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Resumo: O método dos minimos quadrados parciais (PLS) foi aplicado aos dados obtidos por voltametria
de onda quadrada para a determinacdo simultanea de &cido ascorbico (AA) e do co-fator b-nicotinamida
adeninadinucleotideo (NADH) em misturas sintéticas. As curvas voltamétricas foram obtidas em tampéo
fosfato 0,2 mol L (pH 8,0). Foi possivel verificar que o método PLS permite a determinagéo destes
compostos simultaneamente nas condic¢oes escol hidas. Os resultados mostraram um erro relativo maximo
de 1,7% para o NADH e 2,1 % para o0 AA. A metodologia proposta € simples e desenvolvimentos
posteriores podem torna-la Util paraandisesin vivo.

Palavras-chave: NADH; &cido ascdrbico; minimos quadrados parciais (PLS); voltametria de onda

quadrada.

Introducdo

O cofator b-nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH) éumaimportante coenzima,
tendo ac8o cataliticaem mais de trezentos processos
enziméticos[1-3]. A deteccdo do NADH emfluidos
biol6gicos é particularmente importante porque
permite a determinacdo indireta de varias
substancias ndo-eletroativas presentesin vivo. Em
virtude disso, um grande nimero de pesquisas
visando o desenvolvimento de procedimentos
analiticos paraadeterminacdo de NADH tém sido
realizadas. Dentre os varios métodos existe um
interesse particular para aqueles envolvendo a
oxidacao el etroquimicado NADH em meio aquoso
[4].

O NADH sofre oxidacdo para a producdo
deNAD* com perdadedois e étrons. O mecanismo
desta oxidacdo € complexo, depende de
sobrepotenciais de eletrodos elevados e o produto
daoxidacéo pode bloquear asuperficiedo eetrodo,
0 que resulta em respostas pouco reprodutivas.
Segundo dados daliteratura, umadasformasde se
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melhorar a resposta eletroquimica de compostos
como o NADH é pelo uso de catalisadores que
acelerem acin&icadetransferénciadeelérons, ou
via catédlise heterogénea com o uso de eletrodos
modificados e aindareduzindo o sobrepotencia da
reacdo trabal hando-se em valoresmaisaltosde pH
[4-5]. A aplicacdo de eletrodos modificados
apresenta duas dificuldades importantes na
deteccdo do NADH : a primeira é o blogueio da
superficie do eletrodo por produtos de oxidacéo
gue ocorre depois de pouco tempo da polarizacéo
do eletrodo e 0 segundo problemaéatendénciaem
mediar aoxidacao eletroquimicado acido ascérbico
(AA) que é o principal interferente presente em
sistemasbiol 6gicos[4]. Dessaforma, estudos estéo
sendo realizados para produzir eletrodos
modificados capazes de discriminar entre asreactes
de oxidacdo de NADH e AA e que sejam
suficientemente imunes aos efeitos de adsorcéo.
Algunseletrodos modificados conseguem resolver
o problema da interferéncia eletroquimica na
determinacdo destes compostos, entretanto, este
aumento na seletividade € acompanhado por uma
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grande diminui¢do na sensibilidade. Em um dos
trabalhos citados da literatura [6], um eletrodo de
diamante dopado com boro muito sensivel é
utilizado para a determinagdo do NADH e acido
ascorbico. O potencial de oxidagdo do acido
ascorbico e do NADH neste eletrodo difere por
200mV, sendo que mesmo esta diferenca de
potenciais de pico ndo permite que haja uma
resol ugdo adequada dos picos voltamétricos. Neste
caso, apresenca de acido ascorbico é manifestada
como um ombro no pico do NADH.

O objetivo deste trabalho foi verificar a
possibilidade daaplicacdo do método multivariado
baseado em minimos quadrados parciais- PLS (do
inglés Partial Least Square) para a andlise destes
compostos em misturas binérias. Este estudo pode
ser potencialmente Gtil mesmo quando superados
os problemas comuns de adsor¢do no eletrodo,
existe uma resposta inadequada devido a
sobreposicéo de picos. Usando-se métodos
multivariados, como o PLS, este tltimo problema
pode ser resolvido.

O PLS[7,8] € 0 método mais comumente
utilizado para calibragdo multivariada. Neste
método, os sinais multivariados, como os valores
de corrente medidos em diferentes potenciais do
voltamograma (varidveis x) e concentraces
(varidveis y) sdo utilizadas para estabelecer um
modelo de regressdo linear. Para a construcdo do
modelo de calibragéo, os dados sdo dispostos na
formadematrizes: matrizX eY, asquaiscontémas
variaveis independentes (x) e dependentes (y),
respectivamente. Estesdados podem primeiramente
passar, ou ndo, por pré-tratamentos como o de
centrar na média, escalonamento, etc . Apds, 0
processo seguinte consiste em decompor as
matrizes originais em “scores’ e “loadings’. E
possivel representar uma matriz de dados, sem a
perdadeinformagdo estatisticatil, pelasuamatriz
de “scores’, fazendo-se a reducdo das variaveis
pelaandlise de componentes principais. Diversos
algoritmos podem ser utilizados e o modelo

resultante é:

X=TP'+E=>tp, +E
Y=UQ'+F=>t,q, +F

@
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onde os elementos das matrizesde T e U sdo os
“scores’ de X e'Y respectivamente e os elementos
P e Q séo os “loadings’. As matrizesE e F
correspondem aos erros, ou seja, afaltade gjuste
domodelo. O sobrescritotindicamatriz transposta.
Uma relacéo entre os dois blocos (varidveis
independentes x e variaveis dependentes y) pode
ser realizada correlacionando simultaneamente os
“scores’ dos blocos X e Y. Para que se encontre
umamelhor correl agdo possivel torna-seimportante
manipular a informag&o desses dois blocos
simultaneamente. No PL Sisto éfeito por umaleve
rotacdo das componentes principais, com
consequente mudanca nos valores dos “scores”’.
Devido ao fato de ocorrer esta rotagdo, o termo
componente principal jando é mais utilizado, no
lugar deste o termo designado € o de variaveis
I a t e n t e S .
O nimero de varidveis latentes utilizados
no processo de calibragdo € obtido por meio de
validacdo cruzada que é umametodol ogia baseada
na magnitude dos erros de previsdo de um dado
modelo de calibragdo. Esta avaliagéo é feita pela
comparagdo das previsdes das concentractes
previamente conhecidas (y,, i=...n). Deumaforma
geral, o processo é realizado da seguinte maneira
certas amostras sdo retiradas do conjunto de
treinamento usado para a constru¢do do modelo
de calibragéo. Um novo modelo é construido com
as amostras que sobraram. A seguir, as amostras
que foram retiradas sdo utilizadas para a previséo,
sendo calculados os residuos referentes a esta
previsdo ; erros de previsdo (y, - y,), ondey, € 0
valor estimado pelo modelo paraa concentragéo.
O processo é repetido com outros grupos de
amostras, até que todas as amostras tenham sido
colocadasforadomodelodecaibragdo.  Cacula
se, entdo, a soma dos quadrados dos erros de
previsio PRESS.
A primeira versdo deste método e adotada

PRESS:Z(yi— y) @

i=1

neste trabalho consiste em retirar do conjunto de
treinamento umaamostrade cadavez. Este método
€ chamado validagao cruzadacompleta. O processo
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€ repetido com uma, duas e assim por diante,
varidveis latentes. Para cada sistema em estudo, o
ndmero mais adequado devaridveislatentes, k, sera
0 correspondente ao menor valor de PRESS.

A utilizagdo do PLS tem varias vantagens
inerentes ao uso das técnicas multivariadas, como
0 desenvolvimento de um modelo que é menos
sensivel aruidos porque vériosvaloresde corrente
sdo utilizados no model o de calibracdo ao invésde
um Unico valor e ainda existe a possibilidade de
detecc@o de amostras andmalas (“outliers’) que
depois de identificadas podem ser removidas do
modelo.

A deteccdo de “outliers’ é tdo importante
guanto a determinacdo do nimero de variaveis
latentes utilizados na calibraggo. Para a deteccdo
de amostras andbmalas (“outliers’) usam-se duas
grandezas complementares: “Leverage” eresiduos
de Student.

A “Leverage” é umamedida dainfluéncia
deumaamostrano model o deregressdo. Umvalor
de“leverage” pequeno paraasamostrasindicaque
esta se encontra proxima do centro dos dados e
consequentemente tem pouca influéncia na
construcdo do modelo. Um valor alto para a
“leverage” significaque aamostraestadistante da
médiae possui, dessaforma, grandeinfluénciapara
0 desenvolvimento do modelo. Amostras com altas
“leverages’ normalmente tém alta ou baixa
concentracdo do analito, representam interferentes
ou aindaproblemas nasmedidasinstrumentais. Uma
andlise cuidadosa das amostras com altos valores
de“leverages’ deveentdo ser realizadaparadecidir
se esta deve ou ndo ser eliminada. Com isso, tem-
sequeas‘leverages’ indicam se umaamostraéou
ndo diferente das demais, mas é necessério outro
estudo, como aandlise conjuntados residuos, para
seafirmar se estaamostracorresponde realmente a
umaanomalia

Nos modelos de regressio , como o PLS, a

“leverage’ (h,;) pode ser obtidaatravés daequacéo 3.
gue corresponde geometricamente a distancia de

e =~ (%= X)' (XX) (%, - %) @

um objeto para o centro do modelo e das
correlacBes entre as variaveis. Nesta equagao,
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X; €0 voltamograma dai-ésimaamostra, X éo

voltamogramamédioe (X ' X)éamatrizdevariancia-
covariancia. Existe uma regra pratica que nos
permite distinguir amostras anémalas : amostras
com, b S h onde 3k sdo

ii crit oit =

consideradas suspeitas e devem ser analisadas.
Nesta expressdo, 11 € o nimero de amostras do

conjunto decalibragdo e K é0nomero devariaveis

latentes.

Osresiduos constituem umaoutraformade
se detectar anomalias. Estes correspondem a
desviosentre osdados dereferénciae os estimados
pelo modelo. Valores de residuos altos significam
gue o0 modelo néo esta conseguindo modelar os
dados deformaadequada. Paraseobter ainfluéncia
de cada amostra em particular, temos o residuo de
student que paraamostrai € dado como:

(y_yi)2

Yil )
(n-1)(1-h;)

Resy, =

Residuo de Student , = Re(syy_—\/:/lj—hl ®)

onde Res.y; € o residuo da concentragéo j

corrigido pelaleverage.

Supondo que os residuos sdo norma mente
distribuidos pode-se aplicar o testet paraverificar
se a amostra estd ou ndo dentro da distribuicao
com um nivel de confianca de 95%. Como 0s
residuos de Student sdo definidos em unidades de
desvio padréo do valor médio, os valores além de
+ 2,5 sdo considerados atos. Dessa forma, na
andlise do gréafico de residuos Student versus
“Leverage”, deve-severificar ainfluénciatanto das
“leverages’ quanto dos “residuos’. Amostras com
altos residuos e pequenos valores de leverage
provavel mente apresentam algum erro no valor da
concentrac8o que deve de preferéncia ser medida
novamente ou entdo esta amostra é simplesmente
excluida. Amostras com altos residuos e altas
“leverages’ correspondem certamente a amostras
andmalas e devem ser retiradas do modelo de

calibracgo.
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Depois de estabelecido o nimero de
variaveis latentes e detectada a presenca de
amostras andmalas, 0 model 0 pode ser estabelecido
e destinado a previsdo de concentracBes de novas
amostras. A concentracdo de novas amostras pode
ser estimada a partir de novos “scores’ T* o dos
“loadings’ Q do model o de calibragéo, o qual pode
ser substituido na equagdo (1), originando a
equacéo (6):

Ynew = T*Qt (6)

Neste trabalho, apds 0 modelo ter sido
desenvolvido estefoi aplicado paraadeterminacéo
simulténeade amostrassintéticasdeNADH eé&cido
ascorbico.

Material emétodos
Reagentes e Solugoes

Todos os reagentes empregados foram de
grau analitico e utilizados sem tratamento de
purificagdo prévia. O cofator b-nicotinamida
adeninadinucleotideo (NADH) e o &cido ascorbico
(VC) foram de procedénciada SigmaChemical Co
(StLouis, MO, USA). Dihidrogenofosfato de sadio
ou fosfato &cido de sodio (Merck) e &cido fosforico
(Merck) foram usados para preparar solucdes
tampdo 0,2mol L%, pH 8,0.

Solugbes estoques foram preparadas
diariamente e utilizadas por um periodo méximo de
duas horas, pela dissolugcdo de NADH e é&cido
ascorbico em solugdo tampé&o. A concentragdo fina
da solucdo estoque foi de 2,32 g Lt paraNADH e
2,04 g L™ parao &cido ascdrbico.

Aguadeionisadae purificadaem um sistema
Milli-Q da Millipore foi utilizada em todos os
procedimentos.

Instrumentagdo

Todas as medidas voltamétricas de onda
quadrada foram realizadas em um analisador
polarogréfico daEG& G Princeton Applied Research
(PAR) modelo 174 A quefoi automatizado pelo uso
deumainterface “Lab made” (12bitsA/D & D/A)
conectado em um microcomputador IBM/PC onde
os dados digitalizados correspondentes as ondas
voltamétricas foram registrados e posteriormente

submetidos aos tratamentos estatisticos. Ascurvas
de onda-quadrada para as amostras foram
registradas nafaixade potencial de—-500mV a1300
mV e apartir destes dados um nimero apropriado
de pontos foi utilizado para compor a matriz para
célculosdePLS.

Foi utilizado um sistema convencional de
trés eletrodos consistindo de um eletrodo de
carbono vitreo como eletrodo de trabalho, um
eletrododeAg/AgCl;  (KCI-3,0mol L*) de
referéncia e um contra-eletrodo de platina
posicionados adequadamente na célula
eletroquimica. Precedendo todas as medidas
voltamétricas, o eletrodo detrabalho foi polido com
aluminaelavado com &guaMilli-Q em abundancia.
Osparametrosotimizados utilizadosparaasandlises
devoltametriade ondaquadradaforam: freqiiéncia
100Hz, amplitude do pulso 55 mV eincremento do
pulsode2mV.

Software

O PLS toolbox, versdo 2.0 (Eigenvector
Technologies, Manson, USA) do software
MATLAB®, versdo 6.0 (The Mathworks, Natik,
USA), fai utilizado parao processamento dos dados.

Conjunto de amostras utilizadas na
Calibrago enaValidagéo

Para fins de calibrag@o, misturas das
amostras sintéticas de acido ascérbico (AA) e
NADH emtampaofosfato 0,2 mol L1 (pH 8,0) foram
utilizadas como padrdes, obtendo um total de 25
solugBes. A faixa de concentragcdo das amostras
variou de 2,32g L*a 1,06 g L para NADH e de
2,04g L1 a0,93gL?!paaoAA. Parafins de
validacdo outras cinco amostras sintéticas com
diferentes concentractes de AA e NADH e nas
mesmas faixas de concentragdo, foram utilizadas.

Resultadosediscussao

Os voltamogramas de onda quadrada para
0 NADH, &cido ascorbico e paraamisturabinaria
NADH eécido ascorbico em meio atampéo fosfato
0,2 mol L (pH 8,0) sdo mostrados nafigural. O
NADH apresentaum pico de oxidagdo em potencial

Ecl. Quim., Séo Paulo, 30(4): 51-58, 2005



de0,62V eum outro pequeno pico em potencia de
1,5 V que ndo mostra alteragbes significativas
guando do aumento da concentragdo de NADH. O
outro composto, 0 acido ascérbico apresenta um
pico de oxidagdo em potencial de 0,38 V neste
sistema. A oxidacgdo eletroquimica do é&cido
ascorbico gerao acido dehidroascorbico, com perda
de dois elétrons. Pode-se observar que a oxidagao
eletroquimica do acido ascérbico, em faixa de
potenciais proximas da oxidacdo do NADH causa
interferéncias nas medidas eletroquimicas. Pela
figura 1 pode-se perceber claramente a
sobreposicéo dos picos de oxidagdo do acido
ascorbico edo primeiro pico de oxidagdo do NADH.
Osprodutos de oxidac&o bloqueiam parcialmente a
superficie do eletrodo, tornando necessaria a
limpezadasuperficie, quefai realizadapor polimento
com alumina antes de cada medida. Utilizando-se
este procedimento osvoltamogramas apresentaram-
se reprodutiveis. O tampéo fosfato de pH 8,0 foi
escolhido porque nestas condi¢cfes observa-se
uma resolucdo um pouco melhor dos picos de
oxidacdo dos compostos sobre o eletrodo de
carbono vitreo sem perda apreciavel de
sensibilidade da resposta para o NADH.

O modelo de calibragéo foi baseado na
utilizac8o dos dados referente ao primeiro pico de
oxidagdo do NADH e do pico de oxidagdo do AA.
Em andlise multivariadaéimportante que tenhamos
somente algum tipo de informag&o dos analitos
presentes e dessaforma, pode-sefazer umaandlise
quantitativa desta mistura com bons resultados
neste meio.

O método dos minimos quadrados parciais
(PLS) usando amostras sintéticas foi construido
com os dados correspondentes aos valores de
corrente medidos em diferentes potenciais do
voltamograma de onda quadrada (variaveis
independentes, x) e os dados de concentragéo
(variaveis dependentes, y). A determinacdo foi
especificaparacadacomposto. Depois de dispostos
naformade matrizes: Matriz X (correspondentesa
dadosdevariaveis, x) eMatriz'Y (correspondentes
adadosdevariavess, y), osdadosforam submetidos
a0 pre-tratamento de centrar na média. Este pre-
tratamento corresponde afazer com que para cada
varidvel seu valor tenha médio zero. Isto é feito,
obtendo-se o0 valor médio para cada variavel e
subtraindo-o de cada um dos termos da variavel
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correspondente. Isto torna os dados mais bem
condicionados para a construcéo do modelo.

O nimero devariaveislatentesfoi escolhido
por validacdo cruzada, sendo utilizadas trés
variaveislatentes paraaconstrucdo domodelo PLS
referente ao &cido ascorbico e quatro varidvels
latentes foram necessérias paraconstruir o modelo
referenteao NADH.

A presenca ou ndo de amostras anémalas
foi verificadapelautilizacdo dos gréficosde residuo
Student (SR) versus “Leverage” mostrados nas
figuras 2 e 3 para o &cido ascorbico e o NADH
respectivamente. A presencade amostras andmalas
€ caracterizada pela presenca simultanea de altos
leverageealtos residuo Student. O gréficoreferente
a0 composto acido ascérbico mostra que todos as
amostras estdo dentro da faixa permitida para os
valores de residuo de Student (2,5) e que também
ndo apresenta nenhuma amostra com valor de
“leverage” maior que que neste caso corresponde
a0,4 . No gréfico referente ao composto NADH
emboraas amostras estejam dentro dafaixadeerro
permitida, umadelas, no entanto apresentaum valor
de“leverage” maior que o valor que neste caso €
de 0,5. Observa-se que esta amostra, no entanto
tém um valor baixo de residuo e portanto uma
andlise mais cuidadosa foi realizada. O modelo
construido com ou sem estaamostrando apresentou
resultados diferentes. Verificou-se que a
correspondente amostra contém um valor de
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E/mV vs. E Ag/ AgClI

Figural. Voltamograma de onda quadrada de @) 1,0 g L
acido ascorbico, b) 1,20 g L* NADH ¢) misturade
2,05 g L*NADH e 1,85 g L &cido ascorbico (AA).
Condigoes: 0,2 mol L tampéo fosfato pH 8,0 frequéncia
100Hz, amplitude do pulso 55 mV e incremento do pulso
de 2 mV.
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concentracdo somente um pouco diferente das
demais e por isso foi conservada no modelo de
calibracdo constituindo-se num dado amais.

ApOs estas andlises, 0 modelo construido
com o nimero necessario de variaveis latentes foi
utilizado paradeterminar NADH e &cido ascérbico
em outras amostras sintéticas.

Os resultados obtidos com 0 modelo PLS e
os valores para erro relativo e RMSEP (erros de
previsdo), calculados segundo a equagdo 7, sdo
mostrados nas tabelas 1 e 2 para NADH e &cido

25
2 O
1.5} @)
1t o @)
@) @)
05r 4 O o o
SR o 5
0 O
e} @
-0.5¢ O OO
AL 9] “
o O ©
15+
O
2 . . .
0 0.1 0.2 0.3 0.4
Leverage

Figura 2. Gréfico de residuo Student (SR) vs. “Leverage’
para o &cido ascorbico.

ascorbico respectivamente.

_ 2
RMSEP — \/z(yreal yprev) (7)

n

onde sd0 os valores reais das concentrages e
sd0 os valores estimados pelo modelo e n é 0
ndmero de amostras.

Pelos resultados apresentados verifica-se
gue existe boa concordancia entre os valores
obtidos pelo modelo de calibraco e os valores

2.5
0
2
15 ©
1 O
SR CQ e}
05 o o° 5
Ne)
0f O
OO ©
0.5 o
¢)
-1 oo O 0
1.5 o) . . . .
0 01 02 03 04 05 06 07

Leverage

Figura 3. Gréfico de residuo Student (SR) vs “ Leverage”
para o NADH.

amostras Valor Real (gL™") PLS (gL™) Erro (%)
1 1,75 1,72 -1,7
2 1,55 1,54 -0,6
3 1,33 1,35 1,5
4 1,16 1,16 0
5 1,24 1,22 -1,6
RMSEP* *1,3

Tabelal. Resultados obtidos com 0 modelo PLS para o composto NADH.
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Amostra Valor Real (g L™) PLS(gL™") Erro %)
1 1,52 1,53 0,7

2 1,40 1,43 2,1
3 1,17 1,16 -0,9
4 1,03 1,01 -1,9

5 0,97 0,95 -2,1
RMSEP* *1,7

Tabela2. Resultados obtidos com 0 modelo PLS para o composto &cido ascorbico.

reais das amostras sintéticas, verificando-se que o
método pode ser utilizado para a determinagéo
simultanea destes compostos em solugéo.

Conclusdes

Este trabalho demonstrou que o emprego
da técnica voltamétrica de onda quadrada em
conjunto com o método quimiométrico PLS
produziu bons resultados para a determinacéo
simultaneade &cido ascorbico e NADH em misturas

sintéticas. A partir destes primeiros experimentos,
pode-se em estudos posteriores empregando
microeletrodos ou ultramicroel etrodos verificar a
possibilidade do monitoramento de NADH invivo,
0 que é de grande importancia em muitas
investigacoes fisiol bgicas.
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R. C. Barthus, L. H. Mazo, R. J. Poppi. Square wave voltammetric simultaneous determination of NADH
and Ascorbic acid using glassy carbon electrode and multivariate calibration.

Abstract: In thiswork, the partial least squares (PLS) method was applied to data obtained by sguare
wave voltammetry for simultaneous determination of ascorbic acid and the b-nicotinamide adenine
dinucleotide co-factor (NADH) in synthetic mixtures. The voltammetric curveswere obtained in 0.2 mol L~
1 phosphate buffer (pH 8.0). From the results it is possible to verify that the PLS method was able to
determine these compounds simultaneously in the choose conditions. The results achieved for these
determination provided amaximum valuefor therelative error of 1.7% for NADH and 2.1% for ascorbic
acid. The proposed methodology is simple and further studies can make it useful for in vivo analysis.

Keywords: NADH; ascorbic acid; square wave voltammetry; partial least square (PLS).

[3] E.J .Eisenberg, K.C. Cundy , Anal.Chem. 63 (1991)

Referéncias

[1] A. SN. Murthy, J. Sharma, Talanta 45 (1998) 951.
[2] K.Tanaka, S. Ikeda, N. Oyama, K. Tokuda, Tohsaka,
Analytical Sciences 9 (1993) 783.

Ecl. Quim., S8o Paulo, 30(4): 51-58, 2005

845.
[4] G Milczarek, A. Ciszewski, Electroanalysis 13 (2001)
164.
[5] W.B. Nowall, W.G. Kuhr, Anal. Chem. 67(1995) 3583.

57



[6] T.N.Rao, I.Yagi,T.Miwa, D.A.Tryk, A. Fujishima, Anal. [8] B.M. Wise, N.B. Gallagher, PLS-Toolbox 2.1 for use
Chem. 71 (1999) 2506. with Matlab, EigenVector Research Inc, W.A Manson,1998.

[7]1 H. Martens, T. Naes, Multivariate Calibration, John
Wiley & Sons, New York 1989 .

58 Ecl. Quim., Sdo Paulo, 30(4): 51-58, 2005





