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GALVAO, Juliana Costa Rolim. Método voltamétrico para quantificagio do 178-
estradiol utilizando um eletrodo de carbono vitreo modificado com
nanoparticulas de Fe,O3 suportadas sobre nanotubos de carbono. 2019. 71 f.
Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
20109.

RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvido um metddo eletroanalitico para a quantificagdo do
horménio 17B-estradiol (E2) em amostras de medicamentos, urina sintética e agua
do lago Igapdé (Londrina-PR). Para isso, utilizou-se como eletrodo de trabalho o
carbono vitreo (GCE) modificado com nanoparticulas de oxido de ferro suportadas
sobre nanotubos de carbono (Fe;O3-CNT/GCE). As técnicas eletroquimicas
utilizadas foram voltametria ciclica (VC) e voltametria de onda quadrada (VOQ). O
E2 apresentou um perfil voltamétrico com apenas um pico de oxidacgéo irreversivel e
bem definido em aproximandamente 0,8 V. A modificagdo do GCE com as
nanoparticulas de Fe»03-CNT proporcionou efeito eletrocatalitico, aumentando
significativamente a intensidade da corrente de pico e diminuindo o potencial de
oxidacdo do E2 quando comparado ao GCE sem modificacdo. A curva analitica
obtida para o E2 apresentou faixa linear de concentracdo entre 5,0 e 100,0 nmol L™
com um limite de deteccdo e quantificacdo de 4,4 nmol L e 14,6 nmol L%,
respectivamente. O método eletroanalitico proposto foi utiizado em estudos de
adicdo e recuperagdo em amostras de agua do lago Ilgap6é e urina sintética
apresentando recuperacdes satisfatorias. Também foram analisadas amostras de
medicamentos contendo E2, os resultados foram concordantes com os obtidos pelo
método comparativo, utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia, a um nivel
de confianca de 95%. O sensor eletroquimico, bem como o método eletroanalitico
desenvolvido sdo uma alternativa simples e rapida para a quantificacdo do E2, além
de apresentarem outras vantagens, como, baixa adsor¢cdo do produto da oxidacgéo
do E2, boa precisao, baixo consumo de reagentes, podendo também ser utilizando
em andlises “in loco”.

Palavras-chave: Desreguladores enddcrinos. Oxido de Ferro. Eletroanalitica.
Horménios. Eletrodo modificado. Voltametria de onda quadrada.



GALVAO, Juliana Costa Rolim. Voltammetric method for quantification of 17-
estradiol using a glass carbon electrode modified with Fe,Os nanoparticles
supported on carbon nanotubes. 2019. 71 p. Dissertation (Master in Chemistry) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

In this work an electroanalytical method was developed for the quantification of the
17B-estradiol (E2) hormone in drugs, synthetic urine and Igap6 lake (Londrina-PR)
water samples. For this, a glass carbon electrode modified with iron oxide
nanoparticles supported on carbon nanotubes (Fe203-NTC / GCE) was used as
working electrode. The electrochemical techniques used were cyclic voltammetry
(VC) and square wave voltammetry (VOQ). E2 presented a voltammetric profile with
a unique irreversible and well defined oxidation peak at around 0.8 V. The
modification of the GCE with the Fe203-CNT nanoparticles provided an
electrocatalytic effect, increasing the peak current intensity and reducing the
oxidation potential of E2 when compared to bare CGE. The analytical curve obtained
for E2 presented a linear concentration range between 5.0 and 100 nmol L with a
detection limit and quantification of 4.4 nmol L™* and 14.6 nmol L, respectively. The
proposed electroanalytical method was used in addition and recovery studies in a
water sample from Lake Igap6 and synthetic urine with satisfactory recoveries. Two
Drugs samples containing E2 were also analyzed, the obtained results were
concordant with those obtained by the comparative method (HPLC) at a confidence
level of 95%. The electrochemical sensor as well as the developed electroanalytical
method is a simple and fast alternative for the quantification of E2 in low
concentrations, besides it has other advantages, such as low adsorption of E2
oxidation product, good precision, low reagent consumption and also can be used for
“in situ” analysis.

Keywords: Estradiol. Iron Oxide, Carbon nanotubes, Glassy carbon, Square wave
voltammetry.
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1. INTRODUCAO

A contaminacdo ambiental € um sério problema conhecido pela
populacdo ha algumas décadas. Porém, nos ultimos anos os chamados
poluentes emergentes tém atraido ainda mais a atencdo por serem agentes
guimicos potencialmente toxicos que estdo presentes no nosso cotidiano. Sao
encontrados em produtos comerciais e farmacéuticos como, por exemplo, 0s
antibiéticos, anestésicos, antilipémicos, meios de contrastes de raios-X, anti-
inflamatérios e os horménios naturais ou sintéticos (SILVA et al., 2011,
AZEVEDO et al., 2013, BRAGA, 2018, FERNANDES, et al., 2012, NIKOLAOU
et al., 2013, BILA, et al., 2003).

Muitos desses poluentes emergentes podem agir como
desreguladores enddécrinos, ou seja, podem alterar as funcbes de biossintese,
transporte, acéo e/ou eliminagcdo de hormoénios naturais do corpo (SILVA et al.,
2011).

Entre os contaminantes considerados como desreguladores
enddcrinos encontram-se 0s hormdénios estrogénios, um grupo de compostos
biologicamente ativos produzidos através da molécula do colesterol e possuem
estruturas moleculares parecidas, sendo predominantemente hormonios
femininos. Entre os horménios naturais estdo a estrona (E1), o 17B-estradiol
(E2) e o estriol (E3) e o hormdnio sintético 17a-etinilestradiol (EE2)
(SIEGENTHALER et al., 2017).

O uso desses hormdnios entre as mulheres na idade adulta vem
crescendo cada vez mais, seja como meétodo contraceptivo, reposicao
hormonal para mulheres no periodo da menopausa ou para mulheres que
estdo sendo submetidas ao tratamento de infertilidade (SPRITZE, 1999, FILHO
et al., 2006).

Com isso, tais hormbnios vém sendo encontrado em
concentragdes significativas em efluentes devido a sua eliminagéo via fezes e
urina e ao descarte inadequado. Além disso, eles permanecem inalterados no

meio ambiente, e nao séo eliminados completamente nas estacbes de
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tratamentos de agua e esgoto, podendo chegar a populacéo pelo consumo da
agua potavel (BILA & DEZOTTI, 2007; KOH et al., 2008; VAJDA et al., 2011).

Neste contexto, o desenvolvimento de métodos analiticos simples
e rapidos para a quantificacdo e monitoramento destes estrogénios se faz
necessario, podendo ser utilizados tanto para analises de controle de qualidade
em amostras de medicamento, quanto para anélises de amostras ambientais e
biolégicas a fim de haver um controle da quantidade de horménios que estdo
sendo descartados.

Os métodos mais comuns utilizados para a determinacdo e
quantificacdo dos hormdénios estrogénios utilizam técnicas instrumentais mais
tradicionais, como a cromatografia, porém, essa técnica usualmente necessita
de um preparo de amostra mais complexo, faz uso de solventes orgéanicos e o
tempo de analise costuma ser longo quando comparado a outras técnicas e,
nao possibilitam a analise “in loco” (CESEN et al., 2017; BILA & DEZOTTI,
2007).

A utilizacdo de técnicas instrumentais mais recentes para
determinar compostos organicos e inorganicos, como as técnicas
eletroanaliticas vém crescendo significativamente, devido ao fato de
apresentarem exatiddo, precisdo e sensibilidade comparaveis as técnicas
cromatograficos. Além disso, apresentam baixo custo relativo, ndo fazem uso
de solventes organicos e exigem curtos tempos de andlise. (DE SOUZA;
MACHADO; AVACA, 2003).

Técnicas como a voltametria de onda quadrada, voltametria de
pulso diferencial e amperometria vém sendo utilizadas em analises de
medicamentos aguas, solos, alimentos e fluidos biolégicos como sangue,
plasma sanguineo e urina (SKOOG, 2009; BATCHELOR-MCAULEY, 2015).

As informacgdes obtidas com o uso de técnicas eletroanaliticas séo
dependentes da superficie eletrodica (eletrodo de trabalho); consequentemente
dependera de dois fatores: o comportamento redox do analito e as correntes
residuais obtidas no intervalo de potencial avaliado. Também se deve

considerar a janela de potencial de trabalho, a condutividade elétrica, a
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reprodutibilidade da superficie, as propriedades mecanicas, o custo de
fabricacéo, a disponibilidade e toxicidade do material utilizado (WANG, 1985).

Portanto, a escolha do material do eletrodo de trabalho é de
grande importancia considerando que as respostas obtidas sao relacionadas as
reacoes redox que ocorrem em sua superficie ou na interface eletrodo-solucéo.
Desta forma, o analito de interesse pode interagir com a superficie eletrodica,
resultando na transferéncia de elétrons. Os eletrodos a base de carbono séo
bastante utilizados tanto na eletroquimica quanto na eletroanalitica. Esses
possuem propriedades mecéanicas bastante interessantes, apresentam faixa
ampla de potencial de trabalho, s&o razoavelmente inertes quimicamente e
mostram facilidade de modificacdo (PECKOVA et. al., 2009).

Existem varios tipos de materiais carbénicos que estdo sendo
utilizados como eletrodos; dentre estes estdo o carbono vitreo (GCE), carbono
pirolitico, pasta de carbono, grafite, diamante dopado com boro, etc. Porém,
muitos destes eletrodos podem apresentar baixa seletividade, baixa
sensibilidade para o método desenvolvido e alta adsor¢cdo dos produtos de
oxidacao do analito, causando a passivacao do eletrodo.

Para contornar tais problemas, o uso de modificadores tem se
tornado uma alternativa bastante vantajosa. Na literatura, sdo encontrados
inumeros trabalhos utilizando eletrodo de carbono modificado com diferentes
materiais, tais como, nanoparticulas metdlicas, nanotubos de carbono, grafeno,
entre outros (KAZICI, 2018, JING et al., 2013, TAO et al., 2014).

Sendo assim, neste trabalho foi desenvolvido um método
eletroanalitico para a quantificacdo de E2 utilizando como eletrodo de trabalho
um eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de Fe203
suportadas sobre nanotubos de carbono (CNT), essa modificacdo foi realizada

a fim de evitar a passivagao do eletrodo e aumentar a sensibilidade do método.
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1.1 17B-ESTRADIOL

Dentre os horménios estrogénios o (178)-estra-1,3,5(10)-triene-
3,17-diol, também conhecido com 17-estradiol (E2) (Figura 1) € um horménio
esterdide natural produzido por todos os mamiferos, nos ovarios e nos
testiculos, é responsavel por muitos processos fisiolégicos, desenvolvimento e
manutencao do sistema reprodutor, ciclo menstrual, metabolismo lipidico sendo
muito importante para manter as funcdes dos tecidos da pele, cérebro e dos
seios (LI, 2015). Para os homens o E2 também possui papel significativo na

estruturacdo dos 0ssos e na espermatogénese (SMAJDOR, 2018).

Figura 1 — Férmula estrutural do E2

Fonte: Préprio autor.

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do E2

MM Sw

(gmol™) (mglL™)
17B-estradiol 272,4 13 3,94 10,7

Adaptado de Silva et al., 2012.

MM: massa molar;

Sw: solubilidade em agua;

Log Kow: logaritmo da constante de particdo octanol/agua;

pKa: produto da constante de acidez

Nome LogKow pKa
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O E2 nas mulheres é responsavel, principalmente, pela fertilidade
feminina (HAO et al., 2011). Os niveis de E2 normalmente variam durante o
ciclo menstrual da mulher, na pré-menopausa estdo na faixa de 15 a 350
pg/mL e diminui para <10 pg/mL no periodo p6s-menopausa (ELMLINGER et
al., 2002).

Sendo assim, todos os seres humanos e animais mamiferos,
excretam o E2 pela urina ou fezes em diferentes quantidades, que variam em
relagdo ao sexo, idade, dieta, gravidez e estado de saude do individuo
(LINTELMANN et al., 2003).

Naturalmente, 0S homens excretam na natureza
aproximadamente 1,6 pg/24 h, as mulheres no periodo menstrual excretam ~
3,5 ng/24 h, esse valor sobe significativamente na gestagcéao ( ~ 259 ug/24h) e
decai na menopausa (~ 2,3 pug/24h) (FILHO et.al., 2006).

Além disso, a ingestdo desse hormdénio como método
contraceptivo e de reposicdo hormonal vem crescendo significativamente a
cada ano e, aliados a excrecao natural fazem com que o E2 esteja cada vez
mais presente no meio ambiente (TSENG et.al., 2015). Sendo que, uma vez
excretados seguem para a rede coletora, e posteriormente, entram em contato
com o meio ambiente, por meio, efluentes in natura ou até mesmo processados
(FILHO et al., 2006).

O E2 é um desruptor endécrino e em niveis alterados no
organismo pode causar uma série de danos e podem estar associados a
enfermidades como, por exemplo, valores acima da normalidade podem causar
a puberdade precoce, cancer de ovario, hipertireoidismo ou cirrose. Baixos
niveis de E2 implicam em menopausa, insuficiencia ovariana, sindrome do
ovario policistico e infertilidade (American Association 2018; SILVA et al.,
2013).

Hu e colaboradoes (2015) relataram em suas pesquisas que
mesmo em baixas concentra¢cdes o E2 pode causar nos seres humanos e em
outras espécies um desequilibrio celular, causando assim diversas alteracdes

patolégicas nos sistemas cardiovascular, imunolégico, reprodutivo e nervoso.
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Estudos também demonstraram que o E2 em concentracdes
menores que 1,0 ng/L! é capaz de induzir a sintese de vitolegenina (uma
proteina especifica feminina) em peixes machos, sendo que o desenvolvimento
de caracteristicas intersexuais e/ou falha no desenvolvimento de caracteristicas
secundarias induzira mudancas na reproducdo destes (RODGERS-GRAY et
al., 2000; YING ET AL., 2002; RACZ e GOEL, 2010; SILVA et al., 2013).

Portanto, o desenvolvimento de métodos analiticos simples, com
baixo custo que permitam a quantificacdo do horménio E2 em concentracdes
muito baixas, (na escala de nmol L), em amostras reais e de preferencia “in
loco”, se faz necessério.

O comportamento e destino dos esterdides no meio ambiente
dependem de suas caracteristicas fisico-quimicas e das propriedades do meio.
A solubilidade em agua (Sw) depende de parametros como: temperatura, forca
ionica, pH e pressdo. De acordo com a Tabela 1, o E2 possui uma baixa
solubilidade em agua (13 mg L1). Além disso, o logaritmo do coeficiente de
particdo octanol/dgua (log Kow) € igual a 3,94, o que indica certa
hidrofobicidade da molécula, que leva a um alto potencial de sor¢cdo sendo
capaz de se bioacumular nos sedimentos e na biota (FILHO et al., 2006,
AURIOL et al., 2006, SILVA et al., 2012).

No Brasil, o tratamento de esgoto esta longe de ser considerado
adequado, principalmente nas regifes norte e nordeste do pais. Ademais, 0s
tratamentos tradicionais de agua e esgoto, ndo sao capazes de remover
completamente tais substancias, hoje classificadas como poluentes
emergentes (JOHNSON et al., 2004; JOSS et al.,, 2004; BILA e DEZOTTI,
2007; COMBALBERT e HERNANDEZ-RAQUET et al 2010; BOVIER et al.,
2018; MA e YATES, 2018).

A resolucdo 430/2011 do CONAMA néo traz um limite maximo E2
gue possa estar presente na agua sem que exista influéncia na vida dos seres
VIVOS.

A Farmacopeia Brasileira preconiza como método oficial para

determinacdo do E2 a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (BRASIL,
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2010). Na literatura sdo encontrados varios trabalhos descrevendo métodos
para a determinacdo do E2, empregando-se GC-MS (CESEN et al.,, 2017;
SONG 2018), CLAE-DAD (MERIB et al.,, 2018), LC-MS (SUN et al., 2018;
DUGHERI 2018), TLC (KUPCOVA et al., 2018), CLAE (WANG e JSENG 2005),
RP-UFLC (MNGUNI et al., 2018).

Na literatura também foram encontrados alguns trabalhos
reportando o uso de algumas técnicas eletroquimicas no desenvolvimento de
métodos eletroanaliticos para a determinacdo do E2. Hu et al. (2002),
desenvolveram um método utilizando um eletrodo de carbono vitreo (GCE)
modificado com Nafion e o surfactante cationico brometo de cetiltrimetilamonio.
Os resultados obtidos na amostra de sangue demonstraram que a corrente de
pico é proporcional a concentracdo de E2 na faixa de 0,025 a 1,5 umol L, e 0
limite de detecc¢éo (LD) obtido foi de 0,001 umol L.

Terui e Tanaka (2006) empregaram um CGE modificado com
nanotubos de carbono de mdltiplas paredes (MWCNT)—-Nafion para deteccéo
do E2. O eletrodo modificado demonstrou um aumento da corrente de pico
anodico para o E2 comparado com o valor obtido usando o GCE sem
modificacdo. Neste trabalho, também foi estudado por VOQ o efeito do tempo
de acumulacdo cujo valor selecionado foi de 5 minutos. A faixa linear de
concentracgédo foi obtida entre 0,25 e 10 umol L* e o LD foi de 0,01 umol L.

Azevedo e colaboradores (2013) construiram um sensor hibrido
para determinacdo de E2 em amostra de agua, utilizando um eletrodo de ouro
modificado incorporando polimeros baseado na N-
feniletilenodiaminometacrilamida combinado com um polimero molecularmente
impresso (MIP). Os resultados obtidos por VC apresentaram uma faixa de
concentracédo linear entre 0,1 e 0,8 umol Lt e um LD de 0,69 pmol L.

Zhang e colaboradores (2014) utilizaram um GCE modificado com
nanoparticulas de ouro (AuNPs) e MIP, para determinar E2 em amostras de
leite. As AuNPs foram eletrodepositadas na superficie do GCE e foram usadas
para aumentar a area de superficie do eletrodo a fim de amplificar o sinal de

corrente. A faixa de concentracédo linear foi de 3,67 x 10™° a 3,67 x 10 umol L*
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e o LD de 4,69 x 107° umol L. A taxa de recuperagdo de E2 nas amostras de
leite variaram entre 84,7 e 102,9%.

Os autores Lahcen et al. (2017) relataram a sintese,
caracterizacdo e o0 estudo eletroquimico de um polimero magnético
molecularmente impresso (Fesz04-MIP) sob um eletrodo de pasta de carbono
(CPE) para a determinacdo do E2 em amostras de agua de rio. A corrente do
pico de oxidacao foi linearmente relacionada a concentracéo do E2 na faixa de
0,05 a 10,0 umol L1, com um LD de 20,0 nmol L.

Ozcan e Topcuogullari (2017) empregaram um CPE modificado
com um nanocompésito de nanoparticulas de ouro e grafeno para a
determinacdo de E2 em amostras de leite e medicamentos. O nanocompdsito
aumentou a area de superficie efetiva do eletrodo, melhorando assim a sua
resposta. A curva analitica foi obtida em uma faixa linear de concentracdo entre
0,1 € 5,0 pmol L e um LD de 0,0074 umol L. O desvio padréo relativo (RSD)
de dez medidas foi de 2,89% e a recuperacédo do E2 em amostras reais de leite
e farmacéuticas foi de 106,62 e 110,36%, respectivamente.

Braga e colaboradores (2018) construiram um sensor
eletroquimico utilizando 6xido de grafeno reduzido e MIP sobre um CPE, para
determinar E2 em amostras de agua de rio. O tampdao fosfato pH 7,0 foi
utilizado com eletrolito suporte e o E2 apresentou um pico de oxidacdo em,
aproximadamente, +0,55 V. A faixa linear de concentracdo foi de 0,16 a 15
pumol L't com um LD de 0,027 umol L.

Antoniazzi et al. (2018), empregaram um CPE modificado com
oxido de cobre (Il), para a determinacdo de E2 em amostras de urina e soro de
leite utilizando a VOQ. O pico de oxidacdo do E2 foi observado em
aproximadamente 0,58 V usando tampdo BR em pH 8,0 como eletrolito
suporte. O LD obtido foi de 21,0 nmol L* com faixa linear de concentracédo de
60,0 a 800,0 nmol L1,

Smajdor e colaboradores (2018) propuseram um método
voltamétrico para determinagdo do E2 utilizando um GCE modificado de negro

de fumo. A curva analitica foi linear na faixa de concentracdo de 0,15 a 3,5
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umol L. O método proposto foi utilizado nos estudos de adi¢édo e recuperagéo
em amostras de comprimidos e em gel contendo E2, obtendo-se recuperacoes
entre 99 e 106%.

A maioria dos estudos supracitados fez o uso de eletrodos
modificados, alguns apresentam um preparo e modificacdo do eletrodo de
trabalho bastante trabalhoso, demorado e com materiais de custos
relativamente altos, outros utilizaram modificadores mais simples e com
preparo mais rapido, porém nao alcancaram LDs muito baixos. Portanto, o uso
de novos materiais, com modificacbes mais rapidas e que proporcionem ao

método a deteccdo de menores concentracdes se torna interessante.

1.2 ELETRODOS MODIFICADOS

O termo eletrodo quimicamente modificado (EQM), foi utilizado
primeiramente por Murray e colaboradores, na década de 70. O objetivo da
modificacdo era pré estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da
interface eletrodo-solucdo, a fim de alterar a seletividade e a reatividade do
eletrodo (MURRAY et al., 1988, PEREIRA et al., 2002, RIBEIRO, 2009).

Nas Ultimas décadas o uso de eletrodos modificados para o
desenvolvimento de métodos eletroanaliticos vem crescendo
significativamente, trazendo assim, a necessidade do desenvolvimento de
novos materiais para serem utilizados. Essas modificacbes, em geral, trazem
algumas vantagens como, efeito eletrocatalitico, uma baixa adsor¢cao do
analito, ou do produto gerado na reacdo de oxidacdo ou reducdo, e um
aumento da seletividade e sensibilidade do método.

Um eletrodo modificado compde-se de duas partes, a parte que é
denominada como eletrodo base e a outra € a camada do modificador quimico,
o eletrodo base deve conter caracteristicas eletroquimicas adequadas e ser
apropriado para o método escolhido para a imobilizacdo do material
modificante (RIBEIRO, 2009). Dentre os eletrodos de trabalhos mais utilizados
estdo o GC (SMAJADOR et al., 2018), ouro (AZEVEDO et al., 2013), pasta de
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carbono (BRAGA et al., 2018), platina (PEREIRA et al., 2002) e diamante
dopado com boro (BROCENSCHI et al 2014).

Entre os novos materiais utilizados para a modificacdo desses
substratos estdo os 6xidos metalicos como, por exemplo, o 6xido de Ferro (ll1)
(Fe203). Os oxidos de ferros sdo compostos encontrados na natureza e podem
ser produzidos em laboratério com grande facilidade.

O Fe20s3 (Figura 2), na fase a, € a ultima etapa na transformacao
de outros 6xidos de ferro, esta fase € usada em varias areas devido a sua alta
resisténcia a corrosdo e seu baixo custo (LEAO NETO, 2015). E estavel em
meio aquoso em pH > 3 (SOUZA, 2011, RADHAKRISHAN et al.,, 2014,
HARRAZ et al.,, 2016). Além disso, o Fe203 possui propriedades cataliticas
importantes nas reacdes de oxidacado devido a alta mobilidade de ions oxigénio

em sua superficie.

Figura 2 — Representacdo da estrutura cristalina do Fe203. Os atomos de
ferro e oxigénio estdo representados pelas cores vermelho e preto

respectivamente.

Fonte: SOUZA, 2011.
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A literatura reporta varios trabalhos utilizando o Fe203 para a
modificacdo de eletrodos. Suresh e colaboradores (2013) relataram uma
sintese de nanoparticulas de Fe203 utilizando o método hidrotermal. As
nanoparticulas sintetizadas foram utilizadas na modificacdo do GCE para
deteccdo de pirocatecol em solucdo tampéo fosfato pH 7,4 por VC e
cronoamperometria. O eletrodo modificado apresentou maior intensidade de
corrente de pico quando comparado ao GCE sem modificacdo, esse efeito
eletrocatalitico foi atribuido ao aumento da area superficial devido aa
modificacao.

Harraz et al. (2016), sintetizaram um nanocompdsito de a-
Fe20zs/polianilina reticulada, através de um processo simultaneo de gelificacao
e polimerizacdo. O nanocomposito foi utilizado para modificar um eletrodo de
carbono vitreo para deteccdo eletroquimica de hidrazina. Singh e
colaboradores (2016) sintetizaram nanoparticulas de Fe20s3 utilizando o método
de coprecipitacdo via tratamento térmico, utilizando cloreto ferro. As
nanoparticulas foram utilizadas para modificar um GCE para deteccdo de

acetaminofeno.

1.2.1 NANOTUBOS DE CARBONO (CNTSs)

Os CNTs vém sendo utilizado em diversas aplicacdes nas areas
da quimica e fisica dos materiais, possuem propriedades singulares como alta
condutividade térmica e elétrica, propriedades oticas, alta resisténcia mecanica
e alta area eletroativa (MERKOCI et al., 2005).

Os CNTs séo estruturas cilindricas de carbono formadas pelo
enrolamento de folhas de grafite, e possuem diametro de poucos nanémetros e
comprimento da ordem de microns (AJAYAN, 1999, FERREIRA, 2003;
PEREIRA, 2002).

As propriedades tao caracteristicas dos CNTs estao interligadas a
combinacdo de sua dimensionalidade, estrutura e topologia, isto se deve a

composicdo béasica do reticulo cristalino dos nanotubos com ligaces
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covalentes C-C como nas camadas de grafite. Portanto, nos nanotubos de
carbono, o carbono também se encontra com hibridizacdo sp? (FERREIRA,
2003).

Existem dois tipos de CNTs, os Singlewalled Carbon Nanotubes
(SWCNTSs) ou no portugués os Nanotubos de Parede Simples e os Multiwalled
Carbon Nanotubes (MWCNTSs) ou no portugués Nanotubos de Paredes
Multiplas (WILDGOOSE et al., 2006) . As propriedades eletrénicas de ambos
sdo bastante semelhantes, pois a juncdo entre os cilindros é fraca. Através da
estrutura eletrdnica quase uni-dimensional, o transporte eletrébnico dos
SWCNTs e dos MWCNTs se da ao longo da superficie dos nanotubos
(ZAPOROTSKOVA et al., 2016).

Os CNTs sao utilizados como fonte de elétrons para display de
tela plana, estocagem de géas, suporte para catalisadores, pontas para
microscépios de sonda, na obtencdo de membranas para filtragdo molecular,
resistores quanticos e sensores (HUCZKO, 2002).

Na area da eletroquimica os CNTs estdo sendo amplamente
utilizados, principalmente, no desenvolvimento de sensores eletroquimicos e
métodos eletroanaliticos para a determinacdo de diferentes substancias. Os
CNTs apresentam alta condutividade elétrica, sdo quimicamente inertes em
solucBes eletroliticas e apresentam grande &rea eletroativa e janela de
potencial operacional (GOODING, 2005; GAO et al.; 2012, BALA et al.; 2019,
KHOSHNEVISAN et al.; 2019.

Dentro deste contexto, a unido das propriedades do Fe20O3 com as
dos MWCNTs podem proporcionar um material nanoestruturado bastante
interessante para o desenvolvimento do sensor eletroquimico. Durante o
processo de sintese as nanoparticulas de Fe203 foram suportadas sobre os
MWCNTSs,este material foi uitizado na modificacdo do GCE, o qual foi utilizado
no desenvolvimento do método eletroanalitico para a quantificacéo de E2.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um sensor eletroquimico a partir da modificacdo de
um GCE com nanoparticulas de Fe2O3 suportadas sobre nanotubos de carbono
(Fe203-CNT), e desenvolver um procedimento eletroanalitico para a
quantificacdo do horménio E2 empregando a técnica voltamétrica de onda

quadrada.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estudar o comportamento eletroquimico do sensor desenvolvido
frente ao hormonio E2.

Comparar o perfil voltamétrico obtido por VC e VOQ para o E2
com o Fe203.CNT/GCE, GCE modificado apenas com CNTs e GCE sem
modificacao.

Otimizar os parametros da VOQ para o desenvolvimento do
método eletroanalitico.

Utilizar o método desenvolvido na quantificacdo do E2 em
amostras de medicamentos;

Utilizar o método de adicdo e recuperacdo de E2 em amostras de
agua do lago Igap6 (Londrina - PR) e urina sintética para avaliar o efeito de
matriz.

Avaliar a exatiddo do método eletroanalitico proposto utilizando

um método de referéncia.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau
analitico e as solugbes foram preparadas utilizando agua ultrapura com
resistividade = 18,2 MQ cm, proveniente de um sistema Milli-Q (Millipore®).

Os &cidos borico (99,5%), fosforico (85,0%), acético (99,9%),
cloridrico e darico (99,8%), bem como sulfato de sdédio (99,0%), fosfato
monopotassico (99,0%), fosfato trissddico e dissddico, cloreto de sodio
(99,0%), cloreto de calcio hidratado, hidroxido de sodio (98,0%), alcool
isopropilico (99,5%) foram obtidos da Sigma-Aldrich e da Merck.

Os medicamentos, de diferentes marcas, contendo E2 na
dosagem de 1,0 e 2,0 mg/comprimido foram adquiridas em uma farmécia local,
na cidade de Londrina, estado do Parana, Brasil.

Solucdes de tampdo Britton-Robinson 0,04 mol L (BR), tampé&o
fosfato 0,01 mol L e solugBes de cloreto de potassio 0,1 mol L (KCI) foram
utilizadas no estudo do eletrdlito suporte. A solucdao de tampdo BR foi
preparada pela dissolugcdo de 0,494 g de acido boérico, 0,45 mL de acido
fosforico e 0,457 mL de acido acético, em um baldo volumétrico de 200 mL cujo
volume foi completado com agua ultrapura. Para o ajuste do pH da solucéo
tampéao BR foi adicionado NaOH 2,0 mol L .

A solucdo tampédo fosfato foi preparada pela dissolucdo de
2,355 g de fosfato monopotéassio e 3,925 g de fosfato dissodico. A solucdo de
cloreto de potassio 0,1 mol L foi preparada a partir de 1,882 g de KCI 99 %
(m/m) em um baldo volumétrico de 250 mL que foi completado com agua
ultrapura. Para o ajuste de pH foi adicionado NaOH 2,0 mol L? e HCI
1,0 mol L. A solucéo de KCI pH 7 foi escolhida como eletrdlito suporte para a
determinacao de E2.

Solucdo estoque de E2 foi preparada na concentracdo de
0,1 mol L! pela dissolucéo de 0,0272 g em etanol, em um eppendorf de 1,0 mL

e, posteriormente, foram realizadas as diluicdes necessarias.
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A solucao de lactose, estearato de magnésio, ureia e acido urico
foram preparadas na concentracdo de 0,1 mol L*? pela diluicdo de 0,0360,
0,0591, 0,0600 e 0,0168 g respectivamente em etanol, em um eppendorf de 1,0
mL e, foram realizadas as diluicbes necessarias.

A solucdo de urina sintética foi preparada pela dissolucdo de
0,110 g de CaCl2.2H20; 0,296 g de NaCl; 0,225 g de Na2SO4; 0,140 g de
KH2PO4; 0,160 g de NH4Cl e 2,5 g de ureia em um baldo volumétrico de 100
mL completado com agua ultrapura conforme descrito por Laube et al (2001).

Todas as vidrarias usadas passaram por um procedimento de
limpeza com HNO3 10 % v/v e posterior lavagem com agua ultrapura a fim de

eliminar a presenca de residuos que pudessem interferir nas medidas.

3.2 EQUIPAMENTOS

As pesagens foram realizadas utilizando uma balanca analitica
Marte/Shimadzu modelo AY220 com preciséo de = 0,01 mg.

As medidas de pH das solucbes foram feitas utilizando um
pHmetro AZ86505 Bench Top Water. O banho de ultrassom utilizado foi um
QUIMIS ® modelo Q33502.

Para as medidas voltamétricas foi utilizado um potenciostato
PalmSens 2 interfaciado a um microcomputador sendo gerenciado pelo
software PStrace 5.3. Foi utilizada uma célula eletroquimica de vidro com
encaixe para trés eletrodos: o eletrodo de trabalho, GCE, NTC/GCE ou
Fe203NTC/GCE, o eletrodo de referéncia Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L) e o eletrodo
auxiliar um fio de platina.

Para as medidas de MEV foi utilizado um microscépio eletrénico
de varredura modelo FEI Quanta 200, com resolugéo de 5 ym.

As medidas cromatograficas foram realizadas em um
cromatoégrafo Shimadzu LC-20AD/T LPGE KIT acoplado a um detector de
arranjo de diodos (Téquio, Japao) e uma coluna C18 (Phenomenex — 250 mm X

4,5 mm) com tamanho de particulas de 5 pum.
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3.3 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE FERRO
SUPORTADAS SOBRE NANOTUBOS DE CARBONO E PREPARO DO
SENSOR ELETROQUIMICO

A sintese das nanoparticulas de Fe20s3 suportadas sobre
nanotubos de carbono de paredes multiplas (Fe203-CNT) foi realizada pelo
aluno de doutorado Vanildo Souza Le&do Neto no laboratério LEMA coordenado
por Luiz Henrique Dall’Antonia, a sintese foi realizada por um processo
chamado Purpose Built Materials (material construido com proposito) (LEAO
NETO 2015).

Para essa sintese foram utilizados 3,0 mg mL* de CNT e 3,0 g de
Fe20s, em seguida, foram adicionados 6,0 g de NaNOs e 0,45 g de PVP
(Polyvinylpyrrolidone) e o volume foi completado com 80 mL de agua
deionizada, a solucéo foi mantida sob agitacéo por 30 minutos. Em seguida foi
selada em uma autoclave a 160 °C por 12 horas, o produto foi filtrado e lavado
com etanol e agua. Posteriormente, o produto foi seco a 80 °C em uma estufa
durante 12 horas, seguida de uma calcinacdo em forno mufla por 3 horas a
600 °C para a formacdo do 6xido metélico.

Duas suspensdes contento Fe203-CNT nas concentracdes de 1,0
mg mL! e 2,0 mg mL?! foram preparadas, as suspensfes também foi
adicionado o DHP (Dihexadecilhidrogenofosfato) na concentragdo de 1,0 mg
mL-! para as duas suspensodes, o solvente utilizado foi a agua ultrapura. O DHP
€ um surfactante que ao dissipar-se em agua por agitacdo ultrassénica nas
concentracfes ideais, produz um filme estavel na superficie do eletrodo
(JANEGITZ et. al. 2011). As duas suspenstes foram homogeneizadas durante
2 horas em banho ultrassom e por 1 hora em agitacdo magnética.
Posteriormente ao uso, foram armazenadas em geladeira a + 4°C.

Para o eletrodo modificado apenas com CNT foi preparada uma
suspensdo na concentracdo de 1,0 mg mL* de CNT, para a homogeneizacédo
da suspensao foi utiizado o mesmo procedimento descrito acima para as

suspensdes de Fe203-CNT.
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Precedendo a modificacdo do CGE, foi necessario submeté-lo a
um procedimento de limpeza, no qual foi realizado um polimento com uma
suspensao de alumina 3,0 um, apos lavagem, foi realizado um segundo
polimento com uma lixa de baixa granulometria e 4gua. Em seguida, o eletrodo
foi sonicado em banho ultrassom em 2-propanol por 5 minutos e em agua
purificada pelo mesmo tempo.

O condicionamento do eletrodo foi concluido com o tratamento
eletroquimico, utilizando a VC na qual foram realizadas a 50 varreduras em
uma faixa de potencial de -0,5V a -1,2 V, e velocidade de varredura de 100 mV
s, H2SO4 0,01 mol L-*foi utilizado como eletroélito suporte.

Em seguida, com o auxilio de uma micropipeta gotejou-se sobre o
GCE 6,0 pL da suspenséo de Fe203-CNT. Deixando um intervalo de no minimo
2 horas para completa secagem do solvente a temperatura ambiente. Na
Figura 3 é apresentado um esquema do preparo da suspensao e modificacdo
do GCE com Fe20sCNT.

Figura 3 — Esquema do preparo da suspensao e modificacdo do GCE com
Fe203-NTC.

- 6.0 puL
. Suspensdo
(agitacd@o e sonicacdo \
Por duas horas) . N
Vs < D]
Secagem a temperatura |
ambiente por 2 horas

1,0 mg Fe,O;

(or 2,0 mg Fe,0,)
1,0 mg DHP

1,0 mL de H,0

Fe,0,-NTC/GCE

Fonte: Préprio autor.
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3.4 DESENVOLVIMENTO DO METODO ELETROANALITICO

Para estudos preliminares do comportamento eletroquimico do
horménio E2 na superficie do GCE foram utilizadas as técnicas VC e VOQ.
Para o desenvolvimento do método eletroanalitico foi utilizada a técnica de
VOQ, os parametros experimentais como: frequéncia de aplicacdo de pulsos
de potencial (f), amplitude de pulso de potencial (a) e o incremento de
varredura de potencial (AEs) foram avaliados. As faixas de valores estudados
foram: 10 st a 100 s, 10 mV a 150 mV e 1,0 mV a 12 mV, para a f, a e AEs,
respectivamente.

Para a construcdo da curva analitica foram feitas adi¢cdes
sucessivas da solucao padrdo de E2 na célula eletroquimica, contendo 20 mL
solucdo de KCI 0,1 mol L (pH 7,0) (10% etanol v/v). Voltamogramas de onda
quadrada foram obtidos apds cada adi¢do da solucdo padrdo. A curva analitica
foi realizada em triplicata.

O estudo de repetibilidade intra-dias foi realizado empregando
solugcbes de E2 em duas concentracbes diferentes, foram realizadas 10
medidas sucessivas no mesmo dia e para o estudo repetibilidade entre-dias
foram realizadas 5 medidas em 5 dias diferentes e fazendo uma nova
modificacdo no GCE.

O LD e o LQ foram calculados de acordo com as equacdes
indicadas pela IUPAC:

LD =3,3 x a/m (Eq. 1)
LQ =10 x o/m (Eq. 2)

No qual, o é desvio padrdo de dez medidas da solu¢cao do branco
dividido por m que é o coeficiente angular da curva analitica (LONG;
WINEFORDNER, 1983).

O estudo de possiveis interferentes foi realizado nas condicfes
experimentais estabelecidas no desenvolvimento do método eletroanalitico. As

medidas voltamétricas foram realizadas adicionando o E2 e o0 possivel
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interferente na proporcédo de 1:10, respectivamente. Também foram realizados
estudos com a mistura das substancias encontrados nas amostras de
medicamentos e na amostra de urina. Os resultados de corrente de pico
obtidos foram comparados com aqueles obtidos utilizando-se apenas a solucéo
padrdo do E2. As substancias avaliadas como interferentes foram acido arico

(AU), lactose (LAC), ureia (U) e estearato de magnésio.

3.5 METODO COMPARATIVO PARA QUANTIFICACAO DO E2

O método comparativo utilizado foi a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com deteccdo UV-vis. O procedimento descrito por Yilmaz et
al. (2017) com algumas modificac¢des foi utilizado para a quantificacéo do E2.

Uma coluna cromatografica C18 foi utilizada como fase
estacionaria e como fase mével foi utilizado uma mistura de metanol:agua
(70:30, v/v) com eluicdo no modo isocratico, vazédo de 1,0 mL mint e volume
de injecdo de 20,0 pL. O comprimento de onda selecionados no detector UV-
vis foi de 220 nm.

3.6 PREPARO DE AMOSTRA

A amostra de agua do lago Igap6 (Londrina/PR) foram coletadas
em um frasco de plastico limpo e transparente e foram armazenadas em
geladeira a aproximadamente 4°C. Posteriormente a amostra foi filtrada em
papel de filtro e utilizada no preparo da solugédo de KCI 0,1 mol Lt (pH 7,00),
utilizada posteriormente, como eletrdlito suporte.

Os experimentos foram feitos em triplicata, foram adicionadas
aliquotas da solugédo padrdo de E2 a amostra. A partir dos sinais de corrente
obtidos, foi possivel realizar os testes de adigéo e recuperagao.

O preparo da amostra de urina sintética foi realizado conforme
descrito por Laube et al (2001), foram pesados 0,110 g de CaCl2.2H20; 0,296 g
de NaCl; 0,225 g de Na2S0s4; 0,140 g de KH2POg4; 0,160 g de NH4Cl e 2,5 g de

ureia, os quais foram dissolvidos em um baldo volumétrico de 100 mL
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completado com agua ultrapura. Posteriormente, foi adicionado a célula
eletroquimica 1000,0 pL da urina sintética juntamente com o KCI 0,1 mol L pH
7,0 (10% etanol v/v), seguida da adi¢do de aliquotas da solucao padrédo de E2.
A partir dos sinais de corrente obtidos, foi possivel realizar os testes de adicao
e recuperacao.

No preparo das amostras de medicamentos, marcas A e B, 10
comprimidos foram pesados e macerados em um graal com auxilio de um
pistilo até a formacdo de um pé fino e homogéneo. A massa correspondente a
1 comprimido foi pesada e transferida para um baldo volumétrico de 5 mL
contendo etanol, diluicbes necessérias foram realizadas a partir desta solucao.

Em seguida, aliquotas da amostra A ou B, foram transferidas para
a célula eletroquimica contendo 20,0 mL do eletrdlito suporte, KCI 0,1 mol L.
O método de adi¢édo de padrao foi utilizado para a determinacgéo do E2.

Para as medidas utilizando-se a CLAE, foram pesados 10
comprimidos dos medicamentos marcas A e B, macerados e pesado a massa
correspondente a 1 comprimido. Posteriormente, foram diluidos para 10,0 mL
com a fase moével (metanol:adgua) e foram filtradas previamente as injecdes.
Apoés o preparo das solugdes, um volume de 20,0 pL foi injetado na coluna
cromatografica para a separacdo dos analitos e posterior deteccdo UV-vis em
220 nm.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO E2 UTILIZANDO O SENSOR
Fe20sCNT/GCE

O comportamento voltamétrico do E2 foi estudado utilizando VC e
VOQ em solucéo de KCI 0,1 mol L (pH 7,0) (10% etanol v/v), foi realizada uma
comparacao dos voltamogramas obtidos com o GCE sem modificacdo, e
modificado com as nanoparticulas de Fe203-CNT e DHP na proporc¢éo de 1,0 e
2,0 mg mL2.



34

Na Figura 4 (A) sdo apresentados os voltamogramas ciclicos
obtidos. Observou-se apenas um Unico pico de corrente anddica em,
aproximadamente, 0,8 V, ou seja, ocorre apenas um processo de oxidacéo
para o E2 e ndo ha pico no sentido inverso de varredura (reducao), na faixa de
potencial estudada, o que indica um processo irreversivel, este resultado esta
de acordo com os reportados na literatura (SMAJADOR et al., 2017, BRAGA et
al.,2018, ANTONIAZZI et al., 2017, OZCAN e TOPCUOGULLARI 2017,
LAHCEN et al., 2017, ZHANG et al., 2014, AZEVEDO et al., 2013, TERUI e
TANAKA 2006, HU et al 2002).

O GCE sem modificagdo apresentou menor intensidade de
corrente de pico (Al = 0,324 pA) quando comparado as obtidas com Fe20s-
CNT/GCE na concentracdo de 1,0 e 2,0 mg mL?, Al = 0,609 e 0,508 A,
respectivamente. Para complementar os dados obtidos com a VC, também
foram realizadas medidas utilizando a técnica de VOQ (Figura 4(b)). Observou-
se que o Fe203-CNT/GCE modificado na concentracédo de 1,0 mg mL! também
apresentou maior intensidade de corrente. Além disso, pela VOQ foi possivel
observar um pequeno deslocamento de potencial para valores menos positivos,

demonstrando o efeito eletrocatalitico do material utilizado.
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Figura 4 - (a) Voltamogramas ciclicos obtidos com (—) GCE sem
modificacdo; Fe203-CNT/GCE (—) 1,0 mg mL %; (—) 2,0 mg mLt e (—)
Branco; v = 100 mV s. (B) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com
(—) GCE sem modificagdo; Fe20O3-CNT/GCE (—) 1,0 mg mL?; (—) 2,0 mg
mL* e (—) Branco. Parametros da VOQ: f = 60 s?, a = 40 mV, AEs = 6mV,

ambos em solucédo de KCI 0,1 mol L contendo E2 10,0 umol L.
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A fim de avaliar o processo de adsorcao do produto de oxidacéo
do E2 na superficie do eletrodo, foram realizados estudos nos quais foram
feitas 15 medidas consecutivas utilizando o GCE sem modificagdo, GCE-CNT e
0 Fe203-CNT/GCE em solugéo de E2 na concentracdo de 10,0 pmol L't em KCI
0,1 mol L (10% etanol v/v). Os voltamogramas obtidos estdo apresentados na
Figura 5.

Na Figura 5 (a) pode-se observar que houve uma diminuicao
bastante significativa da intensidade de corrente de pico apés as 15 medidas
consecutivas, o valor da corrente de pico da primeira medida foi de 0,726 pA e
da dltima (152 medida) foi de 0,023 pA (Ultima medida), apresentando um
desvio padréo relativo (DPR) de 70,9%.
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Figura 5 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos com (a) GCE sem
modificacao, (b) GCE-CNT e (c) Fe203-CNT/GCE- em solucéo de KCI 0,1 mol
Lt contendo E2 10,0 umol L. Parametros da VOQ: f = 60 s, a = 40 mV,
AEs = 6mV.
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Além disso, observou-se também um deslocamento do potencial
de pico para valores mais positivos com o numero de medidas. Esses
resultados indicam que esta ocorrendo uma passivacdo na superficie do GCE

dificultando a interacdo deste com o0 E2 e consequentemente sua oxidagao. O
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mesmo comportamento foi observado com o CNT-GCE (Figura 5(b)), o DPR
obtido para as medidas de intensidade de corrente de pico foi de 26,3%. Essa
adsorcdo em ambos os eletrodos inviabilizam o desenvolvimento de métodos
eletroanaliticos devido a falta de precisdo entre as medidas.

Por outro lado, os resultados nesse estudo para o Fe20s-
CNT/GCE obtidos foram bastante diferentes, o DPR obtido com as 15 medidas
foi de 3,7%, indicando que ndo h& passivacdo da superficie do eletrodo,
justificando assim a utilizagcdo do Fe203-CNT na modificacdo do GCE e

desenvolvimento deste sensor eletroquimico para quantificacdo do E2.

4.2 CARACTERIZACAAO MORFOLOGICA DO Fe203-CNT/GCE POR
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Para a caracterizacdo morfoldgica da superficie do GCE e do
Fe203-CNT/GCE utilizou-se a técnica de MEV. Na Figura 6 sdo apresentadas
as imagens obtidas para o GCE (a) e Fe203-CNT/GCE (b).

Observou-se que a modificacdo da superficie foi bastante
homogénea, com um recobrimento total da superficie do GCE e que os CNTs
estdo totalmente recobertas pelas particulas de Fe20s.
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Figura 6 — Micrografias eletronicas de varredura obtidas para (a) GCE sem

modificacdo e (b) modificado com Fe203-CNT..

4.3 ELETROLITO SUPORTE E EFEITO DE PH

O eletrdlito suporte e pH sao variaveis que influenciam
diretamente a resposta eletroquimica obtidas para o analito. Assim, diferentes
eletrdlitos suportes foram avaliados. Os voltamogramas obtidos para o Fe20s-
CNT/GCE em KCI, tampéao fosfato e o tamp&o BR contendo E2 10,0 pmol L*
estdo apresentados na Figura 7.

O eletrdlito suporte que apresentou melhor definicho e maior
intensidade de corrente de pico de oxidacédo do E2 foi o KCI 0,1 mol L (10 %
etanol v/v) pH 7,0. Os valores de intensidade de pico obtidos para KCI, tamp&o
fosfato e o tampé&o BR foram 0,56, 0,43 e 0,38 YA respectivamente. Porém, o
potencial de pico de oxidacdo obtido para o E2 no KCI foi maior do que os
obtidos com os outros eletrdlitos suporte, esse efeito pode estar relacionado
com os diferentes ions presentes no eletrélito e como esses se adsorvem a
superficie do eletrodo de trabalho, influenciando no carreamento da dupla
camada elétrica e na interacao do analito com o eletrodo.
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Figura 7 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes eletrélitos: (—)
tampéo BR pH 7;0; (—) tampéo fosfato pH 7,0; (—); KCI 0,1 mol L* pH 7,0
contendo E2 10,0 umol L'* empregando-se o Fe203-CNT/GCE; v =100 mV s,
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O efeito da concentracdo hidrogeniénica do meio (pH) também foi
estudado. Voltamogramas ciclicos foram obtidos utilizando o Fe203-CNT/GCE
em solucdo de KCI 0,1 mol L (10 % etanol v/v) em diferentes valores de pH (2,
0 — 10,0), contendo E2 10,0 umol L* (Figura 8).

Ao analisar os voltamogramas observou-se que com 0 aumento
da concentracdo hidrogeniénica, ha um deslocamento para potenciais menos
positivos, 0 que € um comportamento caracteristico para a oxidacdo de
compostos fendlicos de acordo com Vega et al. 2007.

Para valores de pH acima de pH 10,0, a oxidacdo das espécies
torna-se cineticamente menos favoraveis, com isso pode ocorrer & adsorgéo do
analito na superficie do eletrodo com mais facilidade e mais intensamente
(FELIX et al., 2007), deste modo para evitar a adsor¢cao do analito na superficie
do eletrodo n&o foram feitas medidas em pH acima de 10,0.

Em pHs 6,0, 7,0 e 8,0 os valores das intensidades de corrente de

pico foram muito parecidos 0,069, 0,072 e 0,064 uA, respectivamente, apesar
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da diferenca entre os pHs 6,0 e 7,0 serem pequenas, o pH 7,0 foi selecionado
para as medidas posteriores, pois este além da melhor definicdo de pico e
maior intensidade de corrente também apresentou melhor repetibilidade entre
as medidas com DPR de 0,65%, para N = 3.

Figura 8 — Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes concentracdes
hidrogenidénicas em KCI 0,1 mol L (10 % etanol v/v) pH 2,0 (—); 4,0 (—);
6,0 (—); 7,0 (—); 8,0 (—) e 10,0 (—) para 10 pmol L de E2 utilizando o
Fe203-CNT/GCE; v =100 mV s™.
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A partir desse estudo também foi possivel obter um grafico de
potencial versus pH (Figura 9) onde é possivel observar um comportamento
linear no intervalo de pH 2,0 — 6,0. O valor do coeficiente angular obtido nesse
intervalo foi de 51 mV pH?, muito pré6ximo ao valor teérico de 59 mV pH?
(comportamento Nernstiano). Indicando um processo eletroquimico que
envolve 0 mesmo numero de protons e elétrons durante a reacdo de oxidacéo
do E2. Este resultado estd de acordo com o trabalho de NGUNDI et al., 2003,

que propde que a oxidacdo do E2 ocorre pela transferéncia de niameros iguais
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de elétrons e prétons, como também é mostrado no mecanismo proposto na

secéo 4.6.

Figura 9 — Relacéo entre o potencial de oxidacao do E2 em diferentes valores
de pH

E/V vs. Ag/AgCI

2 4 6
pH

Na Figura 10 € mostrado um gréafico da distribuicdo das espécies
de E2 de acordo com o pH. Observa-se que o pKa do E2 é de 10,33 em que
este valor representa o ponto de intersec¢cdo das moléculas de E2, ou seja,
neste valor as espécies de E2 estdo 50% protonadas e 50% desprotonadas.

Deste modo, em pH 7,0 a molécula de E2 ainda esta protonada e
a superficie do eletrodo esta carregada negativamente, assim ha uma melhor
interacédo entre a molécula e a superficie do eletrodo, justificando os resultados

obtidos e a escolha do pH 7,0 para as medidas posteriores.
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Figura 10 — Distribuicdo das espécies de E2 de acordo com o pH da solucéo.
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Fonte: https://chemicalize.com/calculation.

4.4 EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA

Voltamogramas ciclicos foram obtidos, em diferentes velocidades
de varredura (10 - 250 mV st), em solugéo de KCI 0,1 mol L (10 % etanol v/v)
pH 7,0 contendo E2 utilizando o Fe203-CNT/GCE, como mostrado na Figura 11
(a).

Observou-se que ha um aumento na intensidade da corrente do
pico a medida que a velocidade de varredura aumenta. O potencial de
oxidacdo do E2 desloca-se para valores mais positivos, caracteristica
intrinseca de processos totalmente irreversiveis (BARD et al 2001; VEGA et al
2007; MARTINEZ et al 2012; GAN et al 2013; SMAJADOR et al 2017).
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Na Figura 10 (b) sdo apresentados os graficos da dependéncia
entre a corrente de pico e a velocidade de varredura e, o grafico inserido é o
logaritmo de Ip pelo logaritimo da v para E2. Como pode ser observada a
corrente de pico varia linearmente com a raiz quadrada da velocidade de
varredura, este comportamento € um indicativo de que a etapa determinante da
velocidade da reacdo do E2 é controlada preferencialmente por difusdo das
espécies a superficie eletrédica (BARD et al 2001; LORIMER et al 2004; FELIX
et al 2007; GAN et al 2013; SJAMADOR et al 2017).

A relagdo entre o logaritmo de Ip também mostrou-se linear nessa
faixa de velocidade de varredura, cuja equagédo obtida foi: log lpe2 = -1,715 +
0,6292 log v; R? = 0,995; o valor do coeficiente angular obtido esta préximo do
valor tedrico (0,50), descrito na literatura, para sistemas controlados
preferencialmente por difusdo das espécies (GOSSER 1993; GARCIA et al
2007; GAN et al 2013; SJAMADOR et al 2017). Confirmando assim que o
processo de transferéncia de carga das moléculas de E2 ocorre por difusdo
das espécies a superficie do Fe203-CNT/GCE.
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Figura 11 — (a) Voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes velocidades de
varredura, a —i: 10 - 250 mV s* em KCI 0,1 mol L* (10 % etanol v/v) pH = 7,0
contendo E2 5,0 pmol L utilizando o Fe203-CNT/GCE. (b) Dependéncia da
corrente de pico pela velocidade de varredura para o E2. O gréfico inserido

corresponde a dependéncia de log, vc log v para o E2 s,
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4.5 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA VOLTAMETRIA DE ONDA
QUADRADA

Para o desenvolvimento do método eletroanalitico € necessério a
otimizacao de parametros experimentais referentes a técnica de VOQ, como a
frequéncia de aplicacdo de pulsos de potencial (f), amplitude de pulso de
potencial (a) e o incremento de varredura de potencial (AEs), pois podem
melhorar de forma substancial a resposta voltamétrica (MURRAY et al.; 1988,
NUWER et al.; 1991, SOUZA et al.; 2003, MEDEIROS, 2007).

A f é uma das variaveis mais importantes na VOQ, pois ela
determina a intensidade dos sinais e pode influenciar diretamente na
sensibilidade do método e, também fornecer informacdes sobre o processo
mecanistico do sistema (MEDEIROS, 2007).
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Na Figura 12 sdo apresentados o0s voltamogramas de onda
quadrada obtidos para o E2 em funcdo da variacdo da f. Observou-se que
houve um aumento na intensidade de corrente de pico até 70 s, apds este
valor ocorre uma pequena diminuicdo nos valores de corrente, e também é
possivel observar uma deformacgéo no pico e um deslocamento para valores de
potenciais mais positivos. A f igual a 60 s apresentou boa definicdo de pico e
maior repetibilidade entre as medidas, sendo selecionada para as medidas

posteriores.

Figura 12 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes valores
de frequéncia de aplicacédo dos pulsos de potencial (10 — 100 s') em solucéo
de KCI 0,1 mol Lt pH 7,0 (10% etanol v/v) contendo E2 5,0 pmol L7
parametros da VOQ: a = 50,0 mV, AE 5,0 mV.
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Em sistemas totalmente irreversiveis o aumento da amplitude
pode deslocar os valores de potencias, provocar mudangas nas larguras de
meia-altura dos voltamogramas e pode causar um aumento da corrente de pico
SOUZA et al.; 2003, MEDEIROS, 2007).
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Os voltamogramas obtidos para diferentes valores de amplitude
para o E2 estdo apresentados na Figura 13, observou-se que para valores de
amplitude até 40 mV a corrente de pico aumenta e acima desse valor a
corrente de pico diminui e ocorre um deslocamento para valores de potencias
menos positivos.

Deste modo o valor de amplitude escolhido para posteriores
medidas foi de 40 mV, por apresentar maior intensidade de corrente e boa

definicdo do pico de corrente.

Figura 13 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes valores
de amplitude de pulso de potencial (10 — 150 mV), em solu¢éao de KCI 0,1 mol
Lt pH 7,0 (10% etanol v/v) contendo E2 5,0 umol L; parametros da VOQ: f =
60 s, AE 5,0 mV.
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O efeito do AEs também foi avaliado, valores altos podem
aumentar o sinal de corrente obtido e, consequentemente, melhorar a
sensibilidade do método, porém maiores incrementos podem acarretar em
alargamentos dos picos e assim a resolugédo pode ser afetada (NUWER et al.;
1991, SOUZA et al.; 2003, MEDEIROS, 2007).
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A Figura 14 mostra os voltamogramas obtidos variando AEs para
0 E2. Observa-se que até o valor de 6 mV a corrente de pico aumenta e em
valores maiores ocorre um decaimento na intensidade do pico. Assim, este
valor de 6 mV foi escolhido para as demais medidas pois apresentou maior

intensidade de corrente.

Figura 14 — Voltamogramas de onda quadrada obtidos em diferentes valores
de incremento de varredura (1 — 12 mV) em solucéo de KCI 0,1 mol L't pH =7
(10% etanol v/v) contendo E2 5,0 umol L1; parametros da VOQ: f=60s?, a =
40 mV,
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46 MECANISMO PROPOSTO PARA REACAO DE OXIDACAO
ELETROQUIMICA DO E2

Por meio dos voltamogramas ciclicos obtido em diferentes
velocidades de varredura (Figura 11) foi possivel determinar o namero de

elétrons envolvidos na reacdo de oxidacdo da molécula de E2 por meio da
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Equacdo 3, desenvolvida para sistemas totalmente irreversiveis (GOSSER,
1993; BARD et al., 2001).

|Ep — Epr2| = 47,7 mV / an (Eq. 3)

Sendo Ep o0 potencial de pico anddico; Ep2 0 potencial relacionado
a metade do valor da corrente para Ep;, a representa o coeficiente de
transferéncia de carga (0,50), valor utilizado para moléculas organicas e, n é o
namero de elétrons. Para o E2 os valores médios de Ep e Ep2 cujas as médias
foram 0,769 e 0,709 V, respectivamente. O valor de n obtido para a oxidacao
do E2 na superficie do Fe203-CNT/GCE foi igual a 1,6 elétrons.

A técnica de VOQ também permite estudar os processos redox
gue ocorrem na superficie do eletrodo de trabalho, e estimar, por exemplo, o
namero de elétrons envolvidos na reagéo.

O numero de elétrons, para processos irreversiveis, pode ser
calculado utilizando a equacao Eq.4. (SOUZA et al.; 2003, MEDEIROS, 2007).

SEp/dlog f = -2.3RT/anF (Eq.4)

Na qual, a é o coeficiente de transferéncia de carga, que para

moléculas organicas segundo a literatura é de 0,5, n é o nimero de elétrons
envolvidos na reacdo do E2 e 8Ep / dlog f € o coeficiente angular obtido da

dependéncia do potencial redox pelo logaritmo das frequéncias de aplicacdo de
pulsos de potencial.

O coeficiente angular obtido para o E2 foi 0,069, aplicando esses
valores na equacdo 4, o niumero de elétrons obtido foi de 1,6. O numero de
elétrons obtidos pelas duas técnicas, préximo a 2 elétrons, sdo concordantes
com 0S mecanismos propostos na literatura para oxidacao eletroquimica do E2.
De acordo NGUNDI et al. (2003), a oxidacao inicial do estradiol produz um

radical fenoxi, este é ainda oxidado a um ion fenoxénio, seguido por uma
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reacao quimica, para formar uma cetona. O mecanismo de reacao de oxidacéo
eletroquimica do E2 de acordo com a literatura esta apresentado na Figura 15.

Comumente, a oxidacdo de moléculas fendlicas ndo dissociadas
envolve a transferéncia de dois elétrons e a oxidagdo de moléculas dissociadas
(fenolatos) envolve apenas um elétron (BROCENSCHI et al 2014).

Figura 15 — Proposta de mecanismo para a reacao de oxidacao eletroquimica
do E2 sobre a superficie do Fe203-CNT/GCE.

CH,

HO

Fonte: Proprio autor, adaptado de (NGUNDI et al., 2003).

4.7 CONSTRUCAO DA CURVA ANALITICA

Apls a otimizagdo dos parametros da VOQ, foram realizados
experimentos para a construcdo da curva analitica, pela adicdo de aliquotas de
uma solucdo contendo E2 em diferentes concentracdes, em uma cela
eletroquimica contendo 20 mL de KCI 0,1 mol L't pH 7,0 (10% etanol v/v). Os
voltamogramas obtidos e a curva analitica sdo apresentados na Figura 16 (a).

Por meio dos sinais obtidos nos voltamogramas foi construida a
curva analitica para o E2 como mostra a Figura 16 (b).

A curva analitica apresentou intervalo linear de concentragéo
entre 5,0 e 100,0 nmol L. A equacdo da regressdo linear obtida esta

apresentada na Eq. 5.

le2/ WA = 0,0072 + 0,4083 [E2 (umol L] (R2=0,998) (Eq. 5)
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Os limites de deteccéo (LD) e quantificacao (LQ) foram 4,39 nmol

Lt e 14,6 nmol L%, respectivamente.

Figura 16 — (a) Voltamogramas de onda quadrada obtidos com Fe203-
CNT/GCE em solucéo de KCI 0,1 mol Lt pH 7,0 (10% etanol v/v) contendo E2
em diferentes concentracfes de E2: (a —j) 0,005; 0,01; 0,03; 0,05; 0,08; 0,10;
0,30; 0,50; 0,80 e 1,0 umol L*; (b) Curva analitica obtida para o E2 no
intervalo de concentracdo 5,0 e 100,0 nmol L (faixa linear). Parametros da
VOQ:f=60st,a=40mV, AES=6 mV. (N = 3).

0,204 °* @ ] o005 (b)
_30:10 i ]
0,15—N0,05 0:04_
EO 10_ 00 O‘fEZ(])ﬁmgvlﬁL'fvs 10 a | <__‘:S_O‘O3_
—_ — ]
0105_ 0,02_
0,001 0,01+
- T T T 0 20 40 60 80 100
0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 [EZ] nmol L_1

E/V vs. Ag/AgCl

Na Tabela 2 sdo apresentadas comparacdes entre os limites de
deteccao e faixa linear de concentracédo obtidos com o método proposto, e com
outros métodos eletroanaliticos descritos na literatura para a determinacédo de
E2.

Braga e colaboradores (2018) e Lahcen e colaboradores (2017)
utilizaram um eletrodo de pasta de carbono modificado com MIP para a
determinacdo de E2, o que requer um longo tempo para a polimerizagcéo
molecular, assim como para a modificacdo do eletrodo.

Smajador e colaboradores (2018) empregaram o GCE modificado

com negro de fumo para determinar E2, utilizando a técnica DPV acoplado ao
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sistema FIA, o método utilizado necessitou de uma pré-concentracao do analito
(5 min), isto aumenta o tempo de andlise e consequentemente a frequéncia
analitica do método.

Azevedo e colaboradores (2013) utilizaram um eletrodo de ouro
modificado com MIP, para determinacdo de E2, empregando a técnica VC,
além do custo relativamente auto do eletrodo de ouro, 0 método necessitou de
um longo tempo de preparo da polimerizagédo e modificag&do deste eletrodo.

Terui e colaboradores (2013), assim como neste trabalho
utilizaram o GCE modificado com CNT e a técnica VOQ, para a determinacao
de E2. Entretanto os autores fizeram uma pré-concentracdo no eletrodo por 5
min, o que diminui a frequéncia analitica e o tempo de preparo do eletrodo foi
relativamente demorado cerca de 10 horas.

Ademais, todos os trabalhos supracitados apresentaram uma
faixa linear de concentracdo e um LD superiores aos valores obtidos neste
trabalho. Dessa forma, o método proposto utilizando um Fe203-CNT/GCE e a
VOQ, mostra-se como alternativa eficaz para a determinacéo rapida do E2 sem
necessidade de pré-concentracao.

O método descrito por Lahcen et al. (2017) apresenta um LD
(0,002 umol L) inferior ao obtido neste trabalho, porém a concentragéo inicial
da faixa linear é 10 vezes maior do que a do método proposto, indicando que
com este método é possivel quantificar concentraces menores quando

comparado a método de Lahcen et al.



Tabela 2 - Parametros analiticos obtidos para a determinacdo do E2 pelo método proposto e por outros trabalhos descritos na

literatura
Intervalo linear de LD
Técnica concentracao N Caracteristicas Analiticas Referéncia
(umol L) (umol =)
Eletrodo de pasta de carbono;
DPAdSV 0,16 — 15 0,027 Polimerizacao molecular __ (BRAGAetal, 2018)
Longo tempo de preparo e modificacao
do eletrodo.
Eletrodo de carbono vitreo (SMAJADOR et al.
DPV-FIA 1-12 0,092 Modificagdo com negro de fumo 2018) ’
Pré-concentracdo do analito (5 min).
Eletrodo de ouro (AZEVEDO et al.
VvC 0,1-0,8 0,689 Longo tempo na preparacéo do eletrodo 2013) ’
Polimerizacdomolecular
Eletrodo de carbono vitreo modificado
VOQ 0,25-1 0,01 com CNT (TERUI et al., 2013)
Pré-concentracéo do eletrodo.
Eletrodo de pasta de carbono
VOQ 0,05 — 10 0,002 Polimerizagcdo molecular (LAHCEN et al.,

Longo tempo de preparo e modificagao
do eletrodo.

2017)




VOQ

0,005-0,1

0,004

Eletrodo de carbono vitreo modificado
com Fe203-CNT

Sem necessidade de tratamento das
amostras

Tempo réapido de andlise

Sem necessidade de pré-concentracao
do analito

Este trabalho
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Também foram realizados estudos de repetibilidade intra-dias e entre-
dias, como descrito na secao 3.4. Os desvios padrdes relativos (DPR) calculados
estdo apresentados na Tabela 3.

Os valores de DPR obtidos mostram que houve uma baixa adsor¢céo do
produto da oxidacdo do E2 na superficie do Fe203-CNT/GCE. Tais resultados
demonstram a boa preciséo e eficiéncia da modificagdo considerando que, como
mostrado anteriormente, com o GCE puro e CNT/GCE essa adsor¢do foi muito

significativa inviabilizando o uso destes para a quantificacdo do E2.

Tabela 3 — Desvios Padrao Relativos obtidos no estudo de repetibilidade intra-dias
e entre-dias para o E2 utilizando o Fe203-CNT/GCE.

E2 (umol L) intra-dias DPR? (%) entre-dias DPRP® (%)
0,01 4.8 8,6
0,05 3,8 5,7

*(n=10); °(n=5)

4.8 QUANTIFICACAO DO E2 EM AMOSTRA DE MEDICAMENTOS, AGUA DO
LAGO IGAPO E URINA SINTETICA UTILIZANDO O METODO PROPOSTO

Para investigar a seletividade do método proposto, algumas
substancias, geralmente, presente nos medicamentos e urina foram avaliadas
(secao 3.4) como possiveis interferentes. As substancias analisadas foram acido
arico (AU), lactose (LAC), uréia (U) e estearato de magnésio (EM), assim como
descrito no procedimento experimental secdo 3.4. Os valores dos erros relativos
obtidos entre as medidas voltamétricas para o E2 na auséncia e presenca do
possivel interferente estédo apresentados na Tabela 4.



55

Tabela 4 — Desvio padrdo relativo obtidos nos estudos de interferentes na

proporcao de 1:10 (E2:interferente).

Interferente Erro Relativo(%)
Acido Urico -1,80
Lactose 3,22
Ureia -2,89
EM -2,79
AU:U -1,50
LAC:EM -2,94

Observou-se que tais substancias nao causaram interferéncia
significativa na resposta eletroquimica obtida para o E2, visto que os erros relativos
foram menores que 3,5%, para todas as amostras.

Em amostras biologicas e ambientais, como nas amostras de aguas e
urina, pode haver a presenca de outros hormoénios estrogénicos, como o estradiol,
estrona e estriol (BROCENSCHI et al. 2014), todos esses estrogénios se oxidam na
mesma regido de potencial do E2, deste modo, certamente irdo interferir na
determinacdo deste. Neste caso, seria possivel realizar uma quantificacdo dos
estrogénios totais e ndo apenas do E2.

O método desenvolvido foi utilizando nos estudos de adicdo e
recuperacdo em amostras de agua do lago Igapo6 de Londrina-PR e urina sintética. A
Tabela 5 mostra os resultados de recuperacao obtidos.

As recuperacbes das amostras foram de 1052 e 100,4%,
respectivamente, indicando que o meétodo proposto pode ser utilizando para a
quantificacdo de E2 em amostras de 4gua ou de urina real que contenham o E2 sem

gue haja interferéncia significativa de suas matrizes.
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Tabela 5 — Resultados obtidos para os estudos de adicéo e recuperacao para o E2

em amostras ambientais e bioldgicas, utilizando o eletrodo Fe203-CNT/GCE.

Amostra Adc.2 (umol L) Rec.? (umol L) Recuperacéo (%)
Agua Lago Igap6 0,050 0,052 + 0,005 105
Urina Sintética 0,050 0,050 + 0,007 100

2 Valor Adicionado
bValor recuperado
(n=3)

A CLAE foi utilizada como método comparativo ao método proposto na
determinacdo de E2 em amostras de medicamentos. Nas condigbes experimentais
descritas (secdo 3.5), o E2 apresentou tempo de retencdo de 8,20 min. Os
cromatogramas e a curva analitica obtida estdo apresentados na Figura 17. A faixa
de concentragdo linear foi de 30 a 1000 umol L e a equagdo da curva analitica

obtida foi:

A (a.u.) = 142753,1 + 2,14x10°° [E2 (umol LY)] (R? = 0,998) (Eq. 5)

Observou-se que a faixa de concentracdo linear obtida pelo método
eletroanalitico proposto apresenta concentracées menores (5,0 e 100,0 nmol L?)
que a obtidas pelo método de CLAE. Portanto, apesar do método proposto nao
apresentar a vantagem da separacdo seguida da quantificacdo, € possivel
quantificar o E2 em amostras que apresentem concentracdes na ordem de nmol L1
enquanto que com o método CLAE apenas na ordem de pmol L2,

Considerando que em amostras de aguas e urina as concentracoes de
E2 podem ser muito baixas o método proposto apresenta-se vantajoso para esse

tipo de analise, sem a necessidade da insercado de uma etapa de pré-concentracao.
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Figura 17 — Cromatogramas obtidos para o E2 (a —f): 30, 50, 100, 300, 500, 800 e
1000 pmol L (t = 8,20 min; A= 220 nm), fase mével metanol/agua (70:30 v/v) e
vazdo de 1,0 mL min't, em coluna C18. Gréfico inserido: Curva analitica obtida para

0 E2 na faixa de concentracdo de 30 a 1000 umol L.
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As dosagens de E2 nos medicamentos marcas A e B sdo de 1,0 e 2,0
mg, respectivamente. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 6.
Ressalta-se que para o método proposto as quantificacdes de E2 foram realizadas
com tratamento simples das amostras (apenas a dissolucdo em etanol e diluicdo em
solucdo de KCI 0,1 mol L't pH =7 (10% etanol v/v).
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Tabela 6 — Resultados obtidos na determinacdo de E2 em amostras de

medicamentos, utilizando o eletrodo Fe203-CNT/GCE.

Quantidade (mg comprimido1)2

Amostra Rotulado CLAE VOQ Erro relativo (%)
A 1,0 0,96+0,02 0,95+0,05 1,04
B 2,0 1,83+0,03 1,81+0,02 1,09

2 Média de 3 medidas (n = 3)
®Erro (%) = 100 x (resultado VOQ - resultado CLAE) / resultado CLAE

Para avaliar a concordancia dos resultados obtidos pelos dois métodos,
aplicou-se o teste t de student. O valor de t calculado para as amostras A e B foram
iguais a 1,17 e 1,60, respectivamente. Sendo o valor critico de t tabelado igual a
2,78 considera-se que o método proposto, utilizado VOQ, e o método comparativo,
empregando-se a CLAE, nao apresentaram diferencas significativas a um nivel de
confianca de 95%.

Desta maneira, o procedimento eletroanalitico desenvolvido se mostrou
simples, rapido e eficaz para a determinacéo de E2, com a possibilidade de realizar-
se a quantificacdo deste em amostras farmacéuticas, biolégicas e ambientais
considerando seu baixo LD e LQ. Ademais, apresentou vantagens como menor
consumo de reagentes, a nao utilizacdo de solventes organicos, boa frequéncia

analitica e baixo custo relativo quando comparado a outras técnicas analiticas.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi desenvolvido um procedimento eletroanalitico
utilizando um GCE modificado com nanoparticulas de Fe203 suportadas sobre CNTs
utiizando a técnica VOQ para a determinacdo de E2 em amostras de
medicamentos, e também estudos de adicdo e recuperacdo em amostras de agua
do lago lgapo6 e urina sintética.

Foram obtidos baixos LD e 4,39 e 14,6 nmol L?, respectivamente,
mostrando a viabilidade de se utilizar o método para quantificacdo do E2 em
amostras ambientais e biolégicas, que geralmente, apresentam baixas
concentracdes dessa substancia. O procedimento também apresentou boa precisdo
nos estudos realizados em diferentes concentragoes.

A exatiddo do método proposto foi avaliada através da quantificacdo do
E2 em amostras de medicamentos e dos estudos de adicéo e recuperacdo do E2 em
amostras de agua do lago lgap6 e urina sintética, os resultados obtidos foram
satisfatérios, concordantes com os obtidos pelo método comparativo (CLAE) e, pelas
recuperacbes indicaram a baixa interferéncia da matriz das amostras na
determinacao desse horménio e a viabilidade da analise de amostras reais que 0s
contenham.

Entre as vantagens apresentadas pelo método proposto comparado
aos demais métodos encontrados na literatura e o método comparativo (CLAE),
destacam-se 0 baixo custo relativo, simplicidade na realizacdo das analises,
dispensa etapas laboriosas de preparo das amostras, alta precisdo dos resultados e
baixa geracéo de residuos.

Portanto, diante desses resultados pode-se concluir que o
procedimento eletroanalitico desenvolvido pode ser viavel para ser utilizado no
controle de qualidade do E2 em medicamentos, e no monitoramento de estrogénios

totais em amostras bioldégicas como a urina e, ambientais como amostras de agua.
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