeitos como aumento da frequéncia cardiaca e pressao arterial. Para o
diagnéstico dessa doenga, sdo necessarias determinagbes de dopamina em
amostras bioldgicas, como o soro sanguineo [16].

Existem inumeros métodos de determinacdo de dopamina em amostras
bioldgicas, entre eles métodos fluorimétricos [17], cromatograficos [4, 7],
espectrofotométricos e de eletroforese capilar [18].

Entre os métodos mais comuns para determinacao do biomarcador estao,
ainda, os eletroquimicos, devido ao fato da dopamina ser eletroquimicamente ativa.
A FIGURA 2 mostra a reagdo quimica de oxidagcdo e redugdo da dopamina. A
dopamina possui duas hidroxilas fendlicas facilmente oxidaveis. Assim, a oxidacao
ocorre por um processo que envolve transferéncia de dois elétrons, formando

dopamina o-quinona, [19].
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FIGURA 2 — REACAO REVERSIVEL DE OXIDAGCAO DA DOPAMINA

HO NH; o NH,
. +2H" + 2¢”
——————
HO 1)
Dopamina Dopamina o-quinona

FONTE: O autor (2019).

A dopamina o-quinona, por sua vez pode ser reduzida a dopamina, sendo,
portanto, um processo redox reversivel.

Recentemente, tém sido desenvolvidos varios trabalhos relacionados a
determinagao eletroquimica de dopamina em amostras de soro sanguineo humano.
Rahman e colaboradores desenvolveram um eletrodo de 6xido de estanho dopado
com fluor modificado com nanoparticulas de grafeno para detecgao simultanea de
dopamina e acido urico em presenca de acido ascoérbico em amostras de soro
sanguineo, e obtiveram um limite de detecgdo para dopamina de 0,22 ymol L' [20].

Ozcan e colaboradores desenvolveram um sensor eletroquimico descartavel
e de baixo custo constituido por um eletrodo a base de grafite modificado com
polipirrol para determinacéo seletiva de dopamina em soro sanguineo e amostras

farmacéuticas. Foi obtido um limite de detecgdo de 0,0025 umol L' [21].

1.3 ACIDO ASCORBICO

O acido ascérbico (vitamina C), um anti-oxidante importante da dieta
humana, empregado na prevengao de resfriados e gripes, infertilidade, doencgas
mentais, escorbuto, doengas hepaticas, cancer e até AIDS.

O acido ascorbico esta presente em diversos alimentos, tais como em
legumes, verduras e frutas (principalmente citricas). Sua ingestéo € indispensavel,
pois 0s humanos ndo possuem no organismo enzimas necessarias para sintetizar
biologicamente essa vitamina. A ingestao diaria recomendada (RDA, do inglés
Recommended Dietary Allowance) para a vitamina C é de 75 e 90 mg por dia para

mulheres e homens, respectivamente [22, 23].
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A quantidade de acido ascorbico em fluidos bioldgicos é associada a varias
doengas, como doenga de Parkinson, pedras no rim, diarreia, e varios tipos de
cancer. Portanto, além de ser um importante componente da dieta humana e
prevenir diversas doencas, o acido ascorbico € um biomarcador, e sua quantificagao
em amostras bioldégicas € de grande importancia para diagndéstico e controle de
doencas [24].

O acido ascorbico desempenha fungdes vitais no corpo humano, fisioldgicas
e bioquimicas. Esta associado com a regulacdo da expressao de genes e
transcricdo de mRNA, bem como atenuagdo do processo de envelhecimento e
desenvolvimento de cancer. Além disso, o acido ascérbico € um participante
importante em diversos processos dos sistemas nervoso e endocrino [25].

O acido ascorbico participa de diversos processos bioldgicos importantes do
organismo humano, tanto metabdlicos quanto fisioldgicos, como na absor¢ao de
ferro, sintese de colageno e horménios e neutralizac&o de radicais livres [12-14, 23].

Existem diversos métodos analiticos para determinacédo de acido ascorbico,
em duas vertentes: a determinagao em produtos alimenticios (para controle de
qualidade) e em amostras biolégicas. Nesse sentido, diversos trabalhos relatam o
uso de métodos de determinacdo por fluorimetria [26, 27], espectrometria [28],
quimioluminescéncia [29], eletroforese capilar [30] e cromatografia [31, 32].

O acido ascorbico, assim como a dopamina, €& um composto
eletroquimicamente ativo, sendo possivel também para esse composto fazer uso de
métodos eletroquimicos e desfrutar de suas vantagens ja mencionadas. A oxidacao
do acido L-ascorbico acontece facilmente envolvendo a liberagao de dois elétrons e
dois prétons, e formando o acido L-dehidroascorbico, irreversivelmente [33]. A

reacao quimica envolvida esta representada na FIGURA 3.
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FIGURA 3 — REACAO DE OXIDAGAO DO ACIDO ASCORBICO
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FONTE: O autor (2019).

De fato, diversos métodos eletroquimicos de quantificagdo de &acido
ascorbico em amostras bioldégicas como soro sanguineo vém sendo reportados na
literatura. Asunciéon e colaboradores aplicaram um eletrodo de carbono modificado
com nanoparticulas de ouro para determinagao eletroquimica de acido ascoérbico em
amostras de soro sanguineo [34].

Abellan-Llobregat e colaboradores desenvolveram um sensor eletroquimico
portatil baseado em nanotubos de carbono modificados com acido 4-aminobenzdico
para a determinacao eletroquimica simultdnea de acido ascorbico e acido urico em
fluidos fisiologicos. O limite de detecgdo obtido para os analitos foi de 0,65 pmol L™
[35]. Este trabalho € um exemplo de outra tendéncia observada nas pesquisas
envolvendo quantificagao eletroquimica de biomarcadores em amostras bioldgicas: o

desenvolvimento de dispositivos portateis e de baixo custo.

1.4 DETERMINACAO SIMULTANEA DE ACIDO ASCORBICO E DOPAMINA

Conforme ja comentado, € inegavel a importancia da quantificacdo de
dopamina e acido ascorbico em amostras biologicas. O fato de essas substancias
coexistirem em varias dessas amostras biolégicas como fluido extracelular, soro
sanguineo, lagrimas e urina, e serem biomarcadores, torna essencial o
desenvolvimento de métodos analiticos simples, rapidos, de baixo custo e com
possibilidade de portabilidade, capazes de realizar determinagcédo simultanea destes
analitos para fins de diagnéstico e controle de doencgas [13].

As técnicas eletroquimicas exploram propriedades eletroquimicas dos

analitos, a partir de processos de oxidagdo e reducdo, e possuem algumas
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vantagens com relagdo as demais técnicas, tais como simplicidade, baixo custo,
possibilidade de portabilidade e alta sensibilidade [36-38]. Dopamina e acido
ascorbico sao espécies eletroquimicamente ativas [39]. De fato, varios trabalhos na
literatura reportam o desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas para a
determinagao destes biomarcadores [40-42].

Existe, porém, um fator que dificulta a determinacéo simultdnea desses dois
analitos eletroquimicamente: a oxidacdo dos dois compostos acontece na mesma
regidao de potencial, em torno de 600 mV (vs Ag/AgCl). Isso faz com que a
determinagdao simultdnea dos dois analitos seja dificultada quando eletrodos
convencionais sem modificacdo sao utilizados, sendo necessaria uma etapa prévia
de preparo de amostra para separacao dos analitos ou modificacdo de eletrodo para
posterior quantificagcao [12].

Na FIGURA 4 é representada uma comparagao dos voltamogramas ciclicos
da dopamina, do acido ascorbico e de uma mistura das duas substancias. Os
voltamogramas mostram as intensidades de correntes geradas nos processos de
oxidagcao/redugdo que acontecem com as substadncias em fungcdo do potencial
aplicado. E possivel perceber que, no voltamograma da mistura, o pico anddico é
unico, ndo sendo possivel, a principio distinguir a dopamina do acido ascorbico, pelo
fato de os processos de oxidacdo dos dois compostos acontecerem na mesma
regidao de potencial. O pico anddico referente a mistura pode ser considerado como

uma soma dos picos de acido ascorbico e dopamina, separadamente.
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FIGURA 4 - REPRESENTACAO DE VOLTAMOGRAMAS CICLICOS DA DOPAMINA (DA), ACIDO
ASCORBICO (AA) E MISTURA DOS DOIS ANALITOS (AA+DA).
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Entre os trabalhos reportados na literatura, a estratégia mais utilizada para
contornar essa dificuldade na determinacgao eletroquimica simultadnea de dopamina e
acido ascorbico € a modificagdo de eletrodos, empregada com o objetivo de tornar
possivel a separacdo dos picos de oxidacdo do acido ascorbico e da dopamina.
Entre os tipos de materiais utilizados para modificacdo de eletrodos para esta
determinagao simultanea pode-se citar: nanotubos de carbono [43], nanoparticulas
metalicas [13, 44], polimeros condutores [45], polimeros de impressdo molecular
[46], e grafeno [47].

Chang e colaboladores prepararam um eletrodo modificado com grafeno,
nanoparticulas de ouro e B-ciclodextrina para determinar simultaneamente dopamina
e acido ascorbico. A modificagcdo do eletrodo promoveu uma separagao dos
potenciais de pico anddico de acido ascoérbico e dopamina, permitindo determinar
simultaneamente os dois analitos por voltametria de pulso diferencial. Foram obtidos
limites de detecgéo de 2 ymol L' e 0,024 umol L' para acido ascérbico e dopamina,
respectivamente [48].

Nanotubos de carbono também ja foram utilizados na modificacédo de
eletrodos para esse tipo de determinacdo simultdnea, como no trabalho de
Thirumalai e colaboradores, que utilizaram nanotubos de parede Uunica para
modificar um eletrodo de carbono vitreo. Utilizando a técnica de voltametria de pulso
diferencial, foi possivel separar os potenciais de pico de acido ascoérbico, dopamina
e acido urico, permitindo quantificar os trés analitos com limites de deteccéo de 0,6

nmol L', 15 nmol L™, e 113 nmol L™, respectivamente [43].
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Ja foram desenvolvidas varias metodologias de determinacdo simultanea de
dopamina, acido ascorbico e outros analitos em amostras de soro sanguineo humano,
como, por exemplo, no trabalho de Ghanbari e Bonyadi, que desenvolveram um eletrodo
de carbono vitreo modificado com um nanocompdésito poroso tridimensional de 6xido de
grafeno com nanofibras de polipirrol e heteroestruturas de 6xido de zinco-6xido de cobre
com jungdo p-n para determinagdo simultdnea de &acido ascérbico, dopamina,
paracetamol e triptofano. Estudos de voltametria ciclica mostraram a separagao dos
picos dos quatro analitos, permitindo sua determinagdo simultanea. Foram obtidos os
seguintes limites de detecgdo: 0,024 ymol L' para acido ascérbico, 0,012 ymol L
para dopamina; 0,01 ymol L' para paracetamol e 0,016 uymol L' para triptofano. A
metodologia desenvolvida foi utilizada para determinagéo dessas espécies em amostras
reais de soro sanguineo [49].

Todos esses trabalhos apresentam metodologias de modificagdo de
eletrodos que permitem separar os picos de oxidagdo da dopamina e acido
ascorbico. Bons resultados ja foram alcancados, porém a etapa de modificacdo do
eletrodo pode ser complicada, aumentando o tempo gasto e o custo da metodologia.

Nao existem muitos trabalhos reportados que descrevam metodologias
eletroquimicas de quantificacdo de dopamina e acido ascorbico simultaneamente
sem a necessidade de etapa prévia de separagdao de mistura ou modificagcdo de
eletrodos.

Kachoosangi e Compton desenvolveram uma metodologia eletroanalitica
para determinacdo simultdnea de dopamina, serotonina e acido ascérbico utilizando
um eletrodo de grafite pirolitico plano ndo modificado. Foi possivel separar os picos
dos trés analitos. Para esta metodologia foram obtidos limites de detecgdo de 90
nmol L', 60 nmol L' e 200 nmol L' para dopamina, serotonina e acido ascorbico,
respectivamente [50].

Gimenes e colaboradores utilizaram um eletrodo de carbono vitreo sem
modificacdo para determinacdo de dopamina em presenca de excesso de acido
ascorbico e foi possivel de contornar o problema ja mencionado relacionado a
interferéncia do acido ascérbico, porém foi realizada a quantificacdo apenas da
dopamina. A metodologia aplicada neste trabalho fez uso de um sistema de analise
por injecdo em fluxo (FIA) utilizando a técnica de amperometria de multiplos pulsos
(MPA). Foi obtido um limite de detecgéo para dopamina de 50 nmol L', na presenca

de excesso (1,0 mmol L") de acido ascorbico [51].
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1.5 AMPEROMETRIA MULTIPLOS PULSOS

A amperometria com aplicacdo de multiplos pulsos, a MPA (MPA, do inglés
Multiple Pulse Amperometry) € uma técnica eletroquimica alternativa muito utilizada
em analises por injecao em fluxo, aplicavel para a andlise de misturas de mais de
um componente eletroativo, desde que tenham potenciais redox diferentes.

A amperometria envolve a medida da corrente elétrica gerada ao ser
aplicado um potencial constante sobre o eletrodo de trabalho, que esta em contato
com uma solugdo contendo a espécie eletroativa. A intensidade da corrente é
proporcional a concentracdo da espécie na solugdo analisada. Quando é aplicado
um potencial fixo durante uma analise e sado coletados valores de corrente, obtém-se
um amperograma — corrente elétrica em fungdo do tempo. A FIGURA 5 a seguir

representa um amperograma genérico para um sistema hidrodinamico.

FIGURA 5 — REPRESENTACAO DE UM AMPEROGRAMA (CORRENTE ELETRICA EM FUNCAO
DO TEMPO).
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Fonte: o autor (2019)

Os sinais gerados sao chamados de sinais transientes. A amperometria
permite a aplicagao de apenas um potencial fixo, que promove uma reagao redox
das substancias eletroativas em solugdo que sejam susceptiveis ao potencial

aplicado. Esse fato limita esta técnica para determinagdes simultdneas de mais de
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um analito, uma vez que mais de uma espécie pode ser oxidada/ reduzida em um
mesmo valor de potencial [52].

Para determinagdes simultdneas de mais de um analito, a MPA, quase
sempre aliada a um sistema hidrodinamico, é uma boa alternativa. Esta técnica
permite a aplicacdo de mais de um potencial em sequéncia alternada (pulsos de
duracao definida) sobre apenas um eletrodo de trabalho, sendo possivel a distingéo
de mais de um analito (com potenciais redox diferentes), através do monitoramento
da corrente para cada potencial [53, 54]. Cada potencial aplicado na MPA gera um
amperograma independente. Uma representagao de um amperograma gerado pela

aplicacao de dois potenciais € apresentada na FIGURA 6.

FIGURA 6 - REPRESENTACAQ DE UM AMPEROGRAMA (CORRENTE ELETRICA EM FUNGAO
DO TEMPO) DE UMA ANALISE POR MPA COM APLICACAO DE DOIS POTENCIAIS
DIFERENTES.

IlpA

Fonte: o autor (2019)

No exemplo representado na FIGURA 6, o amperograma em vermelho foi
gerado a partir da oxidagado de uma espécie quimica e o amperograma em preto foi
gerado a partir da reducdo de uma espécie quimica, promovida pela aplicagéo de
um potencial diferente daquele aplicado para oxidag&do. Os dois amperogramas sao
gerados ao mesmo tempo, uma vez que durante a analise os dois potenciais sao
aplicados em pulsos de duragao definida antes da analise.

Outra vantagem consideravel desta técnica esta associada a determinagao

de espécies em amostras com interferentes eletroativos que podem afetar a
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seletividade do método. A MPA permite a aplicacdo de até dez pulsos de potencial
alternadamente, gerando até dez amperogramas independentes em apenas uma
analise [36, 55].

Conforme mencionado, a técnica MPA é mais amplamente empregada em
analises por injecdo em fluxo (FIA), que consistem na dispersao da amostra em uma
solugdo transportadora [39, 56]. Em relacdo as técnicas eletroquimicas
estacionarias, as analises em fluxos apresentam algumas vantagens, como: maior
frequéncia analitica e melhor resposta eletroquimica [57]. Na técnica de
amperometria convencional, o eletrodo de trabalho € mantido constantemente num
potencial adequado para promover a reducdo ou oxidacado da espécie de interesse,
e, na MPA, para a separagao das espécies € aplicada uma alternancia de pulsos de
potencial [39].

A MPA tem sido empregada recentemente na determinagao simultanea de
diferentes farmacos, como captopril e hidroclorotiazida [36], paracetamol e
naproxeno [58], fenazopiridina, sulfametoxazol e trimetoprima [59], cafeina,
ibuprofeno e paracetamol [55]. Além disso, esta técnica também é utilizada para
quantificagcao de antioxidantes [60, 61], metabdlitos biomarcadores, como a cotinina
[57], além de corantes sintéticos, como o carmim indigo e vermelho allura [62].

Chaves e colaboradores [55] utilizaram a técnica MPA para determinagao
simultanea de trés farmacos: cafeina, ibuprofeno e paracetamol, utilizando um
eletrodo de diamante dopado com boro. Foram aplicados quatro potenciais
diferentes:

e 1,20 V por 70 ms: potencial capaz de oxidar o paracetamol,

e 1,49V por 40 ms: potencial capaz de oxidar o paracetamol e a cafeina;

e 1,70 V por 70 ms: potencial capaz de oxidar os trés compostos:
paracetamol, cafeina e ibuprofeno;

¢ 1,80 V por 100 ms: potencial aplicado para limpeza do eletrodo.

Os amperogramas obtidos pelos autores séo apresentados na FIGURA 7.
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FIGURA 7 — AMPEROGRAMAS OBTIDOS NA MPA PARA DETERMINAGCAO SIMULTANEA DE
CAFEINA, IBUPROFENO E PARACETAMOL
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Fonte: adaptado de Chaves et.al. [55]

Considerando que o potencial de 1,70 V promove a oxidacdo das trés
espécies, o potencial 1,49 V promove a oxidagdo de paracetamol e cafeina e o
potencial 1,20 V promove a oxidagao apenas do paracetamol, foi possivel realizar
calculos com a utilizacdo de fatores de corregcao para calcular a concentragao de
cada uma das trés substancias na mistura.

Precisa-se considerar a determinacdo simultanea de dopamina e acido
ascorbico. A dopamina apresenta um processo de oxidagao reversivel, ou seja,
pode sofrer oxidacdo a dopamina o-quinona. Este composto, por sua vez, pode ser
novamente reduzido a dopamina. A equacdo que descreve tal processo esta
representada na FIGURA 2. Para promover a oxidagao e reducao deste composto,
portanto, é necessaria a aplicagcdo de dois potenciais distintos.

O acido ascorbico apresenta um processo de oxidagéao irreversivel, ou seja,
o acido dehidroascoérbico, produto da oxidagdo do composto ndo pode ser reduzido
a acido ascorbico. A equagao que descreve essa reagcao de oxidacdo esta
representada na FIGURA 3.

Como ja comentado, dopamina e acido ascorbico sofrem oxidagdo da
mesma regidao de potencial, portanto, no caso de uma solugdo contendo os dois
analitos, seria necessario aplicar através da MPA, dois potenciais distintos: um deles

para promover a oxidacao de dopamina e acido ascoérbico e outro para promover a
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reducdo da dopamina o-quinona. Dessa maneira, seria possivel realizar a
determinagao simultanea dos dois analitos explorando o fato de apenas a dopamina
sofrer uma reacao redox reversivel.

No trabalho de Gimenes e colaboradores [51], em que foi realizada a
quantificacdo de dopamina em presenca de excesso de acido ascorbico, a
amperometria de multiplos pulsos foi empregada em conjunto com um sistema de
analise por injegdo em fluxo (FIA). A determinacdo da dopamina foi realizada de
maneira indireta, a partir da reducédo da dopamina o-quinona. Foram aplicados trés
potenciais diferentes:

¢0,80 V por 700 ms: promoveu a oxidacao de DA e AA;
¢0,35V por 30 ms: promoveu a redugao da o-DQ;
¢0,00 V por 500 ms: potencial para limpeza.

A partir dos sinais transientes gerados na reducédo da o0-DQ, foi construida
uma curva analitica para determinagdo de dopamina em presenca de excesso de

acido ascorbico, conforme mostrado na FIGURA 8.

FIGURA 8 — SINAIS TRANSIENTES RELATIVOS A REDUGAO DA o-DQ E CURVA ANALITICA
PARA DOPAMINA.
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Fonte: Adaptado de Gimenes [51]

A amperometria de multiplos pulsos, neste caso, foi empregada para oxidar
a dopamina e posteriormente monitorar a sua redugdo, ou seja, consistiu na

quantificacdo apenas de dopamina (em presencga de acido ascorbico).



30

Uma aplicagdo inovadora dessa técnica seria a determinagdo de acido
ascorbico e dopamina utilizando a técnica MPA, que, aliada as analises em fluxo
permitem a separacao e a eficiente determinagdo amperométrica de compostos.
Contudo, as analises em fluxo possuem ainda a capacidade de miniaturizacéo, o
que possibilita a diminuicdo de reagentes, amostras, residuos e também de energia,

tornando o método analitico economicamente e ecologicamente viavel [63].

1.6 MICROFLUIDICA

Os sistemas microfluidicos surgiram nos anos 1970, e desde entdo vém
sendo cada vez mais utilizados em aplicagcdes analiticas devido a sua portabilidade,
baixo custo, baixo consumo e confiabilidade dos resultados [64]. Essas
caracteristicas se enquadram na necessidade ja discutida de desenvolvimento de
metodologias para quantificagdo de biomarcadores e com a possibilidade de
portabilidade para exames clinicos em locais afastados e com pouca estrutura. Os
estudos relacionados a microfluidica enfatizam a necessidade de praticidade, com
énfase na producdo de dispositivos faceis de usar e rapidos, para aplicacado em
pontos de atendimento. Os dispositivos microfluidicos vém se tornando cada vez
mais acessiveis a pessoas nao especializadas, outra vantagem para utilizagdo dos
mesmos em pontos de atendimento [65].

Os dispositivos a base de papel yPADs foram introduzidos em 2007. Sao
construidos a partir de papel de celulose como substrato. Os canais microfluidicos
desses dispositivos tém dimensdes da ordem de milimetros e sdo muito eficientes
quanto ao transporte de solucbes através dos mesmos. Esses dispositivos séo
amplamente aplicados em determinagbes colorimétricas, eletroquimicas,
fluorescéncia, entre outras [66]. Muitos trabalhos descrevem a construgdo de
dispositivos microfluidicos baseados em papel (uUPADs). Apesar de fornecerem bons
resultados, esses dispositivos tém algumas limitagdes, tais como a necessidade de
estabelecimento de barreiras hidrofobicas para delimitar o canal microfluidico e a
baixa resisténcia mecanica que dificulta a montagem desses dispositivos [54].

Para superar essas limitagdes apresentadas pelo papel, fios de algodao se
apresentam como uma boa alternativa, por possuirem boa resisténcia mecanica,
mesmo quando molhados, e eliminam a necessidade de estabelecimento de

barreiras hidrofobicas que delimitem o canal microfluidico. Além disso, nos fios o
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transporte de liquidos ocorre espontaneamente por capilaridade [67]. A utilizagdo de
dispositivos microfluidicos em analises eletroquimicas é facilitada pelo fato da
miniaturizacao nao interferir na qualidade e na frequéncia analitica das analises [68].

Um bom exemplo é o dispositivo microfluidico baseado em fios téxteis
(MTED), proposto por Agustini e colaboradores [54], que foi construido a partir de
materiais de facil acesso e baixo custo. Placas de vidro foram empilhadas
constituindo a base do dispositivo. A base foram acoplados dois reservatérios, um
de entrada onde é adicionada a solucdo transportadora e outro de saida, que
funciona como o descarte das analises. Fios hidrofilicos constituiram o canal
microfluidico, que foi preso pelas pontas aos reservatorios de entrada e saida com
fita dupla-face. A solucdo se desloca por esse canal por acao da capilaridade. A
regido de deteccado foi determinada e fixada com um pedaco retangular de gaze
hidrofilica. Trés grafites foram utilizados como eletrodos de referéncia, trabalho e
contra-eletrodo. O custo estimado para construgdo de um dispositivo ficou em torno
de 2 reais. A FIGURA 9 a seguir mostra uma representacdo do primeiro yTED

construido.

FIGURA 9 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DO pTED E SUAS DIMENSOES, SENDO (1)
RESERVATORIO DE ENTRADA,; (2) RESERVATORIO DE SAIDA; (3) REGIAO DE DETECGCAO; (4)
PLACAS DE VIDRO EMPILHADAS; (5) ELETRODOS DE GRAFITE.
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Fonte: Adaptado de Agustini e colaboradores [54]

Neste mesmo trabalho, o desempenho analitico do dispositivo foi avaliado,
através de uma determinacdo simultdnea de acetaminofeno e diclorofenaco.
Parametros experimentais relacionados ao dispositivo foram posteriormente
otimizados € 0 mesmo passou a ser utilizado para diversas determinagdes dentro do

grupo de pesquisa [67].
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Ochiai e colaboradores [64] utilizaram o yTED em uma configuragcdo muito
similar a mostrada na FIGURA 9, porém acoplando ao dispositivo um eletrodo
impresso no lugar dos trés grafites. Nesse trabalho, foi realizada a determinacao de
estriol.

Uma nova versao do uTED, impresso em impressora 3D ja foi utilizada pelo
grupo de pesquisas em varias diferentes determinacdes: Oliveira e colaboradores
aplicaram um eletrodo impresso de carbono modificado com nanotubos de carbono
e ions niquel acoplado ao UTED para determinagdo de glicose em plasma
sanguineo [69]. Carneiro e colaboradores empregaram o dispositivo na
determinagdo amperométrica de acidos galico e cafeico em amostras de vinho,
acoplando ao dispositivo eletrodo impresso de carbono [70]. Caetano e
colaboradores realizaram determinacao de fenol em agua de torneira utilizando um
eletrodo impresso de carbono modificado com nanotubos de carbono e
nanoparticulas de ouro acoplado ao yTED. O pTED foi aplicado, mais recentemente,
por Kalinke e colaboradores na determinagao de glicose com utilizacdo de eletrodo
de pasta de carbono modificada com biochar e eletrodo de referéncia e contra
eletrodo de grafite [63]. Todas as essas aplicagdes do yTED mostram a versatilidade
do dispositivo, que pode ser utilizado para varias determinagdes diferentes, com a
utilizacao de eletrodos diferentes, bastando realizar as adaptagcdes necessarias para
cada caso.

Diante de todo o exposto, € marcante a necessidade de desenvolvimento de
metodologias analiticas simples, de baixo custo e alta eficiéncia para quantificacao
de biomarcadores, como a dopamina e acido ascorbico. Além disso, a determinagao
simultdnea das duas substancias tem sido muito estudada devido a sua grande
aplicabilidade. A técnica MPA se mostra promissora para determinacao
eletroquimica simultdnea de DA e AA. Paralelo a isso, é observado que o uso de
dispositivos microfluidicos para realizar ensaios de diagndéstico tem aumentado [71].
Isso pode ser explicado pela capacidade de portabilidade dos mesmos, além de
outras facilidades, como a utilizacdo de volumes muito pequenos de amostra e

reagentes (gerando poucos residuos), analises rapidas e simples.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia analitica para a determinagao eletroquimica
simultdnea de acido ascérbico e dopamina em soro sanguineo, empregando a
técnica de amperometria de multiplos pulsos, com um eletrodo impresso acoplado a

um dispositivo microfluidico (WTED).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Montar um sistema microfluidico baseado em fios téxteis (uTED) adequado
para a analise proposta, acoplar o eletrodo impresso e conectar o dispositivo
a um potenciostato;

e Investigar e avaliar o comportamento voltamétrico dos analitos no eletrélito
suporte;

e Avaliar o desempenho do sistema de deteccédo e da técnica proposta para a
determinagao simultanea dos dois analitos;

e Otimizar os parametros experimentais relacionados ao método analitico
desenvolvido;

e Construir uma curva analitica e avaliar o desempenho analitico do método
proposto;

e Realizar estudo de interferentes;

e Aplicar o método na determinacao simultdnea de dopamina e acido ascoérbico

em amostra de soro sanguineo
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SOLUGCOES E AMOSTRA

Foram utilizados os seguintes reagentes de grau analitico:

e Acido L-ascorbico (Sigma Aldrich);

- Férmula molecular: CeHsOs

- pKa1 = 4,17

- Soluvel em agua
e Cloridrato de dopamina (Sigma Aldrich);

- Formula molecular: CsH11NO2

- pKa1 = 8,87
e Fosfato de sddio dibasico anidro (Vetec);
e Fosfato de sédio monobasico monohidratado (Vetec);
e Acido sulfarico P.A. (Alphatec);
e Acido Urico = 99% (Sigma Aldrich);
e Dextrose P.A — glucose anidra (Reagen);
e Cloreto de sodio P.A. (F.Maia);

e Soro sanguineo humano de plasma tipo AB (Sigma Aldrich);

Como eletrdlitos suporte foram utilizadas solugdes de tampao fosfato 0,10 mol
L' pH 4,0 e pH 7,0 e uma solugéo de H2SO4 0,20 mol L', de pH 2,0. As solugdes de
acido ascorbico e dopamina foram preparadas em agua deionizada e diluidas com
eletrolito suporte. Todas as solugbes foram preparadas com agua deionizada em

sistema Milli-Q (Direct-Q3, Millipore), com resistividade maior do que 18,2 MQ cm.

3.2 ELETRODO IMPRESSO

As analises foram feitas com eletrodos impressos (Els), como os utilizados
no trabalho de Ochiai e colaboradores [64]. Nao foram realizadas modificagdes nas
superficies dos eletrodos, que eram constituidos de um eletrodo de trabalho e um

contra-eletrodo de grafite, e um eletrodo de referéncia de Ag/AgCI. Os trés eletrodos
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em questao foram impressos num substrato de poliéster, sendo que os eletrodos de
grafite foram feitos com a impresséao de tinta de grafite, e o eletrodo de referéncia foi
impresso com uma pasta de Ag/AgCl. Os eletrodos foram fabricados no Reino Unido
e fornecidos ao LabSensE pelo Prof. Dr. Craig Banks, da Manchester Metropolitan
University. A FIGURA 10 mostra o eletrodo utilizado.

FIGURA 10 - ELETRODO IMPRESSO UTILIZADO NA METODOLOGIA PROPOSTA

Eletrodo de trabalho
(grafite)

Contra eletrodo

(grafite)
Conexdes dos Substrato de Pasta de Ag/AgCI
trés eletrodos poliéster Eletrodo de referéncia

Fonte: o autor (2019)

3.3 SISTEMA MICROFLUIDICO pTED

A estrutura do UTED ja estava disponivel no laboratério. Foi construida
usando uma impressora 3D GTMax3D, modelo Graber i3 (Americana-SP, Brasil),
sendo projetada com base nos dispositivos microfluidicos ja utilizados pelo grupo de
pesquisa. O material utilizado como substrato foi o polimero ABS (acrilico-butadieno-
estireno). A FIGURA 11 mostra a estrutura impressa e suas dimensdes, ja com o

eletrodo impresso acoplado.
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FIGURA 11 - ESTRUTURA DO uTED UTILIZADO NO TRABALHO.

Fonte: o autor (2019)

A peca foi confeccionada com dois reservatoérios (com capacidade de 3 mL
cada): um de entrada e outro de saida, destinados ao eletrdlito suporte (solugao
transportadora).

O canal foi constituido por 9 fios téxteis de algodao (retirados de gaze
hidrofilica — marca: Cremer) alinhados paralelamente e fixados com fita dupla face
nas extremidades. A quantidade de fios utilizados foi previamente otimizada por
Agustini e colaboradores [67]. Quanto maior a quantidade de fios, mais estreitos s&o
os sinais transientes obtidos na amperometria, além de proporcionar transporte mais
rapido da amostra. Mais do que 9 fios causam uma diluicdo da amostra na regiao de
deteccdo. A maneira como os fios s&o organizados também influencia: os sinais de
maiores intensidades foram obtidos quando os fios s&o organizados paralelamente,
sem ocorrer sobreposi¢cao entre os fios.

A fita dupla face foi utilizada para fixar o canal microfluidico pelas
extremidades, desde o reservatorio de entrada até o de saida, que se encontra em
posicao inferior ao de entrada. Entre os dois reservatérios, o eletrodo impresso foi
posicionado e fixado, de maneira que os fios estivessem em contato com o mesmo,
ou seja, que o canal microfluidico passasse sobre o conjunto de eletrodos (eletrodos
de referéncia, de trabalho e contra eletrodo). O eletrdlito adicionado ao reservatorio
de entrada era carregado pelos fios por acdo da capilaridade e gravidade, até atingir

o reservatorio de saida (descarte). A capilaridade é a capacidade de um fluido de
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percolar por um determinado meio (geralmente, tubos finos). Tal propriedade é
resultado da tensao superficial dos fluidos e da sua interagdo com a superficie do
material. Nesse caso, os fios téxteis utilizados sao retirados de gaze hidrofilica,
portanto a capilaridade é favorecida para solugdes aquosas. A acado da gravidade
contribui para aumentar a velocidade com que o liquido chega ao reservatorio de
saida, que se encontra em posicao inferior ao de entrada.

Antes do contato com o eletrodo, ha uma regido em que os fios permanecem
suspensos. Nesta regido, aproximadamente a 0,5 cm anterior a regido de detecgao,
foram realizadas as adigdes da solugdo contendo o analito, que era arrastado pelo
eletrdlito, passando constantemente pelos fios, e em seguida entrando em contato
com o eletrodo, permitindo a determinacdo dos compostos. A otimizacdo dos
parametros relacionados ao PTED realizada por Agustini e colaboradores [67]
demonstrou que realizar a injegdo da amostra a uma distancia muito grande da
regido de detecgdo causa uma diminuigdo nas correntes obtidas na amperometria,
devido a uma maior dispersdo da amostra antes de chegar ao eletrodo. Realizar a
injecao a uma distancia inferior a 0,5 cm também né&o é interessante, pois levam a
problemas relacionados a repetibilidade das quantificagdes.

A FIGURA 12 a seguir mostra o dispositivo montado e pronto para uso, com

a indicagao de todas as regides descritas.

FIGURA 12 - DISPOSITIVO pTED PRONTO PARA USO. CONECTOR DE ELETRODO IMPRESSO
(A); ELETRODO IMPRESSO (B): REGIAO DE DETECGAO (C); REGIAO DO CANAL
MICROFLUIDICO ONDE E FEITA A INJECAO (D); RESERVATORIO DE ENTRADA (E);
RESERVATORIO DE SAIDA (F).

Fonte: o autor (2019).
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3.4 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato Metronm pAutolab Type Ill, com resolugdo de 3 pV e
medidas de corrente a partir de 10 nA. O potenciostato foi conectado ao eletrodo
impresso (acoplado ao sistema microfluidico), e conectado a um computador para
gerenciamento das analises através dos softwares GPES 4.9 e NOVA 1.10. As
técnicas utilizadas foram: Amperometria de multiplos pulsos (MPA) e voltametria

ciclica. Os dados das analises foram tratados com o software OriginPro 8.
3.5 METODOLOGIA
3.5.1 Comportamento voltamétrico dos analitos
O comportamento da dopamina e do acido ascoérbico foi avaliado em trés
eletrolitos suporte diferentes: tampdes fosfato 0,10 mol L' pH 4,0 e pH 7,0 e solucao

de H2S04 0,20 mol L.

Foram preparadas as seguintes solugoes:

Dopamina: 1,0 mmol L' em tampao fosfato pH 4,0;

Dopamina: 1,0 mmol L' em tampao fosfato pH 7,0;
e Dopamina: 0,170 mmol L' de H2SO4 0,20 mol L,

Acido ascérbico: 1,0 mmol L' em tampZo fosfato pH 4,0;

Acido ascérbico: 1,0 mmol L' em tampao fosfato pH 7,0;
Acido ascorbico: 0,10 mmol L-' de H2S04 0,20 mol L;

Para essa analise, o canal microfluidico do uTED foi retirado, e uma gota de
solugéo (2,0 pL) foi posicionada sobre o eletrodo impresso com o auxilio de uma
micropipeta. Foram realizadas varreduras de potencial em intervalo de -0,4 a 0,7 V,
nas solugdes preparadas em tampao fosfato. Os testes com solugdo de H2SO4 0,20
mol L' como eletrdlito suporte foram no intervalo de potencial de -0,4 a 1,0 V. A

velocidade de varredura aplicada foi de 50 mV s™.
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3.5.2 Estudo de potenciais

Uma solugao contendo dopamina e acido ascorbico na concentragao de 0,10
mmol L' foi analisada através da técnica MPA, aplicando-se os varios potenciais a
serem testados. Ao se variar os potenciais de oxidacao, o potencial de reducéo foi
mantido fixo. E, ao se variar os potenciais de reducao, o potencial de oxidagao foi
mantido fixo.

Para os eletrélitos tampao fosfato pH 4,0 e pH 7,0 foram testados os
potenciais de oxidagao, mantendo-se o potencial de redugao fixado em -0,10 V. Os
potenciais de oxidagao testados foram: 0,05; 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30; 0,35; 0,40;
0,45; 0,50 V.

Em seguida, foram testados os potenciais de redugdo, mantendo-se o
potencial de oxidacao fixado em 0,40 V. Os potenciais testados foram: -0,30; -0,25; -
0,20; -0,15; -0,10; -0,05; 0,0; 0,05 V.

Para o eletrolito H2SO4 0,20 mol L', os potenciais de oxidagdo estudados
foram: 0,40; 0,50; 0,55; 0,60; 0,65; 0,70 V. Para este teste, o potencial de reducao
foi mantido fixo em -0,10 V. Os potenciais de reducao testados foram: -0,15; -0,10; -
0,05; 0,00; 0,05; 0,10; 0,15 V. Para este teste, o potencial de oxidagao foi mantido
fixoem 0,65 V.

3.5.3 Otimizagao de parametros experimentais

3.5.3.1 Volume de injecao

Uma solugdo contendo 0,10 mmol L' de DA e AA foi analisada por MPA, no
dispositivo yTED, sendo aplicados os potenciais definidos no estudo de potenciais. A
mesma solugao foi analisada varias vezes, variando-se o volume de solugéo injetado
(com micropipeta) proximo a regido de detecgdo do uTED, a fim de se verificar qual
€ a tendéncia das intensidades de corrente em funcdo do volume de solucdo

analisado, que foi variado de 0,5 a 4,0 pyL, com incrementos de 0,5 pL.
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3.5.3.2 Tempo de pulso

Buscou-se, neste estudo, avaliar qual a influéncia do tempo de pulso nas
intensidades de corrente geradas para os processos redox das espécies de
interesse. Para isso, solugdes contendo DA e AA em concentragdo de 0,170 mmol L'
em H2S04 0,20 mol L' foram analisadas varias vezes, sendo variado o tempo de
pulso (controlado pelo software), de 50 a 250 ms, com incrementos de 50 ms. O
estudo nao foi realizado em todos os eletrdlitos, pois a composicdo do mesmo nao

tem influéncia nesta condigdo experimental.

3.5.4 Estudos preliminares com o PyTED

Foram realizadas medidas amperométricas preliminares, empregando o
MTED, de solugbes de dopamina, acido ascoérbico, e mistura equimolar dos dois
analitos, empregando os trés eletrolitos: tampdes fosfato pH 4,0 e 7,0, e H2SO4 0,20
mol L.

Para essas anadlises, os parametros ja otimizados foram empregados:
potenciais de oxidagéo e redugao, volume de injegcado e tempo de pulso.

O eletrolito (tampao fosfato 0,10 mol L' /H2SO4 0,20 mol L") foi adicionado
ao reservatorio de entrada. Adicoes de 2,0 uL da solugdo de analise (solugdes de
dopamina, acido ascorbico e misturas dos dois analitos) foram realizadas sobre os
fios, na regido de adicédo a 5 milimetros da regido de detecgao (eletrodo impresso)
[54]. Os potenciais de oxidagao e reducao definidos nos estudos de potenciais foram

aplicados sequencialmente em pulsos de 200 ms de duragéo.

3.5.5 Estudo de pH do tampéao fosfato

Foi realizada uma avaliacdo da variacdo de intensidade dos sinais anodicos
e catédicos em funcéo do pH do eletrdlito. Trés solugdes foram analisadas por MPA,
em triplicata, utilizando tampao fosfato em pH 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0:
e DA 0,10 mmol L*;
e AA 0,170 mmol L;
e DA+ AA 0,170 mmol L.
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3.5.6 Estudos com misturas de dopamina e acido ascérbico

Foram analisadas por MPA solugcbes de dopamina de concentracdo 1,0
mmol L' com concentragbes crescentes de acido ascorbico (0,0 (auséncia) a 1,0
mmol L), visando verificar o comportamento das misturas de AA e DA, em eletrolito
tampao fosfato pH 7,0 e H2SO4 0,20 mol L.

3.5.7 Estudos de quantificagao simultanea dos analitos

Com o objetivo de realizar a quantificacdo simultdnea de dopamina e acido
ascorbico, trés curvas diferentes foram construidas:
Curva 1: DA;
Curva 2: DA + AA;
Curva 3: AA.
Na TABELA 1, sao relacionadas as concentracdes do(s) analito(s) de cada

ponto das curvas construidas.

TABELA 1 — PONTOS DAS CURVAS ANALITICAS CONSTRUIDAS.

Concentragao
(mol L")
5,0x10°
1,0x10*
3,0x10*
5,0x10*
7,0x10*
9,0x10*

Ponto

OO, WON -

A partir da quantificacao dos sinais de oxidagao e reducdo da curva 1, foi
calculada uma relacao entre os sinais de oxidacao e reducdo desse composto. Em
seguida, essa relagao foi utilizada para construir uma curva para acido ascorbico.

Todas as solugdes foram analisadas por amperometria de multiplos pulsos
em triplicata. Posteriormente, foi possivel a obtencdo das figuras de mérito do

método analitico.
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3.5.8 Estudos de interferentes

Foi realizado um estudo de voltametria ciclica de misturas equimolares de

dopamina (DA), acido ascoérbico (AA) e acido urico (UA) para verificar o perfil

eletroquimico desse importante interferente presente em misturas das espécies de

interesse deste trabalho. Foram analisadas por voltametria ciclica as seguintes

solugdes:

DA e AA em concentragdo de 0,10 mmol L': analitos solubilizados e diluidos
em eletrolito H2SO4 0,20 mol L.

DA, AA e UA em concentragdo de 0,10 mmol L-': DA, AA e UA solubilizados e
diluidos em eletrolito H2SO4 0,20 mol L;

DA, AA e UA em concentragdo de 0,10 mmol L': DA, AA solubilizados e
diluidos em eletrolito H2SO4 0,20 mol L'; UA solubilizado em agua e diluido
em eletrolito H2SO4 0,20 mol L,

DA, AA e UA em concentragdo de 0,10 mmol L': DA, AA solubilizados e
diluidos em eletrolito H2SO4 0,20 mol L'; UA solubilizado em NaOH 0,10 mol
L-" e diluido em eletrolito H2SO4 0,20 mol L.

Em seguida, o efeito de trés substancias nas correntes geradas por MPA foi

avaliado: acido urico, glicose e cloreto de sodio. Para cada possivel interferente,

analisou-se por MPA quatro solugdes, com analitos e interferentes solubilizados e
diluidos em eletrolito H2SO4 0,20 mol L™:

Controle - DA e AA em concentragdo de 0,10 mmol L.
Nivel 1 - DA e AA em concentragdo de 0,10 mmol L"; Interferente em

concentragdo de 0,01 mmol L.
Nivel 2 - DA e AA em concentragdo de 0,10 mmol L"; Interferente em
concentragdo de 0,10 mmol L.
Nivel 3 - DA e AA em concentracdo de 0,10 mmol L'; Interferente em

concentragdo de 1,0 mmol L.
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3.5.9 Estudos com amostra de soro sanguineo

Uma amostra de soro sanguineo humano foi analisada através do método
proposto. Uma curva analitica de dopamina e acido ascorbico foi construida,
utiizando as mesmas concentragdes da etapa de estudos de quantificacdo
simultdnea dos analitos.

A amostra de soro sanguineo foi diluida 2 vezes em H2SO4 0,20 mol L' e
analisada sem qualquer adi¢cao de analito.

O soro sanguineo humano possui concentragdo de DA e AA em torno de
0,016 e 0,045 umol L', respectivamente [72, 73]. Foram realizadas adi¢cdes de DA e
AA na amostra em trés niveis de concentragdo. As adicdes foram realizadas de
maneira que apoés a diluicdo, fossem obtidas as concentracbes de DA e AA
relacionadas na TABELA 2.

TABELA 2 - NIVEIS DE CONCENTRAGAO DE DA E AA ADICIONADOS A AMOSTRA DE SORO

SANGUINEO
Nivel DA (mmol L") | AA (mmol L")
1 0,02 0,05
2 0,10 0,20
3 0,30 0,60

A analise por MPA foi realizada empregando-se todos os parametros
experimentais ja definidos e otimizados. A sequéncia de inje¢des no UTED foi a
seguinte:

Pontos 1 a 6 (concentracdo de AA e DA crescente); amostra sem adigdo; amostra

com adicao (niveis 1, 2 e 3); Pontos 6 a 1 (concentragao de AA e DA decrescente)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDOS PRELIMINARES UTILIZANDO VOLTAMETRIA CIiCLICA

Verificou-se na literatura que para os métodos de quantificacdo
eletroquimica de dopamina e acido ascoérbico sao utilizadas solugcbes-tampao fosfato
como eletrolito. Além disso, foram observados também bons resultados com a
utilizagdo de solugdo de H2S0Os4 0,20 mol L' como eletrdlito em misturas de
dopamina e acido ascorbico [51].

Dessa maneira, foram escolhidos trés eletrélitos a serem avaliados para a
analise proposta: tampdes fosfato 0,10 mol L' em pH 4,0 e pH 7,0, e solugdo de
H2S04 0,20 mol L.

A fim de se avaliar o comportamento voltamétrico do acido ascoérbico e da
dopamina separadamente, foram realizados estudos por voltametria ciclica dessas
substancias em cada eletrolito.

Na FIGURA 13 sao apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos para o
acido ascorbico (AA) e dopamina (DA), respectivamente, em concentragdes de 1,0
mmol L', , em eletrolito suporte tampao fosfato, na regido de potencial de -0,4 a 0,7

V, com velocidade de varredura de 50 mV s.

FIGURA 13 - VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA O AA (A) E DA (B) EM
CONCENTRAGOES DE 1,0 mmol L' EM TAMPAO FOSFATO 0,10 mol L' pH 4,0 E pH 7,0.
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Comparando-se os voltamogramas obtidos em tampao fosfato pH 4,0 e 7,0,
€ possivel observar que para as solugdes avaliadas foram verificados processos
redox bem definidos e correspondentes ao acido ascorbico e a dopamina. No caso

do acido ascérbico, a aplicacdo de potencial promoveu a oxidacdo deste composto
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ao acido dehidroascérbico, gerando um pico anddico. E possivel observar nos
voltamogramas ciclicos da FIGURA 13-A, que o sinal de resposta apresentou
potencial de pico em torno de 0,15 V para os dois valores de pH testados.

Os voltamogramas obtidos para a dopamina (FIGURA 13-B) apresentaram
sinais reversiveis: anodico e catédico. O pico anddico refere-se a oxidagdao do
composto a dopamina o-quinona, o que foi registrado em potencial de 0,29 V em
solugcao de tampéo fosfato pH 4,0 e de 0,11 V em pH 7,0. Esse deslocamento pode
ter ocorrido devido ao fato da dopamina estar protonada em pH 4,0. Uma vez que o
processo € reversivel, a dopamina o-quinona € reduzida, gerando dopamina. Tal
processo foi observado pelo pico catédico em potencial de 0,02 V em pH 4,0 e -0,05
V em pH 7,0.

Em seguida, o comportamento dos analitos foi avaliado numa solugcéo de
H2SO4 0,20 mol L' como eletrdlito suporte. Na FIGURA 14 sdo mostrados os
voltamogramas ciclicos obtidos para o acido ascoérbico (AA) e dopamina (DA) em
concentragbes de 0,10 mmol L', respectivamente, na regido de potencial de -0,4 a

1,0 V, com velocidade de varredura de 50 mV s™.

FIGURA 14 - VOLTAMOGRAMAS CICLICOS OBTIDOS PARA DA E AA EM CONCENTRAGAO DE
0,170 mmol L', EM SOLUGAO DE H2S04 0,20 mol L.
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E possivel observar, no voltamograma da dopamina, um potencial de pico
(anddico) de 0,52 V, e potencial de pico catédico de 0,19 V. No voltamograma do
acido ascorbico, o potencial de pico anddico foi de 0,39 V.

A partir dos estudos de voltametria ciclica, foi realizado um estudo de
potenciais, a fim de obter os potenciais 6timos a serem utilizados nas analises por
MPA.

4.2 DEFINICAO DE POTENCIAIS

Os perfis voltamétricos obtidos para os analitos foram utilizados como base
para estabelecer, para cada eletrdlito testado, as faixas de potenciais a serem
avaliados, com o objetivo de definir um par de potenciais que promovam os
processos redox do acido ascoérbico e da dopamina em solugdes contendo os dois
analitos simultaneamente.

A TABELA 3 a seguir apresenta os potenciais de pico catddicos e anodicos
observados nas analises por voltametria ciclica para os processos redox de

dopamina e acido ascorbico.

TABELA 3 — POTENCIAIS (EM VOLTS) DE PICO OBTIDOS NA VOLTAMETRIA CICLICA DE ACIDO
ASCORBICO E DOPAMINA EM CADA ELETROLITO TESTADO.

ELETROLITO
FOSFATO pH 4,0 FOSFATO pH 7,0 H2S04
PROCESSO REDOX
Acido ascorbico - oxidacdo 0,15 0,15 0,39
Dopamina — oxidagao 0,29 0,11 0,52
Dopamina o-quinona - 002 005 019
reducao ' ' '

Foram testados varios potenciais de oxidagado e reducdo, e essa analise
gerou, para cada eletrélito, um grafico de intensidade de corrente versus potencial
aplicado, sendo assim possivel identificar os potenciais mais adequados para
processos de oxidagao e reducéo dos analitos, respectivamente.

Iniciou-se o estudo de potenciais com o eletrélito tampao fosfato pH 4,0. As
correntes geradas na aplicagdo de cada potencial foram registradas. Os resultados
dessa analise sdo mostrados na FIGURA 15-A

Em seguida, foram testados os potenciais de reducdo. A FIGURA 15-B

apresenta os resultados obtidos para essa analise.
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FIGURA 15 — ESTUDO DE POTENCIAIS DE O)N(IDAQAO DE DA E AA (A) E REDUGAO DA
DOPAMINA O-QUINONA (B). ELETROLITO: TAMPAO FOSFATO PH 4,0.
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Na FIGURA 15-A observa-se que o aumento do potencial € acompanhado por
um aumento nas correntes geradas até 0,4 V, quando a corrente volta a cair. A
FIGURA 15-B mostra que potenciais maiores que -0,1 V causam diminui¢do das
correntes de redugao geradas. Sendo assim, os maiores valores de corrente anddica
e catodica, respectivamente, foram obtidos na aplicagdo dos seguintes potenciais:
0,4 e -0,1 V. Esses, portanto foram os potenciais aplicados na MPA para as
proximas analises utilizando tampéao fosfato pH 4,0 como eletrdlito.

Em seguida, o mesmo procedimento foi seguido, porém utilizando tampao
fosfato pH 7,0 como eletrdlito. Os resultados obtidos para os potenciais de oxidagao

e reducao, respectivamente, sao apresentados na FIGURA 16.

FIGURA 16 - ESTUDO DE POTENCIAIS DE OXIDAGAO DE DA E AA (A) E REDUGAO DA 0-DQ
(B). ELETROLITO: TAMPAO FOSFATO pH 7,0.
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A analise da FIGURA 16-A revela que as maiores correntes obtidas a partir do

potencial 0,4 V. Na FIGURA 16-B, observa-se que quanto mais negativos os

potenciais, maiores os valores de corrente obtidos. Considerando o voltamograma

ciclico da dopamina em tampéao fosfato pH 7,0, observa-se que o potencial de -0,1 V

é suficiente para promover a redugcao da dopamina o-quinona. Dessa maneira, foi

possivel utilizar o mesmo par de potenciais em tampéao fosfato pH 4,0 e pH 7,0: 0,4 e

-0,1 V.

O estudo de potenciais foi realizado também utilizando o eletrélito H2SO4

0,20 mol L-'. Os resultados s&o apresentados na FIGURA 17.

FIGURA 17 - ESTUDO DE POTENCIAIS DE OXIDAGAO DE DA E AA (A) E REDUGAO DA 0-DQ
(B). ELETROLITO: H2S04 0,20 mol L.
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Para o eletrolito H2SO4 0,20 mol L', os potenciais que geraram as maiores

correntes de oxidacao e redugao, respectivamente, foram: 0,65 e -0,10 V, sendo

escolhidos para as préximas analises.

Os potenciais definidos para os processos de oxidagao e redugao em todos

os eletrolitos estdo relacionados na TABELA 4 a seguir.

TABELA 4 — PARES DE POTENCIAIS ESCOLHIDOS (EM VOLTS) PARA A MPA PARA CADA

ELETROLITO TESTADO.
ELETROLITO
FOSFATO pH 4,0 FOSFATO pH 7,0 H2S0,
PROCESSO REDOX
Oxidacao 0,40 0,40 0,65
Reducao -0,10 -0,10 -0,10
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4.3 OTIMIZAGAO DE PARAMETROS EXPERIMENTAIS

4.3.1 Volume de injecao

O volume de solugao (amostra ou solugado padrao) injetado préximo a regiao
de detecgédo do uTED foi variado a fim de se obter o volume étimo para as préximas
analises.

A FIGURA 18 mostra os resultados obtidos para o estudo realizado em
tampéao fosfato pH 4,0. Este estudo foi realizado em apenas um dos trés eletrdlitos
testados no desenvolvimento da metodologia, pois a composigao do eletrdlito ndo é
fator determinante nesse parametro, e sim o volume de solugdo adicionado que gera

0S maiores valores de corrente.

FIGURA 18 — AVALIACAO DA INFLUENCIA DO VOLUME DE INJECAO NAS INTENSIDADES DE
CORRENTES DE OXIDAGCAO (A) E REDUGAO (B). ELETROLITO: TAMPAO FOSFATO pH 4,0.
POTENCIAIS APLICADOS NA MPA: 0,4 E-0,1 V.
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E possivel observar, na FIGURA 18-A, que o aumento do volume de injecéo causa
um aumento na corrente de oxidagao, até o volume de 2,5 pyL. Sendo injetados
volumes maiores de solugdo, passa-se a observar um decréscimo nas intensidades
de corrente. Na FIGURA 18-B observa-se também uma tendéncia geral de aumento
das correntes de redugdo em fungdo do aumento do volume de injegdo. O
comportamento esperado era justamente este aumento nas intensidades de acordo
com o aumento do volume de injecéo, uma vez que quanto maior € o volume, maior
a quantidade de analitos sofrendo processos redox quando em contato com o

eletrodo impresso gerando maiores intensidades de corrente.
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Durante a realizagado dos experimentos observou-se que volumes superiores
a 2,0 uL ndo sao adequados, pelo fato de a solugao ser injetada nos fios téxteis que
compdem o canal microfluidico. Para inje¢des com volumes a partir de 2,5 pL,
observa-se um vazamento de solugcédo para as laterais do canal microfluidico, além
de um aumento consideravel do tempo de limpeza. Por esses motivos, o volume de
injecao escolhido para as proximas analises foi de 2,0 L.

O volume de injecdo foi um dos parédmetros relacionados ao WTED
otimizados por Agustini e colaboradores [67] e os resultados deste trabalham
corroboram com as observacdes feitas anteriormente. A faixa de volume avaliada foi
exatamente a mesma avaliada no presente trabalho. Os autores verificaram um
aumento linear de corrente ao se aumentar os volumes de 0,5 a 2,0 uL, devido a
uma menor dispersao da amostra quando maiores volumes sao injetados proximo a
regidao de detecgcdo. Porém, para volumes maiores de 2,0 uL, o aumento nas
correntes foi menos pronunciado, demonstrando que o canal microfluidico é incapaz
de suportar mais de 2,0 yL de solucdo, sendo este o valor selecionado pelos

autores.

4.3.2 Tempo de pulso

Outro pardmetro experimental relacionado a técnica MPA foi avaliado: o
tempo de pulso. Sabe-se que a amperometria de multiplos pulsos permite a
aplicacdo de mais de um potencial a uma mesma solugao, em pulsos de potencial,
cuja duragao pode ser controlada. Por exemplo, se o tempo de pulso for definido
como 100 ms, o equipamento ira aplicar, pelo tempo de 100 ms, um dos potenciais
definidos e em seguida 100 ms do outro potencial definido, e assim sucessivamente.
Neste caso, em um intervalo de 1 segundo, tem-se cada um dos dois potenciais
definidos aplicados 5 vezes. Portanto, quanto menor o tempo de pulso definido,
maior sera a quantidade de dados coletados para a amperometria.

Solugbes contendo DA e AA em concentragdo de 0,10 mmol L' em H2SO4
0,20 mol L' foram analisadas varias vezes, sendo variado o tempo de pulso, de 50 a
250 ms. Os resultados obtidos para correntes de oxidacdo e redugao séao
apresentados na FIGURA 19.
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FIGURA 19 - AVALIAQAO~ DA INFLUENCI~A DO TEMPO DE PULSO NAS INTENSIDADES DE
CORRENTES DE OXIDAGCAO (A) E REDUCAO (B). ELETROLITO: H2SO4 0,20 mol L-'. POTENCIAIS
APLICADOS NA MPA: 0,65 E -0,1 V.
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Observa-se, na FIGURA 19, que o comportamento esperado foi verificado:
quanto menor o tempo de pulso dos potenciais, maior € a intensidade de corrente.
Porém, o decréscimo nas correntes de oxidacao e redugao no intervalo de 100 a 250
ms nao é expressivo. Portanto, o fator determinante para escolha do tempo de pulso
para as analises posteriores foi a capacidade de coleta de dados do software
utilizado. Conforme ja comentado, quanto menor o tempo de pulso, maior a
quantidade de dados a serem coletados por segundo de analise, e isso limita o
tempo total da amperometria. Para ser possivel realizar amperometrias durante até
3000 segundos, sem ter uma diminuigdo significativa nos sinais, optou-se por

estabelecer 200 ms como tempo de pulso para as préximas analises.

4.4 ESTUDOS PRELIMINARES COM O uTED

Foram realizadas medidas amperométricas preliminares empregando o
MTED utilizando solugdes de dopamina, acido ascoérbico, e mistura equimolar dos
dois analitos, empregando os trés eletrdlitos: tampdes fosfato pH 4,0 e 7,0, e H2SO4
0,20 mol L.
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Os amperogramas obtidos para a analise de dopamina, acido ascorbico e
mistura em concentragédo 1,0 mmol L-' em tampéo fosfato pH 4,0 s&do apresentados
na FIGURA 20.

FIGURA 20 - AMPEROGRAMAS OBTIDOS PARA DETERMINAGAO MPA EM pH 4,0. SOLUGOES
ANALISADAS EM TRIPLICATA: DA 1,0 mmol L' (DA); AA 1,0 mmol L' (AA) E MISTURA DE DA E
AA 1,0 mmol L' (DA + AA) POTENCIAIS APLICADOS: 0,4 V (—) E-0,1 V (—)
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Foi possivel observar na FIGURA 20 que, para a determinagcdo de
dopamina, foram gerados sinais de corrente referentes a oxidagdo e redugédo do
composto, devido ao processo reversivel de oxidacdo-reducdo. Para o acido
ascorbico, observa-se apenas sinais de corrente anddica, o que era esperado uma
vez que a oxidacao do AA é irreversivel. Conforme esperado, as correntes geradas
pela aplicagdo do potencial de 0,4 V para a mistura de analitos foram maiores em
relagdo aquelas das solugdes de cada um dos analitos separadamente, uma vez
que referem-se a oxidagao das duas espécies ao mesmo tempo, em concentragao
de 1,0 mmol L' cada. Quanto as correntes geradas pela aplicagido do potencial de
-0,1 V, que promoveu a reducdo da dopamina oO-quinona, esperava-se que 0S
resultados fossem similares para as medidas na presenga da solugdo de dopamina
e da mistura. Porém, observou-se uma diminuicdo significativa nos valores de
corrente para a mistura AA+DA.

Em seguida, foi realizada analise similar, porém empregando tampao fosfato

pH 7,0. Os amperogramas obtidos sdo apresentados na FIGURA 21.
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FIGURA 21 - AMPEROGRAMAS OBTIDOS PARA DETERMINACAO MPA EM pH 7,0. SOLUGOES
ANALISADAS EM TRIPLICATA: DA 1,0 mmol L' (DA); AA 1,0 mmol L' (AA) E MISTURA DE DA E
AA 1,0 mmol L' (DA + AA). POTENCIAIS APLICADOS: 0,4 V (—) E-0,1 V.
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Chama atengao o fato de que em pH 7,0, os sinais de redu¢ao da dopamina
para as duas condi¢cdes (na presenca e auséncia de acido ascorbico) apresentarem
magnitude de sinal muito similar, diferentemente do perfil observado para a analise
com tampao fosfato pH 4,0.

Por fim, foi realizada uma analise amperométrica de solugdes de dopamina,
acido ascorbico em concentracdo de 0,10 mmol L' e mistura dos dois analitos
também em concentragdo de 0,10 mmol L'. Os amperogramas obtidos sdo
apresentados na FIGURA 22.



54

FIGURA 22 — ANALISE POR MPA EM SOLUGAO 0,20 mol L' DE H2SOs. SOLUGOES
ANALISADAS EM TRIPLICATA: DA 0,10 mmol L' (DA); AA 0,10 mmol L' (AA) E MISTURA DE DA E
AA 0,10 mmol L' (DA + AA). POTENCIAIS APLICADOS: 0,65V (—)E-0,1V (—)
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Novamente, observa-se que, para a mistura, os sinais de oxidagcao (em
vermelho) sofreram aumento em relagdo aos sinais dos analitos analisados
separadamente, devido ao fato de serem gerados a partir da oxidagdo dos dois
analitos simultaneamente. Quanto aos sinais de redugao, ndo se observa diminuigao
na mistura em relagao aos sinais obtidos na analise de dopamina separadamente.

Os sinais de reducdo de pequena intensidade observados para o acido
ascorbico podem ter ocorrido a uma contaminacdo do eletrodo, que permaneceu
com tracos de dopamina em sua superficie. Além disso, percebe-se que um leve
aumento nos sinais de redugédo da dopamina em presencga de acido ascérbico (DA +
AA) em relagdo aos sinais da dopamina na auséncia de acido ascorbico. Esse
aumento pode ser devido a essa suposta contaminagao.

O proximo passo do trabalho consistiu em compreender o comportamento
dos analitos quando misturados, e, em particular, entender o motivo pelo qual os
sinais de reduc¢ao da dopamina o-quinona sofreram diminui¢do quando em presencga

de acido ascorbico em tampao fosfato pH 4,0.
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4.5 ESTUDO DE PH DO TAMPAO FOSFATO

A diferenca de comportamento da dopamina em presenca de acido
ascorbico observada em tampéao fosfato pH 4,0 e pH 7,0 motivou a realizagdo de um
estudo de pH deste eletrdlito. Foi realizada uma avaliagdo da variagcdo de
intensidade dos sinais anddicos e catédicos em funcéo do pH do eletrélito.

Os resultados obtidos para a oxidagao de dopamina e acido ascorbico e

reducao da dopamina séo apresentados nas FIGURAS 23 E 24, respectivamente.

FIGURA 23 - VARIACAO DAS CORRENTES DE OXIDACAO DE DA, AA E MISTURA EQUIMOLAR
DOS DOIS ANALITOS, EM FUNCAO DA VARIACAO DO pH DO TAMPAO FOSFATO 0,10 mol L.
POTENCIAIS APLICADOS: 0,4 VE-0,1V.

—=— DA
e AA 1
124 |——DA + AA

10 A

IlpA

pH

Observa-se que, considerando-se a mistura de analitos, a maior corrente foi
gerada na analise utilizando o eletrélito em pH 6,0. Ao se analisar as tendéncias
para os dois analitos separadamente, observa-se que a influéncia do pH na
oxidagdo do acido ascorbico ndo é significativa. No caso da oxidagdo da dopamina,

em observa-se uma diminuigao na corrente gerada a medida que o pH aumenta.
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FIGURA 24 - VARIACAO DAS CORRENTES DE REDUGAO DE DA, E MISTURA EQUIMOLAR DOS
DOIS ANALITOS, EM FUNGAO DA VARIACAO DO pH DO TAMPAO FOSFATO 0,10 mol L™
POTENCIAIS APLICADOS: 0,40 VE -0,10 V.
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A variagao das correntes geradas na redugdo da dopamina o-quinona em
funcdo do pH do eletrdlito foi avaliada na auséncia e presenga de acido ascérbico.
Observa-se que, na auséncia do acido ascérbico, a reducdo da dopamina o-quinona
gerou maior corrente quando utilizado eletrdlito em pH 6,0. Em valores maiores de
pH, a corrente diminui consideravelmente.

No caso da dopamina em presenca de acido ascorbico, observa-se que
quanto mais alto o pH, maior é a corrente gerada na redugdo da dopamina o-
quinona.

De fato, a mesma situagcao observada na FIGURA 24 ¢é verificada neste
estudo de pH: em pH 4,0 observa-se a maior diferenga das correntes geradas para
reducdo da dopamina o-quinona em auséncia e presenca de acido ascorbico.
Observa-se, ainda, que o pH em que essas duas correntes sdo mais proximas, € o
pH 7,0.

A proxima etapa do trabalho consistiu em compreender o comportamento da

dopamina em presenga de acido ascorbico.
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4.6 ESTUDOS COM MISTURAS DE DOPAMINA E ACIDO ASCORBICO

Com o intuito de entender o comportamento das espécies de interesse
quando presentes simultaneamente em solucdo de tampao fosfato pH 4,0, solugcdes
de dopamina de concentragdo 1,0 mmol L' com concentragdes crescentes de acido
ascorbico (0,0 (auséncia) a 1,0 mmol L) foram analisadas por MPA, visando
verificar o comportamento das misturas de AA e DA. Os amperogramas obtidos

estao representados na FIGURA 25.

FIGURA 25 - AMPEROGRAMAS REFERENTES A ANALISE DE SOLUGOES DE DA (1,0 mmol L)
COM DIFERENTES CONCENTRACOES DE AA. (A: 0,0; B: 0,1; C: 0,4; D: 0,7; E: 1,0 mmol L.
ELETROLITO SUPORTE: TAMPAO FOSFATO pH 4,0. POTENCIAIS APLICADOS: 0,4 V (—) E -0,1
V (—).
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Os amperogramas obtidos permitiram visualizar o aumento das correntes
geradas pela aplicagcdo de potencial de 0,4 V, em fungdo do aumento da
concentracdo de acido ascoérbico em solucdo, e a diminuicdo da intensidade das
correntes geradas pela aplicacdo de potencial de -0,1 V. Essa diminuicao foi mais
evidente para as maiores concentragdes de acido ascoérbico avaliadas.

Esse comportamento pode ser explicado por uma reagcdo que ocorre entre o
produto de oxidagdo da dopamina, dopamina o-quinona (0-DQ), e o acido ascorbico

(AA). Conforme apresentado na reagao da FIGURA 26, parte da 0-DQ é consumida
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promovendo a oxidagao do acido ascorbico a acido dehidroascorbico (DHA). A
porcédo de 0-DQ que ndo foi consumida na reagdo do acido ascorbico, € oxidada
novamente a DA, o que gera um desvio negativo, conforme observado na

diminuigao dos sinais de redugao da DA [51].

FIGURA 26 - REACAO ENTRE ACIDO ASCORBICO E DOPAMINA O-QUINONA. (AA: ACIDO
ASCORBICO; DA: DOPAMINA; 0-DQ: DOPAMINA O-QUINONA; DHA: ACIDO
DEHIDROASCORBICO.)
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Fonte: Adaptado de Gimenes et.al. [51].

Como demonstrado anteriormente, entre os eletrélitos testados, o tampao
fosfato pH 7,0 e 0 H2SO4 0,20 mol L' ndo causaram desvio negativo no sinal de
reducdo da dopamina quando na presencga de acido ascoérbico. Assim, a etapa
seguinte consistiu na realizagcdo de medidas amperométricas na presenca de
dopamina em concentragao fixa e acido ascoérbico em concentracdes crescentes,
com o objetivo de determinar a razdo maxima de concentracédo de acido ascorbico e
dopamina que nao causaria diminuicdo do sinal de reducdo da dopamina, para
esses dois eletrolitos. Os amperogramas obtidos sdo apresentados nas FIGURAS

27 e 28, para tampao fosfato pH 7,0 e H2SO4 0,20 mol L' respectivamente.
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FIGURA 27 - AMPEROGRAMAS (N=3) OBTIDOS APOS ADIGOES DE DA 1,0 mmol L' COM
DIFERENTES CONCENTRAGOES DE AA (A: 0,0; B: 0,25; C: 0,5; D: 0,75; E: 1,0; F: 1,25; G: 1,5; H:
1,75; I; 2,0 mmol L"). ELETROLITO SUPORTE: TAMPAO FOSFATO pH 7,0. POTENCIAIS
APLICADOS: 0,4 VE-0,1V.
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FIGURA 28 - AMPEROGRAMAS OBTIDOS (N=3) APOS ADICOES DE SOLUGOES DE DA (0,10
mmol L") COM DIFERENTES CONCENTRAGCOES DE AA (A: 0,1;B: 0,2; C: 0,4; D: 0,6; E: 0,8; F: 1,0
mmol L';. ELETROLITO SUPORTE: H2S04 0,20 mol L™'. POTENCIAIS APLICADOS: 0,65 e -0,1 V.
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Na FIGURA 27, foi observado que o sinal de redugcdo da dopamina

permaneceu constante até a adigdo de AA em concentragdo de 1,25 mmol L.
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Acima deste valor, notou-se a diminuicdo significativa dos sinais transientes, sendo
que a concentragdo de acido ascorbico encontrava-se acima de 1,5 vezes mais
concentrada que a concentracdo de dopamina. Portanto, para as medidas
simultdneas de AA e DA é possivel utilizar tampao fosfato pH 7,0 como eletrdlito
suporte em concentragbes equimolares de 1,0 mmol L' de dopamina e &acido
ascorbico.

Ja empregando H2SO4 como eletrdlito suporte, as medidas amperométricas
apresentadas na FIGURA 28 permitem concluir que o sinal de reducao da dopamina
comega a sofrer leves alteragdes nas solugbes em que o acido ascoérbico esta
presente em concentragdes entre 8 e 10 vezes maiores em relacdo a concentracao
de dopamina (na FIGURA 28, sinais E e F, respectivamente).

Portanto, o H2SO4 0,20 mol L' demonstrou melhor desempenho em relagao
ao tampéao fosfato pH 7,0, e foi escolhido para ser empregado nos estudos

seguintes.

4.7 ESTUDOS DE QUANTIFICACAO SIMULTANEA DOS ANALITOS

Tendo em vista a quantificagcdo simultdnea dos analitos, foi estabelecida
uma relagdo entre as correntes de oxidagdo e redugao da dopamina. Para isso,
solugbes de dopamina (em auséncia de acido ascoérbico) com concentracdes
crescentes (de 5 x 10° a 9 x 10* mol L") foram analisadas em triplicata, com H2SO4
0,20 mol L' como eletrélito suporte, e todos os pardmetros ja otimizados foram
aplicados. Os amperogramas obtidos para essa analise sao apresentados na
FIGURA 29 a seguir.
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FIGURA 29 - AMPEROGRAMAS OBTIDOS (N=3) APOS ADIGCOES DE SOLUGOES DE DA (0,01 a
0,9 mmol L"). ELETROLITO SUPORTE: H2S04 0,20 mol L-". POTENCIAIS APLICADOS: 0,65 e -0,1
V.
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Na FIGURA 29, observa-se que a medida que a concentracido de dopamina
aumenta, ha um aumento nos sinais de corrente anddicos e catodicos. Para as 18
solugdes analisadas, foram quantificados os sinais de corrente de redugédo e
oxidagao, e calculada a razdo entre as duas correntes. Os resultados obtidos estao
organizados na TABELA 5.

TABELA 5 — CALCULO DA RAZAO ENTRE OS SINAIS CATODICO E ANODICO DA
DOPAMINA.

Solugdo Corrente de Corrente de Razdo
reducao (JA) oxidacao (JA)

Replicata 1 — Nivel 1 0,11 0,29 0,38
Replicata 2 — Nivel 1 0,13 0,28 0,46
Replicata 3 — Nivel 1 0,11 0,27 0,41
Replicata 1 — Nivel 2 0,23 0,53 0,43
Replicata 2 — Nivel 2 0,24 0,58 0,41
Replicata 3 — Nivel 2 0,25 0,59 0,42
Replicata 1 — Nivel 3 0,66 1,50 0,44
Replicata 2 — Nivel 3 0,61 1,50 0,41
Replicata 3 — Nivel 3 0,65 1,53 0,42
Replicata 1 — Nivel 4 1,17 2,97 0,39
Replicata 2 — Nivel 4 1,13 2,86 0,40
Replicata 3 — Nivel 4 1,25 3,16 0,40
Replicata 1 — Nivel 5 1,52 3,97 0,38
Replicata 2 — Nivel 5 1,66 4,16 0,40
Replicata 3 — Nivel 5 1,76 4,51 0,39
Replicata 1 — Nivel 6 2,06 5,21 0,40
Replicata 2 — Nivel 6 1,97 5,06 0,39
Replicata 3 — Nivel 6 2,06 5,82 0,35
Média - - 0,40
Desvio padrao - - 0,02

FONTE: O autor (2019)



62

. Foi calculada, ainda, a média de todas as razdes, sendo obtido um valor de
0,40. Ou seja, em média, quando é efetuada uma divisdo dos valores de corrente de
reducdo pela corrente de oxidacdo, obtém-se um valor de 0,4, o que pode ser

demonstrado na Equacéo (1)

Corrente de reducdo

Corrente de oxidacio

(1)

O desvio padrao obtido para esse conjunto de razdes foi de 0,02. A razao foi
calculada para concentracdes diferentes de dopamina. A avaliacdo das razdes
obtidas ndo mostra uma relagao evidente entre concentragao de dopamina e a razao
obtida.

Esta relagdo entre as correntes geradas na oxidagdo e na redugao é
interessante para determinagdes simultaneas de dopamina e acido ascorbico, pois
as correntes catddicas referem-se apenas a reducdo da dopamina o-quinona. A
relacdo entre as correntes catddicas e anddicas pode definir qual a contribuicido da
dopamina no sinal de corrente anddica referente a mistura de dopamina e acido
ascorbico.

A fim de ser avaliada a eficiéncia do calculo proposto, foi construida uma
curva com solugcdes de concentragdes crescentes de dopamina e acido ascoérbico

(de 5x 10° a9 x 10 mol L"). O amperograma obtido é apresentado na FIGURA 30.
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FIGURA 30 - AMPEROGRAMAS OBTIDOS (N=3) APOS ADICOES DE SOLUCOES DE DA E AA
(0,01 a2 0,9 mmol L™"). ELETROLITO SUPORTE: H2S04 0,20 mol L. POTENCIAIS APLICADOS: 0,65
e-0,1V.
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Todos os sinais anddicos e catddicos gerados nessa analise foram
quantificados. Em seguida, utilizando a equacao (1), foi possivel determinar a porgao
dos sinais anddicos da mistura que se refere a oxidacdo apenas da dopamina. Este

calculo foi realizado utilizando a equagéo (2):

Corrente de reducao (mistura)
0.4

= Corrente de oxidacido da dopamina (2)

Dessa maneira, foi possivel determinar a por¢ao da corrente de oxidagao da
mistura que se refere somente a oxidagdo da dopamina. Em seguida, utilizando a

equacao (3), a corrente de oxidagao do acido ascorbico foi calculada.

Corrente de oxidacio (mistura) — Corrente de oxidacio (dopamina) =

Corrente de oxidacio (acido ascorbico)

()

A TABELA 6 a seguir mostra os valores obtidos ao serem realizados os

calculos descritos.
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TABELA 6 — VALORES DE CORRENTE PARA DOPAMINA E ACIDO ASCORBICO.

Corrente de

Corrente de

Corrente de

Corrente de

Solugao oxidagao AA e = oxidagao DA oxidagao AA

DA (ua) | "edusao DA(A) (HA) (HA)
Replicata 1 — Nivel 1 0,46 0,09 0,23 0,24
Replicata 2 — Nivel 1 0,48 0,09 0,23 0,26
Replicata 3 — Nivel 1 0,45 0,09 0,23 0,23
Replicata 1 — Nivel 2 0,96 0,22 0,55 0,41
Replicata 2 — Nivel 2 0,91 0,22 0,55 0,36
Replicata 3 — Nivel 2 1,06 0,25 0,63 0,44
Replicata 1 — Nivel 3 3,80 0,87 2,18 1,63
Replicata 2 — Nivel 3 3,28 0,76 1,90 1,38
Replicata 3 — Nivel 3 3,67 0,83 2,08 1,60
Replicata 1 — Nivel 4 5,04 1,09 2,73 2,32
Replicata 2 — Nivel 4 4,91 0,99 2,48 2,44
Replicata 3 — Nivel 4 5,24 1,37 2,65 2,59
Replicata 1 — Nivel 5 6,95 1,31 3,43 3,53
Replicata 2 — Nivel 5 6,80 1,49 3,28 3,31
Replicata 3 — Nivel 5 7,37 2,09 3,73 3,65
Replicata 1 — Nivel 6 11,27 1,92 5,23 6,05
Replicata 2 — Nivel 6 9,97 1,92 4,80 5,17
Replicata 3 — Nivel 6 10,65 2,00 5,00 5,65

FONTE: O autor (2019).

Os valores da TABELA 6 foram utilizados para construir curvas analiticas

para quantificagdo de dopamina e acido ascorbico simultaneamente. As curvas

construidas sao apresentadas na FIGURA 31 a seguir.

FIGURA 31 — CURVAS ANALITICAS CONSTRUIDAS PARA DA, AA E AA+DA.

12

10

I/pA

= AA+DA
e AA
A DA

0,8 1,0



65

Pode-se observar um aumento nos sinais de resposta que acompanham o
aumento da concentragdo. A curva referente a dopamina leva em conta os sinais de
reducido da dopamina o-quinona, sendo, portanto, uma quantificacao indireta.

A curva referente ao acido ascorbico leva em conta as correntes de oxidacao
apenas dessa substancia, apos ter sido descontada a contribuicdo da oxidagédo da
dopamina.

Na TABELA 7 a seguir sdo apresentados alguns parametros relacionados as
curvas analiticas de dopamina e acido ascorbico: sensibilidade, R?, LOD e LOQ,

calculados através das equacdes (4) e (5), respectivamente.

— 33 —103
LOD =3 . (4) LO@Q =10 . (5)

Nas equacgdes, SD é o desvio padrdo da prova em branco e b refere-se a

sensibilidade (coeficiente angular da curva analitica).

TABELA 7 — FIGURAS DE MERITO DAS CURVAS ANALITICAS PARA ACIDO ASCORBICO E
DOPAMINA

Parametro - 2
Analito (s::?_'?:l'r':jl‘i':; B LOD (mol L) | LOQ (mol L)
] Dopamina 2240,2 0,99 1,54 x 106 5,13 x 108
Acido ascoérbico 5087,0 0,99 2,60 x 106 8,65 x 106

FONTE: O autor (2019).

Os valores de LOD e LOQ obtidos para o método proposto mostram que é
possivel realizar a quantificagcéo de baixos teores de AA e DA, na ordem de pmol L.
Com o objetivo de avaliar se o calculo proposto permite realmente quantificar
acido ascorbico e dopamina simultaneamente, foi construida uma curva analitica
com solugdes de acido ascoérbico na auséncia de dopamina (FIGURA 32). Tal curva
foi plotada juntamente com a curva para AA obtida por meio do calculo proposto. Tal

comparagao € apresentada na FIGURA 33.
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FIGURA 32 - AMPEROGRAMAS OBTIDOS (N=3) APOS ADIGOES DE SOLUCOES DE AA
(0,01 a 0,9 mmol L"). ELETROLITO SUPORTE: H,SO; 0,20 mol L. POTENCIAIS
APLICADOS: 0,65 e -0,1 V.

I/pA

: I

T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600
t/s

FIGURA 33 — COMPARAGCAO DAS CURVAS ANALITICAS OBTIDAS PARA O ACIDO ASCORBICO.
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As sensibilidades das duas curvas s&o muito similares, de 5175,8 pA L
mmol! para a curva de acido ascoérbico (AA), e de 5087,0 uA L mmol-! para a curva
obtida com os valores de corrente anddicas calculados a partir da relacédo

estabelecida (AA (mistura)).
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Essa semelhanga marcante demonstra que a curva obtida por meio do
calculo proposto nesta metodologia tem a mesma semelhanga de uma curva

construida apenas para acido ascérbico.

4.8 ESTUDOS DE INTERFERENTES

Uma vez que um dos objetivos do presente trabalho € aplicar a metodologia
proposta para determinagdo simultdnea de dopamina e acido ascorbico em
amostras bioldgicas, € preciso avaliar a possivel interferéncia de espécies
concomitantes. Conforme ja mostrado anteriormente, a maior dificuldade enfrentada
no desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas para quantificagdo simultédnea
desses dois analitos € a interferéncia do acido urico, que sofre oxidagdo em uma
regido de potencial préxima a da DA e AA.

O acido urico néo se solubiliza bem em agua ou em &acido sulfurico, o eletrdlito
utilizado na metodologia proposta. Porém em meio alcalino, a solubilizagado do acido
urico é completa.

Os voltamogramas obtidos na andlise de misturas dos analitos com &cido

urico séo apresentados na FIGURA 34 a seguir.

FIGURA 34 — VOLTAMOGRAMAS CiCLICOS OBTIDOS PARA MISTURAS DE DOPAMINA, ACIDO
ASCORBICO E ACIDO URICO EM CONCENTRAGAO DE 0,10 mmol L™’
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Pode-se observar que o Uunico voltamograma que apresenta alguma
interferéncia do acido urico é o da solugdo em que este foi solubilizado em solugéo
de NaOH 0,10 mol L' antes de ser diluido em eletrélito. Neste voltamograma,
percebe-se dois picos anddicos que quase se sobrepdem. Comparando-se com 0s
voltamogramas das demais misturas, percebe-se que o segundo pico, com potencial
de aproximadamente 0,5 V refere-se a oxidagao do acido urico.

Sabendo-se que o comportamento voltamétrico do acido urico quando em
meio de H2SOs4, eletrdlito utilizado na metodologia, prosseguiu-se com o estudo de
interferentes.

A seguir, nas FIGURAS 35, 36 e 37 séao apresentados, respectivamente, os
resultados obtidos para acido urico, glicose e cloreto de sédio. Em cada figura, tém-
se 0os amperogramas obtido na analise das 4 solugdes (controle, niveis 1, 2 e 3). Os
sinais anddicos e catédicos foram quantificados e comparados, em dois graficos de

barras a solugéo controle, sem presenca de interferente.
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FIGURA 35 - AMPEROGRAMAS OBTIDOS NA ANALISE DA SOI:UCAO CONTROLE, NIVEIS 1,2 E
3 DE ACIDO URICO (A); CORRENTES RELATIVAS DE OXIDAGAO (B) E REDUCAO (C).
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Em nenhum dos trés niveis de concentracdo avaliados os sinais de reducéao

ou oxidagao referentes a acido ascorbico e dopamina sofreram desvios positivos ou

negativos. No caso dos sinais de oxidagao, percebe-se um leve aumento a medida

gue aumenta a concentragédo do acido urico.
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FIGURA 36 - AMPEROGRAMAS OBTIDOS NA ANALISE DA SOLUGAO CONTROLE, NIVEIS 1, 2 E
3 DE GLICOSE (A); CORRENTES RELATIVAS DE OXIDAGAO (B) E REDUCAO (C).
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Para a glicose, percebe-se que para o nivel 3 (concentragao de interferente 10
vezes mais alta que a concentragao dos analitos) houve um aumento dos sinais de

oxidagao e reducéo, em torno de 11% e 20%, respectivamente.
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FIGURA 37 - AMPEROGRAMAS OBTIDOS NA ANALISE DA SOLUCAO~CONTROLE, NiV~EIS 1,2E
3 DE CLORETO DE SODIO (A); CORRENTES RELATIVAS DE OXIDACAO (B) E REDUGCAO (C).
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A mesma tendéncia € observada para o cloreto de sddio, em que os sinais de
oxidagdao e redugao sofreram um aumento em torno de 11% quando este

interferente estava presente na concentragao do Nivel 3.
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4.9 ESTUDOS COM AMOSTRA DE SORO SANGUINEO

Uma amostra de soro sanguineo humano foi analisada através do método
proposto. Uma curva analitica de dopamina e acido ascorbico foi construida,
utiizando as mesmas concentracdes da etapa de estudos de quantificacdo
simultédnea dos analitos.

A amostra de soro sanguineo foi diluida 2 vezes em H2SO4 0,20 mol L' e
analisada sem qualquer adicdo de analito. A diluicao foi feita para diminuir a
viscosidade da amostra

Posteriormente, foram realizadas adigdes de DA e AA na amostra em trés
niveis de concentracdo. As adi¢cdes foram realizadas de maneira que apds a
diluicao, fossem obtidas as concentracdes de DA e AA relacionadas na TABELA 2.

A analise por MPA foi realizada empregando-se todos os parametros
experimentais ja definidos e otimizados. A sequéncia de inje¢gdes no UTED foi a
seguinte:

- Pontos 1 a 6 (concentragao de AA e DA crescente);

- Amostra sem adi¢ao; amostra com adi¢ao (niveis 1, 2 e 3);

- Pontos 6 a 1 (concentragéo de AA e DA decrescente).

A FIGURA 38 apresenta os amperogramas obtidos nesta analise.
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FIGURA 38 — AMPEROGRAMA OBTIDO DA ANALISE POR MPA DE SEIS SOLUCOES DE DA+AA,
EM ORDEM CRESCENTE DE CONCENTRACAO (A), AMOSTRA DE SORO SANGUINEO SEM
ADICAO (B), AMOSTRA DE SORO SANGUINEO COM ADICAO DE DA E AA EM TRES NIVEIS DE
CONCENTRACAO (C) E SOLUCOES DE DA+AA EM ORDEM DECRESCENTE DE
CONCENTRACAO (D)
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O objetivo de se injetar os 6 pontos da curva em ordem crescente (antes da
injecdo da amostra) e em ordem decrescente (depois da injecdo da amostra) foi
demonstrar que o método nado possui nenhum efeito de memoaria, e que apdés uma
anadlise de amostras as intensidades de corrente para cada concentragcdo nao
sofrem variagdes significativas. Essa comparagéao foi realizada separadamente para
os sinais de oxidacao (FIGURA 39) e reducao (FIGURA 40).
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FIGURA 39 - COMPARACAO DAS CURVAS NO SENTIDO CRESCENTE E DECRESCENTE DE
CONCENTRACAO (OXIDACAO)
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FIGURA 40 - COMPARAGAO DAS CURVAS NO SENTIDO CRESCENTE E DECRESCENTE DE
CONCENTRAGCAO (REDUGCAO)
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O fato de as sensibilidades serem proximas, ao se fazer a comparagao das
curvas de “ida” e “volta” da FIGURA 39 (oxidagao) e FIGURA 40 (redugao) indica
gue nao ha efeito de memoaria.

Os sinais transientes referente regido B da FIGURA 38 sugerem a presenca
tanto de DA como de AA na amostra. Entretanto, analisando a regido C da FIGURA

38, que trata das solugdes de amostra enriquecidas com solugcdo padrdo dos
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analitos, ndo se pode afirmar com absoluta certeza que os sinais gerados sao
referentes a oxidacao/reducao de DA e AA, uma vez que os indices de recuperacao
obtidos (da ordem de 60%) ndo podem ser considerados satisfatérios para esse
nivel de concentragao [74].

Apesar da complexidade da matriz da amostra ndo permitir a quantificacao
dos analitos de forma satisfatoria, pode-se dizer que o método proposto foi capaz de
identificar a presenca tanto de AA como de DA em soro sanguineo na mesma ordem

de concentracdo normalmente descrita para esse tipo de fluido [72, 73].

5 CONSIDERAGOES FINAIS

No presente trabalho foi proposta uma metodologia para determinagao
eletroquimica simultdnea de dopamina e &acido ascérbico em um sistema
microfluidico, com a utilizacdo de um eletrodo impresso. Como conclusdes, pode-se
destacar que:

Foi verificada a aplicabilidade do yTED ao método proposto. Foi realizada a
otimizagdo do volume de injegdo, estudo que gerou conclusdes similares as dos
autores que criaram e otimizaram o dispositivo. Outros parametros, como o numero
de fios téxteis utilizados foram adotados segundo os resultados de tal otimizagao.

O sistema de deteccdo se mostrou altamente reutilizavel, tendo em vista que
durante todo o periodo em que foram realizadas as analises, foi necessario realizar
a troca dos fios de algodao e do eletrodo poucas vezes;

A técnica MPA com aplicagao de dois pulsos de potencial sequencialmente
se mostrou eficaz para promover a separagcdo dos processos redox dos analitos,
sendo gerados, simultaneamente, dois amperogramas: um referente a oxidacao de
DA e AA e outro referente a redugao da 0-DQ;

Procurou-se compreender a reagao secundaria que ocorre entre as espécies
envolvidas nas reacdes de oxirreducdo que acontecem durante as analises, bem

como a influéncia do pH do meio nos processos eletroquimicos envolvidos;
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Foi possivel, a partir dos sinais de corrente gerados na redugdo da
dopamina o-quinona, calcular um fator de corregdo para os sinais de oxidagao do
acido ascorbico, sendo possivel quantificar os dois analitos simultaneamente.

A partir de uma unica analise, gerar duas curvas analiticas para DA e AA,
respectivamente, aplicando-se o fator de corregédo calculado. A partir das curvas,
foram obtidos valores de LOD para DA e AA de 1,79 umol L' e 8,31 umol L7,
respectivamente. Os valores de LOQ para DA e AA foram 8,31 umol L' e 27,7 ymol
L', respectivamente.

Foi realizado um estudo de interferentes, em que verificou-se que a
presenca de acido urico, glicose e cloreto de sddio ndo interferem significativamente
nas correntes de oxidacéo e redugao geradas na MPA.

Realizou-se uma analise de uma amostra de soro sanguineo, em que a
amostra sem adigao de analitos gerou um sinal detectavel para oxidagao e redugéo.
Para a amostra foi fortificada em trés niveis de concentragdo, porém, ndo foram
obtidos valores satisfatérios de recuperacao, possivelmente devido a efeito de
matriz.

A metodologia proposta se mostrou promissora para quantificacdo de dois
importantes biomarcadores simultaneamente com a utilizagdo de técnica
eletroquimica sem a necessidade de etapa prévia de modificacdo de eletrodos, em
um dispositivo microfluidico com possibilidade de portabilidade para aplicagao futura

em pontos de atendimento, por exemplo.
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