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SANCHES, Aline Moretti. Determinacdo amperométrica dos hormoénios 17a-
etinilestradiol e acetato de ciproterona utilizando eletrodo de DDB acoplado a
um sistema FIA. 2019. 95 p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica) — Universidade
Estadual de Londrina. Londrina, 2019.

RESUMO

O 17a-etinilestradiol (EE2) e o acetato de ciproterona (CPA) sd&o hormdnios
sintéticos muito utilizados em medicamentos contraceptivos e para controle de
doencas, como cancer de pristata e também para androgenizacdo e hirsutismo.
Neste trabalho foram desenvolvidos dois métodos eletroanaliticos utilizando
cronoamperometria e o0 eletrodo de diamante dopado com boro pré-tratado
catodicamente (EDDB-PTC), acoplado a um sistema de analise por injecdo em
fluxo (FIA), para a determinacdo dos hormoénios EE2 e CPA em amostras de
medicamentos, de urina sintética e agua do lago lgapd. Por voltametria ciclica,
foram observados picos de oxidacgéo irreversiveis para o EE2 e CPA em 0,97 V e
1,60 V, respectivamente. Para o desenvolvimento dos métodos amperométricos
foram otimizados parametros como potencial a ser aplicado (1,20 para EE2 e 1,80
para CPA), vazdo (2,50 mL min™* para EE2 e 2,30 mL min™ para CPA) e volume da
alca de amostragem (450,0 uL para EE2 e 150,0 uL para CPA). A curva analitica
obtida para o EE2 apresentou-se linear na faixa de concentracdo de 0,070 a 10,0
pumol L™ com um limite de deteccéo (LD) e quantificacéo (LQ) de 0,023 pmol L™ e
0,077 pmol L™, respectivamente. Para o CPA a faixa linear de concentracéo foi de
de 1,0 a 80,0 umol L™* com LD e LQ de 0,23 pmol L* e 0,75 pmol L™,
respectivamente. O método desenvolvido para o EE2 foi utilizado em estudos de
adicdo e recuperacdo em amostras de agua do lago Igapé e urina sintética, em que
as recuperacoes variaram entre 94 e 106%. Para o CPA foram realizados estudos
de adicdo e recuperacdo apenas em urina sintética na qual as recuperacfes foram
de 98 e 99% para duas concentracdes diferentes. Os métodos desenvolvidos foram
empregados para a determinacdo de EE2 e CPA em medicamentos, os resultados
foram satisfatérios e concordantes a um nivel de confianca de 95% e com os
resultados obtidos empregando-se um método de referéncia, no qual utilizou-se a
cromatografia liquida de alta eficiencia.

Palavras-chave: Etinilestradiol, Ciproterona, Eletrodo de diamante dopado com
boro, Amperometria, Analise por injecdo em fluxo.



SANCHES, Aline Moretti. Amperometric determination of the hormones 17a-
ethinylestradiol and cyproterone acetate using a BDD electrode coupled to a
FIA system. 2019. 95 p. Dissertation (Master in Chemistry) — State University of
Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

The synthetic hormones 17a-ethinylestradiol (EE2) and cyproterone acetate (CPA)
are widely used in contraceptive and disease control drugs such as prostate cancer,
androgenization and hirsutism. In this work two electroanalytical methods were
developed using chronoamperometry and a cathodically pretreated boron-doped
diamond electrode (BDDE-PTC) coupled to a flow injection analysis (FIA) system for
EE2 and CPA hormone determination in pharmaceutical formulations, synthetic
urine and water from Igap6 River. Using cyclic voltammetry it was observed an
irreversible oxidation peak to EE2 and CPA at 0.97 and 1.60 V, respectively. For the
development of the amperometric methods some parameters such as potential to
be applied (1.20 V to EE2 and 1.80 V to CPA), flow rate (2.50 to EE2 and 2.30 mL
min™ to CPA) and the injected volume (450 pL to EE2 and 150 pL to CPA) was
optimized. The analytical curve obtained for EE2 were linear in the concentration
range from 0.070 to 10.0 umol L™ with a limit of detection (LD) e quantification (LQ)
of 0.023 and 0.077 pmoL™, respectively. For the CPA, the analytical curve was
linear in the concentration range from 1.0 to 80.0 pmol L™ with LD and LQ of 0.232
and 0.75 umoL™, respectively. The developed method to the determination of EE2
was used for addition and recovery studies in lgapd River and synthetic urine
samples, which the recoveries ranged from 94 and 96% at two different
concentrations of CPA. These methods were applied in the determination of EE2
and CPA in pharmaceutical samples; the obtained results were satisfactory and
consistent with the obtained using high performance liquid chromatography (HPLC),
as comparative method, at a confidence level of 95%.

Keywords: Ethinylestradiol, Cyproterone acetate, Boron Doped Diamond,
Amperometry, Flow injection analysis.
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1. INTRODUCAO

1.1  17a-ETINILESTRADIOL: IMPORTANCIA E METODOS ANALITICOS DE
DETERMINACAO

Os horménios estrogénios sdo um grupo de compostos
biologicamente ativos, derivados do colesterol, que possuem estruturas
moleculares semelhantes, sendo predominantemente hormdnios femininos.
Entre os horménios naturais estdo a estrona (E1), o estradiol (E2) e o estriol
(E3) e ha também um horménio sintético chamado 17a-etinilestradiol (EE2).

O EE2 ((8R, 9S, 13S, 14S, 17R)-17-etinil-13-metil-7, 8, 9, 11, 12, 14,
15,16-octahidro-6H-ciclopentafenantreno-3,17-diol) € um hormonio derivado do
estrogénio natural 17p-estradiol (E2), como mostrado na Figura 1, € muito utilizado
em medicamentos orais combinado com outros hormonios. Tais medicamentos s&o
usados para prevencao da gravidez, terapia de reposicao hormonal e suspensao da
amamentacdo. A maioria das pilulas contém entre 20 e 50 pg de EE2 por
comprimido e sdo ingeridas em doses diarias (FILHO et al., 2006; ARIS et al., 2014;
BEAUSSE et al., 2004).

Em geral, estes hormdnios apresentam afinidade em ligar-se aos
receptores hormonais e, quando em excesso no organismo, podem causar a
disrupcdo endocrina. Ou seja, sdo capazes de alterar a forma de
comunicacdo do sistema enddocrino e causar diversos distdrbios a saude
humana e animal (MA e YATES 2018; SIEGENTHALER et al.,, 2017;
CAMPBELL et al., 2006; MARTINEZ et al., 2012; CARBALLA et al., 2004;
MONTAGNER et al., 2017).
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Figura 1 — Estrutura molecular dos hormonios E2 e EE2.

CHy M

HO
17B3—Estradiol (E2) 17a—Etinilestradiol (EE2)

Fonte: O proprio autor.

A afinidade de ligacdo do EE2 aos receptores estrogénicos € de
1 a 2 vezes maior nos humanos quando comparado com a afinidade do E2, e
pode chegar a ser até cinco vezes maiores em algumas espécies de peixes
(MARTINEZ et al., 2012; LI et al., 2013). A elevada afinidade do EE2 aos
receptores estrogénicos pode ser esclarecida pela introdu¢cédo do grupamento
etinil ao carbono 17, o que torna a molécula de EE2 extremamente resistente
a degradacéao pelo figado quando comparado a molécula de E2 (Figura 1),
que é rapidamente inativada pelo figado por absorcdo via oral. A funcéo
hidroxila, presente no carbono 17, tanto para o E2 quanto para o EE2, tende
a reagir com os grupos carboxilicos de materiais humicos associados ao solo
e aos sedimentos, elevando o poder de sorcao ao solo (YU et al., 2004; LIMA
etal.,, 2012; Ll et al., 2013).

O EE2 se mostra prejudicial quando em contato com o meio
ambiente mesmo em baixas concentracdes, sendo que a maior fonte de
eliminacdo do EE2 é através da urina e fezes. De acordo com a literatura, até
40% das doses de estrogénios sintéticos ministrados podem ser
disponibilizados para o ambiente (PANTER et al.,, 1999; JOHNSON e
WILLIAMS 2004; PAUWELS et al., 2008; MES et al., 2005; BARREIROS et
al., 2016; MA e YATES 2018).

Quando excretado como efluente, o EE2 pode causar efeitos

adversos para 0s animais aquéaticos, como a feminilizacdo e ao
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hermafroditismo em peixes; diminuicdo na eclosdo de ovos; modificacbes
comportamentais como agressividade, movimentacao e histopatologias. Em
humanos, de acordo com estudos apresentados na literatura, ha evidéncias
de que seu excesso no organismo pode aumentar a incidéncia de cancer de
mama e de testiculo, a ma formacao dos processos reprodutivos; além da
reducdo da fertiidade masculina através da reducdo de esperma e ma
formacdo congénita em criangcas (SOLOMON e SCHETTLER 2000; KIDD et
al., 2007; VALLEJO et al., 2010; MARTINEZ et al., 2012; SILVA et al., 2012;
BOVIER et al., 2018).

O destino e o comportamento de compostos organicos no
ambiente sdo influenciados por suas propriedades fisico-quimicas. Como
apresentado no Quadro 1, o EE2 possui uma baixa solubilidade em agua
(4,80 mg L) quando comparado aos estrogénios naturais que possuem
solubilidade em torno de 13,0 mg L. Além disso, o logaritmo do coeficiente
de particdo octanol/agua (log Kow) igual a 4,15 indica maior hidrofobicidade
da molécula, alto poder de sorcdo e persisténcia em se bioacumular nos
sedimentos e na biota (ARIS et al., 2014; FILHO et al., 2006; SCALA-
BENUZZI et al., 2018; BARREIROS et al., 2016; AURIOL et al., 2006).

Quadro 1 — Propriedades fisico-quimicas do EE2

MM Sw
Nome . . Log Kow Ka
(g mol™) (mg L?) g P
17 a-etinilestradiol 296,41 4.80 4.15 10,40

Fonte: 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

Alguns autores relataram em trabalhos na literatura a presenca
de EE2 em &guas residuais e aguas superficiais e/ou como efluentes em

estacdes de tratamento de esgoto (ETE’s) em concentragbes que variaram
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entre ug L* a ng L (LARCHER et al., 2013; CARGOUET et al., 2004;
COMBALBERT; HERNANDEZ-RAQUET 2010; XU et al., 2012; ATKINSON
etal., 2012; RA et al., 2011).

O langamento de efluentes in natura ou mesmo processados sé&o
as principais vias de contaminacdo dos corpos aquaticos. No Brasil, o indice
de tratamento de esgoto ainda € considerado baixo. Além disso, nos
tratamentos convencionais de agua e esgoto, nao é possivel remover
completamente essas substancias, ou seja, esses hormoénios podem ser
encontrados inclusive na agua potavel (BILA e DEZOTTI 2007; JOHNSON e
WILLIAMS et al., 2004; JOSS et al., 2004; COMBALBERT e HERNANDEZ-
RAQUET 2010; BOVIER et al., 2018; MA e YATES 2018).

Na resolucdo do CONAMA 430/2011 que trata da questdo do
langamento de efluentes em corpos d’agua receptores, ndo ha o
estabelecimento de limites maximos de EE2 permitidos sem que haja
interferéncia ou danos nos seres Vivos.

Contudo, o desenvolvimento de métodos analiticos para
quantificacdo e monitoramento deste hormbnio se faz necessario. As
técnicas mais empregadas na determinacdo e quantificacdo do horménio
EE2 sao técnicas instrumentais tradicionais como cromatografia e a
espectrofotometria. Na literatura encontram-se alguns trabalhos descrevendo
métodos para a determinacdo de EE2, utilizando CLAE-DAD (VERBINNEN e
NUNES 2010), CLAE-EM/EM (NAIR et al., 2018), CLAE-EM/EM (RIPOLLES
et al., 2014).

Alguns procedimentos eletroquimicos empregando técnicas
voltamétricas e amperométricas também foram reportados na literatura, seja
para determinacdo simultdnea ou individual do EE2 utilizando diferentes
eletrodos de trabalho.

No trabalho de Bond e Heritage (1984) foi utilizado um eletrodo
gotejante de mercario e a voltametria de redissolucdo catddica para a
determinacdo do EE2 em amostras farmacéuticas. A faixa linear de
concentracdo obtida foi de 0,04 a 0,6 umol L™ com um limite de deteccéo de
5,0 x 10 pmol L™,
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Ghoneim e colaboradores (2016) desenvolveram uma
metodologia voltamétrica para a quantificacdo de EE2 em amostras
farmacéuticas, soro e plasma humano. Utilizaram a técnica de voltametria de
onda quadrada (VOQ) e um eletrodo de gota pendente de mercurio. A faixa
linear de concentracéo foi de 0,0019 a 0,60 umol L™, e o LD e LQ foram de
0,0059 e 0,0019 pmol L™, respectivamente. Para as amostras de soro e
plasma humano, foram obtidos valores de LD de 0,00087 pmol L™ e 0,003
umol L™?, respectivamente. Para a amostra de medicamento, o valor obtido
pelo método proposto e o método de referéncia (espectrofotométrico) nao
variaram estatisticamente a um nivel de confianca de 95%.

Li (2007) estudou o comportamento eletroquimico e a
quantificacdo do EE2 em amostras farmacéuticas utilizando um eletrodo de
pasta de carbono na presenca do surfactante catibnico brometo de
cetilpiridinio. Foi obtido um pico anddico de oxidacdo em +0,54 V em tampé&o
fosfato pH 8,0. A faixa linear de concentracéo foi de 0,05 a 20,0 umol L™ e o
LD foi de 0,03 pmol L. O método desenvolvido foi empregado em amostra
de medicamento que obteve um desvio padrao relativo de 4,16% e né&o
apresentou diferenca significativa quando comparado ao método de
referéncia (CLAE).

Martinez e colaboradores (2012) desenvolveram um método
voltamétrico para a determinacdo do EE2 usando um eletrodo de carbono
vitreo modificado com nanotubos de carbono de multiplas paredes e
particulas magnéticas funcionalizados com grupos amino, como suporte de
imobilizacdo de bioafinidade para capturar e pré-concentrar o EE2. O &cido
sulfarico pH 2,0 (10 mmol L™?) foi usado como eletrélito suporte. O valor de
LD foi de 3,37 x 10® pmol L™, com a faixa de concentracéo linear de 1,02 x
107 a 2,36 x 10* pmol L*. Os autores empregaram o método na
determinacdo de EE2 em estudos de adicédo e recuperacdo de 5,0 e 10,0 ng
L' em amostras de 4gua de 3 rios na Argentina e agua de torneira, em que
as recuperacgoes variaram de 97 a 105%.

Pavinatto et al. (2015) desenvolveram um sensor com filmes

nanoestruturados layer-by-layer (formados por quitosana e nanotubos de
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carbono de mdltiplas paredes em um substrato de 6xido de estanho dopado
com flaor). O pico de oxidacdo do EE2 foi observado em +0,60 V usando o
tampdo fosfato pH 7,0 como eletrélito suporte em voltametria de onda
quadrada (VOQ). A faixa linear de concentracéo foi de 0,050 a 20,0 pmol L™
com um LD de 0,090 pmol L. O método desenvolvido foi utilizando em
estudos de adicdo e recuperacdo em amostras de urina sintética em
concentracdes de 1, 5 e 7,5 pmol L™, no qual foram obtidas recuperacdes de
101, 98,8 e 106% respectivamente.

Nunes et al. (2016) desenvolveram uma metodologia para
determinar EE2 em amostras de agua do rio Guarapuava usando a técnica
de voltametria de pulso diferencial (VPD). Os autores utilizaram o eletrodo de
gota pendente de mercurio e o tampao BR pH 7,0 como eletrdélito suporte. A
faixa linear de concentracédo obtida foi de 0,00675 a 0,324 pmol L™ com um
tempo de acumulacdo de 150 s. Os limites de deteccdo e quantificacdo
obtidos foram de 0,00155 e 0,00550 pmol L™, respectivamente. O método
desenvolvido foi utilizado em testes de adicao e recuperacdo em agua natural
do Rio Guarapuava que apresentaram recuperacdes entre 94 e 103%.

Smajador e colaboradores (2017) utilizaram um eletrodo de
carbono vitreo modificado com carbon black para a determinacdo de EE2
empregando a técnica VPD. A faixa linear de concentracdo obtida foi de 0,25
a 3,6 umol L™ e o LD foi de 0,13 pmol L™. O método desenvolvido foi utilizado
na determinacdo de EE2 em amostras farmacéuticas em que foram obtidos
valores de recuperacado de 95 a 106%.

Perez et al. (2016) utilizaram o eletrodo de diamante dopado com
boro (EDDB) pré-tratado catédicamente (PTC) para a determinacdo de EE2
utilizando a voltametria de onda quadrada. Foi obtido um pico de oxidacado
irreversivel em +0,65 V usando como eletrdlito suporte o tampao BR pH 8,0.
A linearidade foi obtida nas concentracdes de 0,99 a 5,20 pmol L. Os
valores de LD e LQ foram de 0,240 e 0,790 pmol L™, respectivamente. O
método proposto foi utilizado em estudos de adicédo e recuperacdo em duas

amostras de agua da represa Billings na regidao metropolitana de S&o Paulo,
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em concentracdes de EE2 de 0,89 e 2,1 umol L™, obtendo-se recuperacdes
de 95 e 104 e 86 e 114%, respectivamente.

Os trabalhos eletroquimicos encontrados na literatura para a
determinacdo do EEZ2 utilizaram, em sua maioria, eletrodos modificados e
eletrodos de mercario. Entretanto, o uso de eletrodos modificados,
geralmente, necessita de um maior tempo para o preparo, € pode haver
problemas com relacdo a precisdo do método devido a dificuldade na
reproducdo da modificacdo do eletrodo. Os eletrodos de mercurio, apesar de
proporcionarem baixos limites de deteccédo, ndo vém sendo tao utilizados
devido a sua toxicidade, dificultando seu manuseio.

Com isso, o desenvolvimento de novos métodos eletroanaliticos
para a determinacdo de EE2 com o uso de um eletrodo ndo modificado torna-
se interessante. Como descrito acima, Perez et al. desenvolveram um
meétodo utilizando o EDDB e a VOQ, contudo o uso de um sistema FIA pode
diminuir ainda mais o LD e LQ além de, geralmente, fornecer melhor precisdo

e maior frequéncia analitica.

1.2 ACETATO DE CIPROTERONA: IMPORTANCIA E METODOS
ANALITICOS DE DETERMINACAO

O Acetato de ciproterona (CPA)
([1S,2S,3S,5R,11R,12S,15R,16S)-15-acetyl-9-chloro-2,16-dimethyl-6-0x0-15-
pentacyclo [9.7.0.02,8.03,5.012,16] octadeca-7,9-dieny I] acetate) (Figura 2) é
um hormdnio esteroide com propriedades anti-androgénicas e
progestogénicas. E utlizado como farmaco no tratamento de cancer de
prostata, hirsutismo, acne severa, hipersexualidade, puberdade precoce e
terapias de reposicdo hormonal (GRUBER et al., 1998; HASSONVILLE et al.,
2004; ELKS 2014; IBRAHIN et al., 2018; SOHRABI et al., 2010).

O CPA como farmaco pode ser comercializado sozinho ou
combinado com outros horménios, como por exemplo, o EE2 para o

tratamento de disturbios associados a androgenizagdo, como o hirsutismo, e
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acne em mulheres (BORGES et al., 2009; SPECK et al., 1976; GRUBER et
al., 1998; CORREA et al., 2017).

Figura 2 — Estrutura molecular do horménio CPA.
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Fonte: O préprio autor

A absorcdo do CPA é completa por administracido via oral e
permanece quase 100% biodisponivel. O CPA nao é extensivamente
hidrolisado e é eliminado quase que totalmente na sua forma inalterada,
sendo aproximadamente 30% eliminado pela urina e 70% eliminado pela bile
(IBRAHIN et al., 2018).

Conforme mostrado no Quadro 2 a solubilidade do CPA em agua
é baixa quando comparada a outros horménios (em torno de 1,52 mg L™),
além disso, o seu log de particdo € igual a 3,81, o que indica hidrofobicidade
da molécula de CPA, confirmando assim uma grande tendéncia em se
bioacumular nos sedimentos e na biota, e um elevado poder de sorcéo
(AURIOL et al., 2006).
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Quadro 2 — Propriedades fisico-quimicas do CPA

MM Sw
Nome 1 1 Log Kow
(g mol™) (mg L™)
Acetato de ciproterona 416,94 1,52 3,81

Fonte: https://www.drugbank.ca/drugs/DB04839

MM: massa molar

Sw: solubilidade em agua

Log Kow: logaritmo da constante de particdo octanol/agua

Mediante o exposto, o desenvolvimento de métodos analiticos
para sua deteccdo e quantificacdo em amostras de medicamentos e
amostras bioldgicas, como a urina, torna-se necessario. A maioria dos
trabalhos descritos na literatura para a determinacdo do CPA empregam
técnicas cromatograficas, como a cromatografia liquida, e
espectrofotométrica.

Christiaens et al. (2004) desenvolveram um método
automatizado para analise quantitativa de CPA em plasma humano utilizando
a extracao em fase solida on-line (SPE) e a determinacao por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). Para esse
trabalho, foi utilizada uma coluna C18 e como fase movel uma mistura de
agua, metanol e acido férmico (10:90:0,1 v/v/v). A faixa linear de
concentragdo obtida foi de 0,00072 a 0,20 umol L™, com um LQ de 0,00072
umol L. O método proposto foi utilizado em amostras de plasma humano e
apresentou uma recuperacao de 99 + 1%.

Hassonville et al. (2004) desenvolveram um procedimento
simples e rapido utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
para separar e quantificar o CPA em amostras da derme e epiderme, afim de
estudar sua penetracao transdérmica. A coluna usada foi a Lichrospher RP-
18 e a fase movel foi uma mistura de acetonitrila/agua (40:60, v/v) com
deteccao UV em 282 nm. A faixa linear de concentracao foi 0,080 a 1,6 pmol
L, e os limites de deteccdo e quantificacdo foram de 0,02 e 0,08 pmol L™,

respectivamente. A metodologia desenvolvida foi utilizada para estimar a
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penetracao transdérmica da pomada contendo CPA na epiderme e na derme,
em que obtiveram recuperacbes de 98 a 104% e 97 a 106%,
respectivamente.

Souri e colaboradores (2005) empregaram a espectrofotometria
derivada para a determinacao simultanea de CPA e EE2 em amostras de
medicamentos. As caracterizagcdes foram realizadas em comprimentos de
onda de 316 e 226 nm para CPA e EE2, respectivamente. O método
proposto apresentou uma faixa linear de concentracao de 12,0 a 144,0 pmol
L™ para o CPA na presenca de EE2 (840 pmol L™,) em 316 nm. E uma faixa
linear de concentracédo para o EE2 na presenca de CPA (48,0 pmol L™?) de
0,00020 a 0,0011 pmol L™, em 226 nm. O LD obtido foi de 12,0 umol L™, para
o CPA e 0,00020 pmol L™, para o EE2. O método proposto foi utilizado na
analise de amostras de medicamentos e apresentaram erros menores do que
2%, indicando que nao houve interferéncia de matriz e os resultados foram
concordantes com o valor rotulado.

Markopoulou e Koundourellis (2006) desenvolveram um meétodo
para a determinacao de trés hormoénios (etinilestradiol, acetato de ciproterona
e norgestrel) em leite materno por CLAE com detector UV. A faixa linear de
concentracdo para o CPA foi de 0,010 a 0,28 pmol L™, com LD e LQ de
0,0024 e 0,010 pmol L™, respectivamente. O método desenvolvido foi
utilizado em amostras de medicamentos nos quais se obteve uma
recuperacao de 94% para o CPA.

Na literatura foram encontrados apenas 2 trabalhos reportando o
desenvolvimento de métodos eletroanaliticos para a determinacdo do CPA.
El-Enany e colaboradores (2010) utilizaram as técnicas polarograficas de
pulso diferencial (PPD) e de corrente direta (DC;) para a determinacdo de
CPA em amostras farmacéuticas sobre um eletrodo gotejante de mercurio. A
faixa linear de concentracdo obtida foi de 7,70 — 76,7 pmol L™ utilizando a
polarografia DC;. E a faixa linear de concentragcao utilizando a PPD foi de
1,20 a 33,60 pmol L™ com um LD igual a 0,31 umol L. O método proposto foi

empregado na andlise de amostras farmacéuticas que obtiveram
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recuperacdes entre 98,6 e 101,3% utilizando a polarografia de DC;, e entre
98,9 e 100,9% utilizando a DDP.

Ibrahin et al. (2018) desenvolveram um sensor eletroquimico
para a determinacdo de CPA utilizando nanotubos de carbono de mudltiplas
paredes carboxilatado (f-MWCNT) decorados com nanoparticulas de ouro
(AuNPs) e pasta de carbono vitreo (GCP) (AuNPs/f-MWCNT/GCPE). A faixa
de concentracdo linear foi obtida entre 0,099 e 11,50 pmol L™* com LD de
0,0166 pmol L™ utilizando a VOQ. O procedimento desenvolvido foi utilizando
na analise de amostras de urina e plasma humano com recuperacdes entre
98 e 101 % e, em amostras de medicamentos com recuperacdes entre 98 e
100%.

Os trabalhos reportados na literatura para a determinacdo do
CPA utilizando as técnicas cromatograficas apresentam como vantagem a
seletividade devido a separacdo prévia das substancias na coluna
cromatografica. Porém, geralmente, necessitam de preparo de amostra mais
complexo, uso de solventes organicos e maiores tempos de analise quando
comparado as técnicas eletroanaliticas. Além disso, nao é possivel realizar a
analise “n situ”.

Os trabalhos eletroanaliticos encontrados na literatura utilizam
eletrodo de mercurio e um eletrodo modificado, justificando assim, o
desenvolvimento de um método eletroanalitico com o uso de um eletrodo
sem modificacdo, que seja rapido, simples com bons limites de deteccéo e

quantificacao.

1.3 ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO

Os eletrodos a base de carbono amorfo, tais como, pasta de
carbono, grafite pirolitico e carbono vitreo sdo muito utilizados como
eletrodos de trabalho na eletroanalitica. Nas ultimas décadas, o
desenvolvimento de novas formas de preparo do carbono tem chamado

bastante atenc&o, sendo que, atualmente, um dos eletrodos de carbono mais
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utilizados na eletroanalitica € eletrodo de diamante dopado com boro (KRAFT
2007; de BARROS et al., 2005)

O diamante é conhecido ha mais de trés mil anos, € um material
atraente para diversas areas de pesquisa devido as suas propriedades
Unicas como alta densidade atdbmica, dureza, capacidade de isolamento
elétrico, alta condutividade e baixa constante dielétrica (PLESKOV, 2000; de
BARROS et al., 2005). Devido a essas propriedades, houve o interesse dos
cientistas pela sintese do diamante para que pudessem ser utilizados em
maior escala e com menor custo.

Na década de 50, pesquisadores da empresa General Eletric
conseguiram transformar o grafite em diamante por meio de um método a
altas pressoes e temperatura (High Pression/High Temperature — HPHT) que
se assemelha ao processo natural de formacdo do diamante. Entretanto,
esse método necessitava de instrumentacfes de alto custo, o que tornava
inviavel a producédo em larga escala (PLESKOV, 2000; de BARROS et al.,
2005).

Na mesma época, pesquisadores da Union Carbide conseguiram
sintetizar os filmes de diamante por deposicdo quimica a vapor (Chemical
Vapor Deposition — CVD) e este método mostrou-se com um menor custo
para a producdo em larga escala quando comparado ao método de HPHT.
Devido a viabilidade econbmica, a versatilidade e ao simples manuseio, 0
método por CVD é o mais utilizado para sintese dos filmes de diamante
(PLESKOV, 2000; de BARROS et al., 2005).

O diamante puro é um isolante elétrico com um gap de energia
em torno de 5 eV e nao poderia ser usado como eletrodo, apesar de conduzir
calor (PLESKOV, 2002; de BARROS et al.,, 2005; SHAMSA et al., 2008).
Com o surgimento do diamante sintético, no ano de 1973, surgiram também
os primeiros relatos do crescimento de filmes de diamante dopado com boro
a baixas pressdes a partir da mistura de B,Hs/CH4 usando graos de diamante
como substrato. Um filme de diamante quando é dopado apropriadamente

adquire boa condutividade tornando-se um material promissor para ser
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empregado como eletrodo (PLESKOV, 2002; de BARROS et al.,, 2005;
SUSSMANN, 2009; CARVALHO, 2007; YANG et al., 2019).

O dopante mais conhecido é o boro, embora haja outros
dopantes como o fosforo, nitrogénio e enxofre. A dopagem do filme deve ser
realizada durante o seu crescimento, em que, geralmente o composto
utilizado para essa dopagem é o trimetilboro que é adicionado a fase gasosa
em uma concentracdo de 10 — 10000 ppm. Como o boro possui um elétron a
menos na camada de valéncia do que o carbono, e tem um pequeno raio
atdbmico, ele é facilmente introduzido no filme de diamante, este se comporta
como um aceitador de elétrons, sendo o filme de diamante resultante
efetivamente dopado com uma impureza aceitadora (boro) tornando-o um
material semicondutor do tipo p (KRAFT 2007; ALFARO et al., 2006;
PLESKOV, 2000; SALAZAR-BANDA et al., 2006; LIU et al., 2007; YANG et
al., 2019).

O DDB ao ser utilizado como eletrodo de trabalho em células
eletroquimicas apresenta iniUmeras propriedades que o difere de outros
eletrodos, como o carbono vitreo, o grafite pirolitico e pasta de carbono.
Algumas das suas principais caracteristicas sdo: estabilidade a corrosdo em
meios agressivos; baixa e estavel corrente de fundo; estabilidade morfologica
e microestrutural a altas temperaturas; estabilidade de resposta em longo
prazo; boa resposta a alguns analitos em solu¢cdes aquosas e ndo aquosas
com pré-tratamento convencional; fraca adsorcdo de moléculas polares e
uma larga janela de potencial em meio aquoso que vai -1,5 a +2,5 V,
aproximadamente. (de BARROS et al., 2005; YAGI et al., 1999; PEREIRA et
al.,, 2012; SALAZAR-BANDA et al., 2006; PLESKOV, 2002; GRANGER e
SWAIN 1999; YANG et al., 2019).

Algumas das propriedades do EDDB podem ser afetadas pela
quantidade e pelo tipo de dopante, fatores morfolégicos, defeitos no filme,
presenca de impurezas, orientacdo cristalografica e terminacdo superficial
(hidrogénio ou oxigénio) (SALAZAR-BANDA et al., 2006; YANG et al., 2019).

A superficie do filme do EDDB recém-preparado € hidrofébica

com terminacéo preferencialmente em hidrogénio, apresentam propriedades



31

nao polares, alta condutividade e baixa resisténcia a transferéncia de carga.
Por outro lado, quando apresenta terminacdo superficial com grupamentos
contendo, preferencialmente oxigénio, adquire caracteristicas hidrofilicas,
polares e condutividade elétrica mais baixa (PLESKOV, 2000; YAGI et al.,
1999; SALAZAR-BANDA et al., 2006; SUSSMANN, 2009).

Geralmente, o EDDB, ao ser utilizado como eletrodo de trabalho
em medidas eletroquimicas, é realizado pré-tratamentos em sua superficie,
gque podem ser guimicos ou eletroquimicos, a fim de melhorar as respostas
eletroguimicas, obtendo-se efeito eletrocatalitico, menor adsorcéo, etc.

O pré-tratamento eletroquimico superficial pode ser realizado a
partir da aplicacdo de uma corrente (ou potencial) positiva (polarizagéo
anoddica — PTA) ou negativa (polarizacédo catdédica — PTC). Quando o EDDB
sofre polarizacdo anddica, sua superficie adquire terminacdes com
grupamentos preferencialmente contendo oxigénio devido as reacdes de
oxidacdo da agua; enquanto que, ao se carregar negativamente (polarizacao
catodica), a superficie do eletrodo tera terminacdo preferencialmente em
hidrogénio devido as reacbes de reducdo da agua, como no esguema
apresentado na Figura 3 (PLESKOV, 2000; SALAZAR-BANDA et al., 2006;
HUPERT et al., 2003; YANG et al., 2019).

Alguns autores investigaram o mecanismo de transferéncia de
carga e a cinética de alguns pares-redox no EDDB, sendo que 0s primeiros
estudos sobre a influéncia da terminacdo superficial no comportamento deste
foram publicados em 1999 em trabalhos desenvolvidos por Yagi et al. e

Granger e Swain.
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Figura 3 — Esquema ilustrativo das diferentes terminac¢des superficiais do
EDDB ao se realizar os pré-tratamentos andédico (PTA) e catddico (PTC) em

sua superficie.

@)
—

i

EDDB-PTA EDDB-PTC

Fonte: O proprio autor.

Yagi et al. (1999) compararam 0SS comportamentos
eletroquimicos de um EDDB “como recebido” (terminagcdo em hidrogénio) e
apos um tratamento com plasma de oxigénio. Os autores observaram que a
transferéncia de elétrons dos pares redox Fe (CN)s*™* e IrClg>™® se tornou
mais lenta para o eletrodo tratado com plasma de oxigénio, enquanto que

3*2* " a transferéncia eletrénica foi acelerada. Para os

para o par redox Fe
pares Ru (NHs)s*"** e Co (em)s*”%* ndo houve mudanca. Esses resultados
indicam que ha uma diminuicdo na velocidade de transferéncia de carga para
as espeécies anidnicas quando se utiliza o eletrodo de DDB pré-tratado com
plasma de oxigénio (terminacdo em oxigénio).

Em 2004, Suffredini et al. relataram o efeito do pré-tratamento
eletroquimico (polarizacbes anddicas e catddicas) na superficie do EDDB
para o par redox Fe(CN)s*/Fe(CN)s>. Observou-se um comportamento
reversivel no EDDB-PTC e, para o EDDB-PTA esse comportamento tornou-
se quase-reversivel. Na polarizacao catodica foi aplicado um potencial de -
3,0 V por 30 minutos em uma solucdo de H,SO, 0,5 mol L. Os autores
também relatam uma melhora significativa na resposta eletroquimica para
clorofendis, levando a uma diminui¢do dos LDs, indicando que a terminacgao
superficial do EBDD pode ter grande influéncia sobre o seu desempenho

analitico.
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Com isso, observou-se que as respostas eletroquimicas do
EDDB sao extremamente dependentes da sua terminacédo superficial. Na
literatura sdo encontrados diversos trabalhos nos quais os autores utilizaram
o EDDB para a determinacdo de moléculas organicas que apresentaram
melhores respostas eletroquimicas ao se utilizar o EDDB-PTC (MEDEIROS
et al., 2012 a,b; GARBELLINI et al., 2015; SARTORI et al., 2017; EISELE et
al., 2013; DEROCO et al., 2018; SALAMANCA-NETO et al., 2019; OLIVEIRA
et al., 2018; FALONE et al., 2019).

Alguns autores também relataram que o EDDB-PTC melhora a
resposta eletroquimica para moléculas fendlicas quando se faz o preé-
tratamento catodico devido a maior interacao eletrostatica molécula-eletrodo.
Além disso, ha um aumento na intensidade de corrente e definicdo de pico,
repetibilidade e menor efeito de contaminacéo e incrustacao na superficie do
eletrodo (de FREITAS et al., 2019; TROUILLON et al., 2014; SUFFREDINI et
al., 2004; DUARTE et al., 2016; YANG et al., 2019).

1.4 VOLTAMETRIA CICLICA, CRONOAMPEROMETRIA E SISTEMA DE
ANALISE POR INJECAO EM FLUXO

A voltametria ciclica (VC) € uma técnica eletroquimica na qual o
potencial aplicado ao eletrodo é variado continuamente com o0 tempo na
forma de uma onda triangular, partindo de um potencial inicial (E;) até um
valor pré-determinado (E,) e entdo quando este é alcancado, inverte-se o
sentido da varredura até chegar ao potencial final (Ef), que pode ser o valor
de E;jou outro valor de interesse. Durante a varredura, o sinal registrado é a
corrente gerada em funcdo do potencial aplicado (PACHECO et al., 2013;
SKOOG et al., 2009).

Atualmente, a VC é pouco empregada para a quantificacdo em
procedimentos eletroanaliticos devido a existéncia de outras técnicas
eletroquimicas mais sensiveis. Entretanto, € muito utilizada nos estudos de
caracterizacdo eletroquimica das espécies ou substancias de interesse e do

material utilizado como eletrodo de trabalho.
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A cronoamperometria (CA) € outra técnica eletroquimica
baseada na aplicacdo de um unico degrau de potencial produzindo uma
corrente que decai rapidamente com o tempo, em que o eletrodo de trabalho
€ mantido a um potencial constante no qual ocorre a oxidacdo ou reducao
eletroguimica das substancias de interesse (dos SANTOS et al., 2011). A
técnica amperométrica pode ser associada a um sistema de analise por
injecdo em fluxo (Flow Injection Analysis — FIA) e, neste caso, 0sS sinais
obtidos sdo baseados em picos de corrente em funcdo do tempo pela
aplicacao de um potencial constante ao eletrodo de trabalho (dos SANTOS et
al., 2011; LOURENCADO et al., 2017; LIMA et al., 2018).

O sistema FIA, proposto por Ruzicka e Hansen em 1975, é
baseada na injecao de pequenas aliquotas de amostra em solucao, dentro de
um percurso analitico que contém um reagente adequado e, ap0s a injecao,
a amostra € transportada, por um fluxo carregador ndo segmentado, até o
detector, no qual o sinal analitico é detectado e registrado (dos SANTOS et
al., 2011).

Os parametros do sistema FIA, como volume da alca de
amostragem e vazao da solucéo carregadora, podem ser otimizados a fim de
se obter melhores respostas e sinal analitico para aumentar a sensibilidade
do método. Essa técnica apresenta vantagens como rapidez, menor efeito de
contaminacédo do eletrodo de trabalho, corrente capacitiva negligenciavel, um
baixo custo relativo dos componentes do sistema, alta frequéncia analitica e
a possibilidade de automacdo (LOURENCAOQO et al., 2015; dos SANTOS et
al., 2011; WONG et al., 2018).

Alguns trabalhos encontrados na literatura relataram o uso do
EDDB com deteccdo amperométrica acoplado ao sistema FIA para a
determinacdo de substancias como pesticidas, hormdnios, peréxido de
hidrogénio, anti-hipertensivos, corantes alimenticios, antioxidantes,
mostrando as vantagens na utilizacdo deste sistema (STANKOVIC e
KALCHER 2016; BROCENSCHI et al., 2014a; LOURENCAO et al., 2015;
MOREIRA et al., 2018; DEROCO et al., 2018; MEDEIROS et al., 2012a;
MEDEIROS et al., 2010; WONG et al., 2018).
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Neste contexto, a associacdo de uma técnica eletroquimica
simples, como a cronoamperometria, com as vantagens do sistema FIA e do
EDDB se mostra bastante interessante para o desenvolvimento de métodos
eletroanaliticos para a quantificacdo dos horménios EE2 e CPA em amostras

de medicamentos, ambientais e biologicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo principal o desenvolvimento de
procedimentos eletroanaliticos para a determinacdo dos horménios EE2 e
CPA utilizando o EDDB e a técnica cronoamperométrica acoplado ao sistema
FIA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o comportamento eletroquimico do EE2 e CPA por
voltametria ciclica e cronoamperometria, como processos de oxidacao e/ou
reducdo que ocorrem na superficie do EDDB.

Estudar o comportamento eletroquimico do EE2 e CPA apols
diferentes pré-tratamentos eletroquimicos, anddicos e catddicos, no EDDB.

Desenvolver os métodos eletroanaliticos para a determinacdo do
EE2 e CPA e obter as melhores condi¢cdes analiticas.

Utilizar os meétodos eletroanaliticos desenvolvidos na
determinacdo do EE2 e CPA em amostras ambientais (agua do lago Igap9),
biolégicas (urina sintética) e de medicamentos.

Avaliar a exatidao entre os métodos eletroanaliticos propostos e

um meétodo de referéncia no qual se utilizou a CLAE.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes usados nos experimentos foram de grau
analitico e todas as solu¢cbes foram preparadas em agua ultrapura em um
sistema Milli-Q (Millipore®) com resistividade maior do que 18,2 MQ cm.

O EE2 (98,0%) foi adquirido da Sigma-Aldrich e o CPA (99,0%)
da Fagron. Os acidos sulfurico (99,9%), borico (99,5%), fosforico (85,0%),
(99,8%), lactico e urico, bem como sulfato de soédio (99,0%), fosfato
monopotassico (99,0%), fosfato trissodico e dissodico, cloreto de soédio
(99,0%), cloreto de calcio hidratado, hidroxido de sodio (98,0%), alcool
isopropilico (99,5%), ferrocianeto de potassio (99,9%) e acetona (99,9%)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich e da Merck.

Os medicamentos, de duas marcas diferentes, contendo EE2 na
dosagem de 0,030 e 0,035 mg/comprimido e contendo CPA na dosagem de
50,0 mg/comprimido foram adquiridas em uma farmacia de Londrina, estado
do Parana, Brasil.

Para os estudos iniciais e estudo do melhor eletrélito suporte,
foram utilizadas solucBes de tamp&o Britton-Robinson (BR) 0,04 mol L™,
tampao fosfato 0,01 mol L™ (PBS) e solucées de acido sulfarico 0,5 mol L™.

A solucdo tampdo BR pH 2,0 (0,04 mol L™) foi preparada pela
dissolucéo de 1,236 g de acido bdrico, 1,14 mL de acido fosférico e 1,143 mL
de &cido acético em um baldo volumétrico de 500 mL e o volume completado
com agua ultrapura. Para o ajuste do pH foi adicionado NaOH 2,0 mol L™.

A solucdo de H,S0O4 0,5 mol L™ foi preparada a partir da diluigdo
2,70 mL de H,SO4 p.a. em um baldo volumétrico de 100 mL. Quando
necessario o uso de concentracées menores, fez-se a diluicdo desta.

A solucdo de hexacianoferrato (lll) de potassio 0,1 mol L™ foi

preparado a partir de 0,0329 g de K3Fe(CN)g dissolvidos em 1,0 mL em agua.
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Solugbes estoque de EE2 e CPA foram preparadas na
concentracdo de 0,1 mol L™ pela dissolucdo de 0,029641 g em etanol e
0,0417 g em acetona, respectivamente, em um eppendorf de 1,0 mL. Para o
uso de concentragbes menores, foram realizadas diluicdes em tamp&o BR
(com 15 % etanol (v/v) para o EE2) a partir dessas solu¢des estoque.

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 feitas utilizando uma balanga analitica
Marte/Shimadzu modelo AY220 com precisdao de £ 0,1 mg. As medidas de
pH das solucdes foram feitas utilizando um pHmetro AZ86505 Bench Top
Water. O banho de ultrassom utilizado foi um QUIMIS® modelo Q33502.
Para as medidas voltamétricas e amperométricas foi utilizado um
potenciostato/galvanostato HAUTOLABIII/FRA2 interfaciado a um
computador e gerenciado pelo software GPES.

As medidas voltamétricas foram realizadas em uma célula
eletroquimica de compartimento Unico com capacidade para 20,0 mL com
trés eletrodos: o eletrodo de trabalho utilizado foi o EDDB (area geométrica
de 0,383 cm?), como eletrodo de referéncia o Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™) e um
fio de platina utilizado como eletrodo auxiliar. Na Figura 4 € mostrado um
adaptador de Teflon® para o filme de DDB, o qual foi utilizado, na célula
eletroquimica convencional, para a realizacdo dos pré-tratamentos
eletroquimicos.

O filme de DDB foi fabricado pela NeoCoat (Suica), com um teor
de boro de 8000 ppm sintetizado sobre um substrato de silicio monocristalino
dopado pela técnica de deposi¢cdo de vapor quimico por filamento aquecido
(HF-CVD - Hot Filament Chemical Vapor).
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Figura 4 - Adaptador para o eletrodo de trabalho (EDDB).

a -

Fonte: O préprio autor.

Na Figura 5 € mostrado um esquema do sistema FIA utilizado
acoplado a célula eletroquimica do tipo wall-jet/camada delgada. O sistema
FIA foi constituido de uma linha Unica composta por um sistema propulsor,
um injetor com alcas de amostragens e linhas de conducdo de tubos de
polietileno 0,8 mm de diametro interno. O sistema propulsor usado foi uma
bomba peristaltica da marca Ismatec IPC. As amostras e solucdes foram
introduzidas em um sistema em fluxo utilizando um injetor manual construido
em acrilico.

O funcionamento do sistema FIA consiste na passagem continua
de uma solucdo carregadora (ou eletrélito suporte) pela bomba peristaltica
(1), passando pelo sistema injetor (2) até o eletrodo de trabalho (EDDB) (3)
que foi conectado ao potenciostato/galvanostato (4), obtendo-se assim, sinais
de corrente pelo tempo. Apdés a estabilizacdo do sinal apresentado pela
solucado carregadora (contribuicdo apenas da corrente capacitiva), faz-se a
injecdo da amostra pelo sistema injetor (2) e, desta maneira, a amostra
percorre a alca de amostragem chegando ao eletrodo de trabalho. As
solucdes carregadoras e as amostras sao descartadas pelo tubo de acgo inox,

que também é utilizando como eletrodo auxiliar.
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Figura 5 — Esquema do sistema FIA em linha Unica acoplada a célula
eletroguimica. (1) bomba peristaltica; (2) injetor de amostra; (3) célula
eletroguimica wall-jet/camada delgada; (4) potenciostato/galvanostato e (5)

computador (sistema GPES).

2 (4)
(2) 3)
]
e Elim = MM
(5)

Eletrolito suporte Descarte

Amostra

Fonte: O préprio autor.

A célula eletroquimica utilizada no sistema FIA apresenta
configuracdo wall-jet/camada delgada, em que o eletrodo de trabalho foi o
EDDB, o eletrodo de referéncia foi um Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™) e o eletrodo

auxiliar foi um tubo de aco inox, como mostrado na Figura 6.
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Figura 6 — Fotografia mostrando a célula eletroquimica wall-jet/camada
delgada. 1 — adaptador o-ring para o encaixe do EDDB; 2 — célula fechada; 3
— eletrodo de referéncia; 4 — célula montada com (a) eletrodo de referéncia
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L), (b) eletrodo auxiliar (tubo de aco inox) e descarte,
(c) eletrodo de trabalho (EDDB) e (d) linha de conducédo do sistema FIA.

Fonte: O préprio autor.

As medidas cromatograficas foram realizadas em um
cromatografo Shimadzu LC-20AD/T LPGE KIT equipado com a um detector
de arranjo de diodos (Téquio, Japdo) e uma coluna C18 (Phenomenex — 250

mm x 4,5 mm) com tamanho de particulas de 5 pm.

3.3 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

A limpeza do EDDB foi realizada todos os dias, previamente ao
uso, em banho ultrassom com alcool isopropilico por 5 minutos, seguido da
limpeza com agua ultrapura por mais 5 minutos.

O pré-tratamento eletroguimico foi realizado apenas no inicio do

dia apds a limpeza do EDDB e antecedendo as medidas realizadas para o
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EE2 e para o CPA. Ambos os pré-tratamentos foram realizados em solucéao
de acido sulfarico 0,5 mol L™, no pré-tratamento anédico (PTA) aplicou-se
uma densidade de corrente de +100 mA cm™ durante 30 s para condicionar e
limpar o eletrodo, e em seguida, realizou-se o pré-tratamento catédico (PTC)
aplicando-se -100 mA cm? durante 140 s a fim de obter um EDDB com
terminacéo superficial preferencialmente em hidrogénio.

No desenvolvimento dos procedimentos eletroanaliticos para a
guantificacdo dos hormoénios, EE2 e CPA, foi utilizada a técnica
cronoamperomeétrica convencional. Inicialmente, foi estudado o melhor
potencial de deteccao para cada um dos hormdnios. Os valores de potencial
estudados para o EE2 foram de 0,8 a 1,25 V e para o CPA foram de 1,5a 2,0
V. Em seguida, otimizou-se os parametros do sistema FIA: alca de
amostragem, os valores estudados variaram entre 50,0 e 500,0 puL e vazéo
da bomba peristéltica cujos valores estudados foram de 0,60 a 4,40 mL min™,
com o intuito de encontrar as melhores condicdes que proporcionassem alta
frequéncia analitica.

Para a construcdo das curvas analiticas do EE2 e CPA, foram
feitas sucessivas injecbes (N = 3) das respectivas solucbes em
concentracfes diferentes com o eletrolito suporte escolhido para cada
hormoénio. Foram obtidos amperogramas nos quais 0s sinais de corrente
foram proporcionais as concentracfes adicionadas. As curvas analiticas
foram realizadas em triplicata.

O estudo de repetibilidade intra-dias foi realizado através
injecbdes sequenciais (N = 10) de duas concentracdes diferentes de EE2 ou
CPA. E a repetibilidade entre-dias foi realizada através de injecdes (N = 3) de
duas concentracdes diferentes de EE2 ou CPA em 5 dias diferentes.

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacdo (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)
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Na qual, o é desvio padrao de dez medidas da solucao do
branco dividido por m que é o coeficiente angular da curva analitica (LONG;
WINEFORDNER, 1983).

O estudo de interferentes foi efetuado nas condicdes
experimentais estabelecidas no desenvolvimento do método eletroanalitico.
Os possiveis interferentes foram adicionados na razdo de concentracdo de
1:1 (analito : interferente) separadamente e, na razao de concentracédo de 1:1
com todos os interferentes juntos. Os resultados obtidos foram comparados
com aqueles obtidos usando-se apenas a solugcdo padrdo do EE2 e ou CPA.
Os compostos estudados como interferentes foram acido urico (AU), lactose
(LAC) e ureia (U).

3.4 PREPARO DE AMOSTRAS

No preparo das amostras de formulacdes farmacéuticas, marcas
A e B para o0 EE2 e marca A para o CPA, 10 comprimidos de cada
formulacdo foram pesados e macerados em um graal com auxilio de um
pistilo até a formacdo de um po fino e homogéneo. A massa correspondente
a 1 comprimido foi pesado e transferido para um baldo volumétrico de 10 mL
contendo etanol (para o EE2) e acetona (para o CPA) e levado ao banho
ultrassom por 10 minutos.

Para as amostras, aliquotas de 490 e 420 pL, marcas A e B para
o EE2, respectivamente, foram transferidos para um baldo volumétrico de 10
mL e completados com o eletrélito suporte tampdo BR 0,04 mol L™ pH 2,0 (15
% etanol v/v), previamente a injecdo de cada amostra no sistema em fluxo.
Ja para a amostra de marca A contendo CPA, uma aliquota de 750 puL foi
transferida para um baldo volumétrico de 10 mL e completado com o melhor
eletrélito de suporte que foi o tampdo BR 0,04 mol L™ (pH 2,0).

As amostras de agua do lago Igapé (Londrina — PR) foram
coletadas em um frasco de plastico limpo e transparente, e foram
armazenadas em geladeira a aproximadamente 4° C. Posteriormente, foi

filtrada em membrana e utilizada no preparo de uma solugdo de tampao BR
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0,04 mol L™ (pH 2,0). Os experimentos foram feitos em triplicata, em que
foram adicionadas aliquotas da solucdo padrdao de EE2 as amostras. A partir
dos sinais de corrente obtidos, foi possivel realizar-se os testes de adicéo e
recuperacao nessas amostras.

O preparo da amostra de urina sintética foi realizado conforme
descrito por Laube et al (2001) em que foram pesados 0,110 g de
CaCl,.2H,0; 0,296 g de NacCl; 0,225 g de Na,SOg4; 0,140 g de KH2POy4; 0,160
g de NH4Cl e 2,5 g de ureia e foram dissolvidos em um baldo volumétrico de
100 mL e completados com agua ultrapura. Para o preparo das amostras de
urina, 100 pL de urina sintética foi transferida para baldes volumétricos de 10
mL e fortificadas com EE2 e CPA, individualmente, e completados com
tampao BR 0,04 mol L™ (pH 2,0). Desta maneira, foram quantificados EE2 e
CPA nas amostras pelo teste de adi¢cédo e recuperacao.

Para as medidas utilizando-se a CLAE, foram pesados 10
comprimidos dos medicamentos, marcas A e B para o EE2 e marca A para o
CPA, macerados e pesado a massa correspondente a 1 comprimido.
Posteriormente, foram dissolvidos para 5,0 mL com a fase mével metanol
agua (80:20 v/v/) e foram filtradas previamente as injecdes. Apds 0 preparo
das soluc¢des, um volume de 20,0 pL foi injetado na coluna cromatografica

para a separacao dos analitos e posterior deteccéo.

3.5 METODO COMPARATIVO

Para ambos os horménios (EE2 e CPA) o método comparativo
utilizado foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccéo
UV-vis. O procedimento descrito por Laban et al. (2004) com algumas
modificacdes foi utilizado para a determinacédo de EE2 e CPA.

Uma coluna cromatografica C18 foi utilizada como fase
estacionaria e como fase movel foi utilizada uma mistura de metanol:agua
(80:20, v/v) com eluicdo no modo isocréatico, vazéo de 1,0 mL min™ e volume
de injecdo de 20,0 pL. O comprimento de onda selecionados no detector
DAD foi de 220 nm.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DETERMINACAO DA AREA ELETROATIVA DO EDDB

Para estimar a area eletroativa do EDDB utilizou-se a Equacéo
(3) de Randles-Sevcik: (WANG, 2006).

Ip/ v*? =+ (2,69 x 10°)n*?ADY*C (Eq. 3)

Na qual A é a &rea eletroativa do eletrodo, em cm? DY? é o

coeficiente de difusdo para o Ks[Fe(CN)es] que é igual a 7,60 x 10° cm? s™; n
€ o numero de elétrons envolvidos na reagdo para o K;[Fe(CN)s] que é igual

al: v’

é a raiz quadrada da velocidade de varredura (v) (mV s™); Ip é a
corrente de pico (A) e C é a concentracdo de Kz[Fe(CN)g] 1,0 x 10° mol cm®,

Na Figura 7 (A) sdo apresentados os voltamogramas ciclicos
obtidos em diferentes velocidades de varredura de potencial para o EDDB-
PTC e, na Figura 7 (B) a relacdo linear entre Ip e v?, cuja equacdo da
regressdo linear obtida foi: y = 8,278 x 10° + 5,054 x 10° X, (R? = 0,999). O
coeficiente angular foi utilizado na Eq. 3 para o calculo da area eletroativa do
EDDB-PTC utilizado neste trabalho. A area geométrica do EDDB é de 0,385
cm?e a area eletroativa obtida foi de 0,383 cm?.

Estudos realizados por Holt e colaboradores (2004) utilizando a
microscopia de forca atbmica com ponta condutora e também a microscopia
eletroquimica, mostraram que o EDDB possui uma superficie
predominantemente isolante com pequenas areas condutoras (menores do
que 2,0 um de diametro) e que sao distribuidas randomicamente de maneira
ndo uniforme sobre a superficie, por isso, mesmo com a rugosidade do filme

sua area eletroativa ndo é maior que a geomeétrica.
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Figura 7 — (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em solugcdo de Kj3[Fe(CN)g]
1,0 mmol L™ em diferentes velocidades de varredura de potencial (10 — 500
mV s™) utilizando um EDDB (4area geométrica = 0,385 cm?). (B) Relacdo

linear obtida de Ip vs. v*/2.
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4.2 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO EE2 SOBRE O EDDB

Utilizando a VC, foram realizados experimentos com o EDDB a
fim de avaliar os processos de oxidacdo e/ou reducdo para o EE2 em
solucdo tampdo BR 0,04 mol L™* pH 2,0 (15 % etanol v/v). As medidas
voltamétricas necessitaram de agitacao da célula antecedendo cada medida
realizada, em que a otimizacao do tempo de agitacado foi de 1,15 minutos.

Foi realizada uma varredura na VC em toda a janela de potencial
do EDDB (-1,5a +2,5 V).

O voltamograma obtido com o EDDB, apresentado na Figura 8,
mostrou que o EE2 apresenta um Uunico pico de corrente andodico em
aproximadamente, 0,97 V, ou seja, foi observado apenas um processo de
oxidacdo. Nao foi observado nenhum pico de corrente catddico (reducéo), o
gue indica um processo irreversivel de oxidacdo do EE2. Esses resultados

estdo de acordo com trabalhos apresentados na literatura (SMAJADOR et al.,
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2017; PEREZ et al., 2016; GHONEIM et al., 2006; LI 2007; PAVINATTO et
al., 2015).

Figura 8 — Voltamograma ciclico obtido em solucdo tamp&o BR 0,04 mol L™ pH
2,0 (15 % etanol v/v) na presenca (—) de EE2 50,0 umol L™ e na auséncia (—)
utilizando o EDDB-PTC. v =50 mV s™.
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O efeito de dois diferentes pré-tratamentos eletroquimicos (descritos
na sessao 3.3) sobre a superficie do EDDB também foram avaliados, a fim de obter
melhor resposta eletroquimica para a determinacédo do EE2.

Na Figura 9 sdo mostrados os voltamogramas ciclicos obtidos com o
EDDB pré-tratado anodicamente (EDDB-PTA) e com o EDDB pré-tratado
catédicamente (EDDB-PTC) em solucdo tamp&do BR 0,04 mol L™ (pH 2,0) contendo
EE2. Observou-se que houve uma melhora significativa na resposta eletroquimica
para o EE2 com o EDDB-PTC, além de um pequeno deslocamento de potencial de
oxidacdo para valores menos positivos e aumento da intensidade de corrente

guando comparado ao EDDB-PTA.
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Figura 9 — Voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo de tampao BR 0,04
mol L™ pH 2,0 (15 % etanol v/v) contendo EE2 50,0 pmol L™ utilizando o
EDDB-PTA (—) e 0 EDDB-PTC (—).v=50 mV s™.
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O EDDB quando pré-tratado catodicamente adquire caracteristicas
hidrofébicas e o EE2, por possuir um alto valor de log Kow e baixa solubilidade em
agua, também possui caracteristicas hidrofébicas. Assim, ha uma maior facilidade
de interacdo do EE2 com o EDDB-PTC. Esses resultados estdo concordantes com
os resultados apresentados em trabalhos encontrados na literatura, nos quais
foram observados melhores desempenhos na determinacdo de hormdnios
estroégenos utilizando-se o EDDB-PTC (PEREZ et al., 2016; BROCENSCHI et al.,
2014a,b; SANTOS et al., 2010).

4.2.1 EFEITO DO pH E ELETROLITO SUPORTE PARA A DETERMINACAO DO
EE2

O estudo de pH e do eletrdlito suporte sdo importantes para o
desenvolvimento do método analitico, pois possuem influéncia direta na resposta

eletroquimica dos analitos.
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Sendo assim, os eletrdlitos suportes utilizados neste estudo foram
H,SO,4, tampéao fosfato e o tamp&o BR. Os voltamogramas obtidos com o EDDB-
PTC em solucdo contendo EE2 50,0 pmol L™ nos diferentes eletrélitos suporte

estdo apresentados na Figura 10.

Figura 10 — Voltamogramas ciclicos obtidos para EE2 50,0 umol L™ em
diferentes eletrélitos suporte: tampdo BR 0,04 mol L™ pH 2,0 (—), tampé&o
fosfato 0,01 mol L™* pH 2,0 (—), H,SO4 0,01 mol L™ (—) utilizando o
EDDB-PTC.v=50mV s™.
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Analisando a Figura 10, o eletrdlito suporte que apresentou melhor
definicdo de pico e menor potencial de oxidacdo para o EE2 foi o tampédo BR. Além
disso, apresentou maior magnitude de corrente e menor desvio padrdo relativo
(DPR) entre as medidas (< 1,0 %, N = 3) indicando uma melhor precisdo na
determinacao do EE2.

A melhora na resposta eletroquimica obtida para ao EE2 com o
tampdo BR pode estar relacionada com o fato dos ions sulfato e fosfato
apresentarem maior adsorcdo na superficie do eletrodo, influenciando no

carregamento da dupla camada elétrica e, consequentemente, dificultando a
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oxidacao do EE2, o que leva a maiores potenciais de oxidacdo e menor magnitude
corrente.

ApoOs a escolha do eletrolito suporte, foi realizado um estudo da
concentracdo hidrogeniénica do meio (pH). Os voltamogramas ciclicos obtidos séo

mostrados na Figura 11.

Figura 11 — Voltamogramas ciclicos obtidos para EE2 50,0 pmol L™ em
solucdo de tamp&o BR 0,04 mol L™ nos pHs: 2,0 (—), 4,0 (—), 6,0 (—),
8,0 (—) e 10,0 (—) utilizando um EDDB-PTC. v=50 mV s™.

o6 09 12 15
EIV vs. Ag/AgCI

Ao analisar os voltamogramas, observou-se que com a elevacdo do
pH ocorre uma diminuicdo significativa da magnitude corrente e, os picos de
oxidacdo apresentam-se mais alargados. Sendo assim, o valor de pH selecionado
foi 2,0 pois obteve melhor definicdo de pico, maior intensidade de corrente e menor
DPR (<1,0 %, N = 3) entre as medidas.

Em um trabalho publicado por Brocenschi et al. (2014c), para a
determinacdo de estrona com com o EDDB, os autores relataram que o valor da
corrente de oxidagédo da estrona decai com o aumento do valor do pH, 0 mesmo

aconteceu pra o EE2, neste trabalho. A estrona € um outro estrogénio de estrutura
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guimica semelhante, que difere do EE2 apenas nos grupos funcionais ligados ao
anel ciclopentano.

Na Figura 12 é mostrado um grafico de distribuicdo das microespécies
para o EE2 e sua relagdo com com o pH do meio.

Figura 12 — Gréfico de distribuicdo das microespécies para o EE2.
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Fonte: www.chemicalize.com

O pKa do EE2 é igual a 10,4 como mostrado na Figura 12, logo, em
pH 2,0 a molécula de EE2 estard neutra (sem carga). A melhor resposta
voltamétrica foi obtida com o EDDB pré-tratado catodicamente (terminacéo
preferencialmente em hidrogénio), mostrando uma melhor interacdo entre a
molécula de EE2 neutra e o EDDB-PTC.
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4.2.2 EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA

De acordo com a literatura, um dos parametros utilizados para
identificar se o transporte de massa da reacdo € controlado por difusdo ou
adsorcado das espécies a superficie eletrédica € por meio do estudo da
velocidade de varredura.

Na Figura 13 (A) sdo mostrados os voltamogramas ciclicos
obtidos em tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 2,0 (15 % etanol v/v) para o EE2 em
diferentes velocidades de varredura. Observou-se que com o0 aumento da
velocidade de varredura, houve um aumento na magnitude do sinal de
corrente e um deslocamento do potencial de oxidacdo do EE2 para valores
mais positivos, sendo este comportamento caracteristico de processos
irreversiveis (DUARTE et al., 2014; GAN et al., 2013; VEGA et al., 2007;
BARD e FAULKNER 2001; SMAJADOR et al., 2017; MARTINEZ et al., 2012;
SILVA et al., 2015).

Pode-se observar também que a intensidade de corrente varia
linearmente com a raiz quadrada da velocidade de varredura (Figura 13 (B)),
descrita pela equacgdo Ipgez = - 1,0713 + 0,5884 v*?, (R? = 0,981), indicando
que o processo de oxidacdo é controlado preferencialmente por difusdo das
espécies eletroativas a superficie do eletrodo (FELIX et al., 2007; GAN et al.,
2013; SJAMADOR et al., 2017; LORIMER et al., 2004; BARD e FAULKNER
2001).

Com os dados obtidos neste estudo e para confirmar o processo
de difusao, construiu-se também um grafico do logaritmo de Ip pelo logaritmo
de v, como apresentado no grafico inserido na Figura 13 (B). O coeficiente
angular obtido pela equacéo da reta (log Ipee2 = - 6,5208 + 0,5953 log v, (R®
= 0,989)) de 0,5953 é muito proximo ao valor tedrico descrito na literatura
(0,5) para sistemas controlados por difusdo das espécies (GOSSER 1993;
SJAMADOR et al., 2017; GARCIA et al.,, 2007; GAN et al., 2013). Desta
maneira, confirma-se que o processo de oxidacdo do EE2 é controlado

preferencialmente por difusdo das espécies a superficie do EDDB.
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Figura 13 — (A) Voltamogramas ciclicos obtidos para EE2 100,0 umol L™, em
tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 2,0, em diferentes velocidades de varredura: (a —
i: 10, 30, 50, 70, 100, 150, 200, 250, 300 mV s™) utilizando o EDDB-PTC. (B)
Dependéncia de Ip vs. v? para EE2. O gréfico inserido corresponde a
dependéncia de log Ip vs. log v para o EE2.
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O coeficiente de difusdo (Do) para o EE2 foi calculado a partir da
equacado 4 [ANDRIEUX e SAVEANT 1978], onde F é a constante de Faraday
(9,6485 x 10* C mol™), A é a area geométrica do eletrodo (0,385 cm?), Co é a
concentragdo do EE2 (1,0 x 10® mol L?), R é a constante universal dos
gases (R = 8,314 J mol* K™), T é a temperatura (298 K), v é a velocidade de

varredura (mV s) e i é a corrente de pico (pA).
i = 0,496FACDo"*(F/RT)V? (Eq. 4)

O valor obtido para o Do foi de 9,0 x 102 cm? s*. Também foi
possivel estimar o numero de elétrons envolvidos na reacao de oxidacao do
EE2 usando a Equacédo 5 [WANG 2006; PLETCHER et al., 2011] e os dados
obtidos do gréafico j vs. v (Figura 14 (A)).

j = (2,99 x 10°)n(ang)”Do”*Cov” (Eq. 5)
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j é a densidade de corrente (LA cm?), n representa o nimero de elétrons, a é
o coeficiente de transferéncia de carga, n, € o numero de elétrons envolvidos
na transferéncia de carga, Do é o coeficiente de difusdo (cm? s™), Co é a
concentracdo do EE2 (1,0 x 10° mol L) e v é a velocidade de varredura (mV
s,

Figura 14 — Gréficos obtidos para (A) j vs. v*’2 e (B) Ep vs. log v.
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Para estimar o valor de n, primeiramente foi necessario calcular o
valor de an, que pode ser obtido a partir Equacdo 6 (BARD e FAULKNER
2001) e da relacéao linear obtida entre o potencial de pico anddico (Ep) e o log

v (Ep = 0,96248 + 0,19119 log v) como mostrado na Figura 14 (B).
Ep = (1,15RT/any) log v (Eq. 6)

O valor de an, obtido foi igual a 0,154. Por fim, usando a
Equacdo 5 e o coeficiente de difusdo foi possivel estimar o numero de
elétrons envolvidos na reacdo de oxidacao do EE2, cujo valor foi igual a 1,81,
podendo ser aproximado para 2 elétrons (PEREZ et al., 2016; NUNES et al.,
2016; Li 2007; VEGA et al., 2007).

Na Figura 15 € mostrado um possivel mecanismo de oxidagao

com a transferéncia de 2 elétrons para o EE2 para horménios estrogenos
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apresentados mostrados em trabalhos encontrados na literatura
(BROCENSCHI et al., 2014c; NGUNDI et al., 2003; PAVINATTO et al., 2015).

Figura 15 — Proposta de mecanismo para a reagdo de oxidacdo do EE2 na
superficie do EDDB-PTC.

+ 2e + 2H'

Fonte: O préprio autor (adaptado de PAVINATTO et al., 2015).

4.2.3 DETERMINACAO AMPEROMETRICA DO EE2 EMPREGANDO O EDDB-
PTC

4231 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA TECNICA
CRONOAMPEROMETRICA E DO SISTEMA FIA

A técnica cronoamperométrica (CA) convencional acoplada ao
sistema FIA foi utilizada para o desenvolvimento do método eletroanalitico
para a determinacdo do EE2. As variaveis estudadas foram: potencial a ser
aplicados para a oxidacdo do EE2, vazdo da bomba peristaltica e volume da
alca de amostragem.

Para o estudo do potencial de oxidacdo do EE2, foi construido o
voltamograma hidrodinamico (Figura 16) em potenciais que variaram de 0,8 a
1,25 V.
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Figura 16 — Voltamograma hidrodinamico obtido para EE2 50,0 pmol L™ em
tamp&do BR 0,04 mol L™ pH 2,0 (15 % etanol v/v) utilizando o EDDB-PTC.
Volume da injecdo = 450,0 puL e vazdo = 3,20 mL min* aplicando-se
diferentes potenciais: 0,8; 0,9; 1,0; 1,1; 1,15; 1,20; 1,25 V.
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Diante dos resultados apresentados na Figura 16, observou-se
que o sinal de corrente aumentou com o aumento da aplicacao de potencial,
e apos o valor de 1,20 V houve uma estabilizacdo na resposta. Sendo assim,
o potencial escolhido para as medidas posteriores foi de 1,20 V, pois
apresentou um bom sinal de corrente e um menor desvio padrao relativo
entre as medidas (< 1,0 %, N = 3).

Na VC, o maximo de corrente para a oxidacdo do EE2 foi obtida
em aproximadamente 1,0 V (Figura 8), contudo, na CA o maximo de corrente
foi obtido em 1,20 V. Esse comportamento pode ocorrer devido a diferenca
no modo de aplicacdo dos potenciais, em que na VC é realizada uma
varredura de potencial a uma velocidade pré-estabelecida, enquanto que na
CA, aplica-se um potencial constante durante todo o tempo de medida.
Ademais, ao se utilizar o sistema FIA também h& a contribuicdo da corrente

convectiva proveniente da agitagcéo da solugao.
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Para a otimizagcao dos parametros do sistema FIA, os valores de
vazdo da solucdo carregadora (tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 2,0) estudados
variaram de 0,60 a 3,80 mL min®. Os sinais de corrente obtidos s&o
apresentados na Figura 17 (A), em que se observou um aumento mais
significativo no sinal de corrente até a vazdo de 2,00 mL min™ seguido de um
aumento mais ponderado até a 3,20 mL min™. Portanto, a vaz&o selecionada
para os estudos posteriores foi o de 3,20 mL min™, pois apresentou boa
definicAo de pico, maior magnitude de corrente e menor desvio padrdo
relativo (< 1,0 %, N = 3) entre as medidas.

Figura 17 — (A) Magnitude da média (N = 3) dos sinais de corrente obtido na
oxidacdo do EE2 100,0 umol L™ em funcédo da vaz&o da solucéo carregadora
(tampdo BR 0,04 mol L™ pH 2,0 (15 % etanol v/v), vazdes: de 0,60; 1,10;
1,60; 1,90; 2,60; 3,20 e 3,80 mL min™. (B) Magnitude da média (N = 3) dos
sinais de corrente obtido na oxidacdo do EE2 50,0 pmol L™ em solucédo de
tampdo BR pH 2,0 (15 % etanol v/v) em funcdo do volume da alca de
amostragem: 50, 100, 150, 250, 350, 450 e 500,0 puL empregando-se o
EDDB-PTC.
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Na Figura 17 (B) sdo mostrados os sinais de corrente em fungéo do
volume da alga de amostragem. Observou-se que, & medida que se aumenta 0s

volumes da alga de amostragem, ha um aumento da magnitude de corrente devido
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ao maior numero de moléculas de EE2 que chegam a superficie do eletrodo e sédo
oxidadas.

Volumes de algcas de amostragem muito altos podem causar
alargamento dos sinais de corrente obtidos, considerando que a solucéo do analito
passa pela célula eletroquimica por um tempo maior, como foi observado com o
volume da alca de 500,0 pL. Diante disso, foi escolhido o volume de 450,0 uL para
alca de amostragem.

A Tabela 3 mostra os parametros que foram estudados e os valores
selecionados para a determinacédo do EE2 ap0s a otimizacdo do sistema FIA, como

descrito anteriormente.

Tabela 3 — Parametros estudados do sistema FIA para o EE2

Parametros Valor estudado Valor selecionado
Potencial (V) 0,8-1,25 1,2
Vazdo (mL min™) 0,60 — 3,80 3,20
Volume da alc¢a (uL) 50,0 - 500,0 450,0
4232 CONSTRUCAO DA CURVA ANALITICA E ESTUDO DE

REPETIBILIDADE INTRA E ENTRE-DIAS

Apos a selecdo do melhor potencial a ser aplicado para a oxidacéo do
EE2 e a otimizacdo dos parametros do sistema FIA, foram realizados experimentos
para a construcdo da curva analitica, nos quais solucbes contendo EE2 em
diferentes concentracfes foram injetadas ao sistema em triplicata.

Por meio dos sinais de corrente obtidos no amperograma foi
construida a curva analitica para o EE2 como mostrado no grafico inserido na
Figura 18.

A curva analitica apresentou boa linearidade e sua equacdo esta

apresentada na Equacao 7:

lee2/ MA = 0,03936 + 0,03727 [EE2 (umol L] (R? = 0,997) (Eq. 7)
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Os limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) calculados foram

0,023 pmol L™ e 0,077 umol L, respectivamente.

Figura 18 — Amperograma obtido utiizando o EDDB-PTC acoplado ao
sistema FIA com a injecao de diferentes concentracdes de EE2: (a — g): 0,07;
0,4; 0,8; 3,0; 5,0; 8,0 e 10,0 umol L™; potencial aplicado: 1,20 V (tamp&o BR
0,04 mol L™ pH 2,0 (15 % etanol v/v). Gréafico Inserido: Curva analitica

obtida para o EE2 no intervalo de concentracdo de 0,07 a 10,0 pmol L™.
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Na Tabela 4 sédo apresentadas algumas condi¢cfes analiticas obtidas
por métodos eletroanaliticos para a determinacdo de EE2 de trabalhos encontrados
na literatura e do método proposto.

O método proposto por Ghonein e colaboradores (2006) para a
determinacdo do EE2 apresentou faixa linear de concentracdo e LD menores
do que o obtido neste trabalho. Entretanto, os autores utilizaram como
eletrodo de trabalho o eletrodo gotejante de mercurio, que apresenta alta
toxicidade dificultando seu manuseio.

Liu e colaboradores (2011), assim como nesse trabalho,
empregaram a CA-FIA para determinacdo de EE2. Entretanto, os autores

utilizaram eletrodos modificados que necessitam de um longo tempo de
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preparo. Além disso, a faixa linear de concentracdo e o LD foram maiores do
que os valores obtidos neste trabalho empregando o EDDB, que nao

necessita de modificagéo superficial.
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Tabela 4 — Condi¢des analiticas de métodos eletroanaliticos para a determinacdo do EE2 previamente reportado na literatura
comparado ao método proposto

Intervalo linear de

Técnica Eletrodo concentragao LD -1 Caracteristicas Analiticas Referéncia
(umol L) (hmol L)
e Tempo de acumulacgéo
SWAdCSV® Eletrodo de mercurio 0,0019 - 0,60 0,0059 e Desoxigenagdo com (GHOEIOEAZI) etal,
nitrogénio

e Modificacao de eletrodo
LSV® Pasta de carbono 0,05-20,0 0,030 e Uso de surfactantes (LI 2007)
e Tempo de acumulacéo

e Uso de solventes

CL-EC® CNTs modificado com 1,0-100 0,34 organicos (VES&% al.,
GCE e Preparo de amostra
e Longo tempo para
cA-Fiad  NITTPS/IMWNCT/G 0,2 — 60,0 0,12 modificagao (LIU et al., 2011)
CE e Complexos metalicos
e Eletropolimerizacéo
Carbon Black e Longo tempo na
VPD® modlflcado, com 0.25-30 013 modlflca(;ao,(~ 3 horas); (SJAMADOR et
carbono vitreo e FEtapa de pré- al., 2017)
concentracao.
EDDB modificado e Longo tempo de
f com carbon black P (GAN et al.,
VOQ oxidado 0,005 -0,10 0,009 modificacao 2013)

e Plasma de hidrogénio
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Longo tempo de

(PAVINATTO et

f .
VOQ FTO-(Chi/CNTSs)3 0,05-20,0 0,090 modificacso al., 2015)
7 Longo tempo de
voQ' MWCNT's/GCE 1,02x10°-2.36x 337, 10% modificacio Etapa de pré-  (MARTINEZ et
10 ~ al., 2012)
concentracédo
Sem necessidade de
voQ' EDDB-PTC 0,99 -5,2 0,24 tratamento de amostra ou (PEZEiSt al,
etapas de extracao
Eletrodo sem modificacao
Sem necessidade de
tratamento de amostra ou
CA-FIA? EDDB-PTC 0,070-10,0 0,023 etapas de extracao Este trabalho

Alta frequéncia analitica
Uso de bomba peristaltica

4Sw-AdCSV = Voltametria adsortiva de redissolucéo catddica por onda quadrada (Square Wave Adosrptive Cathodic Stripping Voltammetry)

PL SV = Voltametria de varredura linear

‘CL-EC = Cromatografia Liquida acoplada a espectrometria de massas

dCA-FIA = Cronoamperometria acoplada ao sistema FIA

°VPD = Voltametria de pulso diferencial

"VOQ = Voltametria de onda quadrada
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Gan e colaboradores (2013) e Martinez e colaboradores (2012)
obtiveram faixas lineares e LDs em menores concentragcdes do que o
apresentado no método proposto. Contudo, foram utilizados eletrodos
modificados que necessitam de um longo tempo de preparo, além de
algumas especificidades que dificultam o preparo destes sensores, tais
como: uso de plasma de hidrogénio a uma pressao de 60 mBar, a 600° C por
30 minutos, para produzir uma superficie hidrofébica do eletrodo,
imunoensaio eziméatico e dispositivo de papel.

O método proposto por Perez e colaboradores (2016) & simples
comparado aos outros metodos, rapido e nao ha a necessidade de
modificacdo de eletrodo. Os autores utilizaram a voltametria de onda
quadrada (VOQ) e o EDDB-PTC para a determinacdo de EE2 em amostras
de agua de rio, com recuperacgdes que variaram de 86,1 a 114,0%. Contudo,
a faixa linear de concentracdo e os valores de LD e LQ obtidos pelos autores
foram superiores aos valores obtidos neste trabalho. Além disso, ao utilizar-
se o sistema FIA aumenta-se a frequéncia analitica do método, diminui-se o
consumo de reagentes, diminui-se o0 erro aleatdério ao utilizar alca de
amostragem, pois apenas o volume referente ao volume da alca selecionado
sera introduzido no sistema. E ha também a possibilidade de uma maior
automatizacao do sistema.

Com isso, o0 método proposto utilizando o EDDB-PTC com
deteccao cronoamperométrica acoplado a um sistema FIA mostrou-se como
uma alternativa eficaz para a determinacdo rapida do EE2 sem a
necessidade de pré-concentracao e modificacdo de eletrodo.

Ademais, ndo foi encontrado na literatura trabalhos que utilizem
o EDDB-PTC com deteccdo amperométrica empregando-se o sistema FIA
para a determinacéo de EE2.

Desta maneira, realizou-se o estudo de repetibilidade intra-dias e
entre-dias. A repetibilidade intra-dias foi determinada por sucessivas medidas
realizadas no mesmo dia (N = 10) de solugdes contendo EE2 em duas
concentragcOes diferentes. A repetibilidade entre-dias foi determinada por

medidas realizadas em 5 dias diferentes (N = 5) com duas solu¢cdes de EE2
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com concentracdes diferentes. Os desvios padrdes relativos (DPR) obtidos
estdo apresentados na Tabela 5. De acordo com os resultados obtidos, o
método desenvolvido para a determinacdo do EE2 apresenta boa precisao,
com DPR menores do 6,0%.

Tabela 5 — Resultados obtidos para o estudo de repetibilidade intra e entre-
dias para o EE2

EE2 (umol L™ Intra-dias DPR? (%) Entre-dias DPR® (%)
0,08 5,4 3,3
0,50 2,5 3,8

3(n=10); °(n=3)

4.2.3.3 DETERMINACAO DO EE2 EM AMOSTRA DE MEDICAMENTO,
AGUA DO LAGO IGAPO E URINA SINTETICA UTILIZANDO O METODO
PROPOSTO.

Incialmente foi avaliado o efeito de possiveis interferentes,
geralmente encontrados na matriz das amostras analisadas para
determinacéo do EE2.

As substancias analisadas foram acido urico (AU), lactose (LAC)
e ureia (U). Para avaliar se haveria a interferéncia das substancias no sinal
analitico, foi utilizada uma proporcédo de 1:1 (EEZ2:interferente) e também foi
realizado um teste na presenca de acido Urico e ureia, pois ambos estédo

presentes na urina. Os resultados estdo mostrados na Tabela 6.

Tabela 6 — Erros relativos obtidos no estudo de interferentes para o EE2

Interferente Erro Relativo (%)
Acido Urico 0,84
Lactose 4,80
Ureia 0,70

Acido Urico:Ureia 0,68
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Diante dos resultados obtidos, nota-se que 0s possiveis
interferentes ndo causam alteracdo significativa na resposta eletroquimica
para o EE2, visto que os erros relativos foram menores do que 5,0% para
todas as amostras.

Em amostras ambientais e biolégicas, como as amostras de
aguas e urina, pode haver a presenca de outros hormdnios estrogénicos,
como o estradiol, estrona e estriol (BROCENSCHI et al. 2014a), todos esses
se oxidam na mesma regido de potencial do EE2, portanto, certamente irdo
interferir na determinacdo deste. Neste caso, seria possivel realizar uma
quantificacdo dos estrogénios totais e ndo apenas do EE2.

A CLAE foi utilizada como meétodo comparativo ao método
proposto na determinacdo de EE2 em amostras de medicamentos. Nas
condicdes experimentais ja descritas (secao 3.5), o EE2 apresentou tempo
de retencdo de 4,80 min. O cromatograma e a curva analitica estao
apresentados na Figura 19.

A equacéao da curva analitica obtida para EE2 por CLAE foi:

A (a.u.) = 18559,65 + 6851,36 [EE2 (umol L™)] (R? = 0,998) (Eq. 8)
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Figura 19 — Cromatogramas obtidos para o EE2 (a — g): 10, 30, 50, 70, 90,
200 e 400 pmol L™ (t = 4,80 min; A= 220 nm), fase mével metanol/agua
(80:20 v/v) e vazdo de 1,0 mL min™®. Gréafico inserido: Curva analitica obtida
para o EE2 na faixa de concentracdo de 10 a 400 umol L™,
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As dosagens de EE2 nos medicamentos marcas A e B, eram de
0,030 e 0,035 mg por comprimido, respectivamente. Ressalta-se que para o
meétodo proposto o preparo da amostra foi apenas a dissolucdo em etanol e,
posterior diluicdo no eletrdlito suporte, evidenciando a rapidez e viabilidade
do método.

Na Tabela 7 estdo apresentados o0s resultados obtidos pelo

método proposto (CA) e o método comparativo (CLAE).

Tabela 7 — Resultados obtidos na determinacdo de EE2 em amostras de

medicamentos usando o método proposto e 0 método cromatografico

Quantidade (mg comprimido™)?

Amostra Rotulado CLAE CA-FIA Erro (%)°
A 0,030 0,026 + 0,002 0,028 + 0,006 7,70
B 0,035 0,041 + 0,003 0,039 + 0,003 -5,13

®Média de 3 injeces.
®Erro (%) = 100 x (método CA-FIA — método CLAE) / método CLAE
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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 0,56 e 0,85, respectivamente. Sendo o valor
critico de t tabelado igual a 2,78, considera-se que o método proposto
empregando CA-FIA e o procedimento de referéncia empregando-se a CLAE
nao apresentaram diferencas significativas a um nivel de confianca de 95%.

O método proposto também foi utilizado em estudos de adicéo e
recuperacdo de EE2 em amostras de agua do lago Igap6 (Londrina — PR) e
urina sintética. A essas amostras foram adicionadas duas concentracdes
diferentes de EE2, e os resultados das recuperacdes, de acordo com o0s

sinais de corrente obtidos, estdo mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 — Resultados obtidos na determinacdo de EE2 em amostras

ambientais e bioldgicas

Amostra Adc.? (umol L™ Rec.” (umol L™ Recuperacao (%)
] 0,080 0,085 + 0,008 106
Agua
0,50 0,47 +0,03 94
. 0,080 0,083 + 0,004 104
Urina
0,50 0,52 + 0,05 104

2Adc.: Valor Adicionado

Rec.: Valor Recuperado

Como pode ser observado na Tabela 8, as recuperacdes de EE2
nas amostras de agua do lago Igapé foram de 106 e 94% e para a urina
sintética ambas foram de 104%. Esses valores de recuperacdo indicam que
ndo houve interferéncia significativa da matriz das amostras na quantificacéo
do EE2. Além disso, o método proposto pode ser utilizado na analise de
amostras reais, ou seja, amostras que estejam realmente contaminadas com
esse hormonio, no caso das amostras de agua, ou que contenham o EE2, no
caso das amostras de urina.

Desta maneira, o procedimento eletroanalitico desenvolvido se

mostrou simples, rapido e eficiente para a determinacdo de EE2, com a
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possibilidade de realizar-se a quantificacdo deste em amostras
farmacéuticas, biolégicas e ambientais considerando seu baixo LD e LQ.
Ademais, apresentou vantagens como um menor consumo de reagentes,
gquando comparado a outras técnicas analiticas, e baixo tempo de analise
com uma frequéncia analitica de 83 determinac¢des por hora.

4.3 COMPORTAMENTO ELETROQUIMICO DO CPA SOBRE EDDB

A VC com o eletrodo de DDB em solucéao contendo CPA também
foram empregados com o objetivo de se observar a presenca de processos
de oxidacgéo ou de reducao deste.

Na Figura 20 sdo apresentados os voltamograma obtidos apenas
para o eletrélito suporte (tampdo BR 0,04 mol L™ pH 2,0) e para o CPA.
Observou-se apenas um pico de corrente anodica em 1,60 V, ndo sendo
observados picos de reducdo no sentido inverso de varredura de potencial.
Isso indica um comportamento irreversivel de oxidacao deste horménio. Esse
mesmo comportamento eletroquimico do CPA foi mostrado no trabalho de El-
Enany et al., (2010).
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Figura 20 — Voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo de tampéao BR 0,04
mol L™ pH 2,0 na presenca (—) de CPA 50,0 umol L™ e na auséncia (—),
utilizando o EDDB-PTC.v =50 mV s™.

05 10 15 20
EN vs. Ag/AgCI

O efeito dos pré-tatamentos eletroquimicos sobre EDDB no
comportamento eletroquimico obtido para o CPA também foi avaliado. Os
voltamogramas ciclicos obtidos com o EDDB-PTA e EDDB-PTC em solugao
contendo CPA sdo apresentados na Figura 21. Observou-se uma melhora na
resposta eletroquimica para o CPA em termos de definicdo de pico, intensidade de
corrente e ainda, um pequeno deslocamento no potencial de oxidagdo para um
menor valor, quando o EDDB esta pré-tratado catddicamente (PTC). Assim sendo,
o EDDB-PTC foi escolhido para os estudos posteriores.

Como o CPA possui baixo valor de log P e baixa solubilidade em agua
(Quadro 2), a molécula de CPA apresenta caracteristicas hidrofébicas. E quando o
EDDB é pré-tratado catédicamente (PTC), o eletrodo adquire caracteristicas
hidrofébicas e terminacéo preferencialmente em hidrogénio. Portanto, o CPA possui

uma melhor interacdo com o EDDB PTC.
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Figura 21 — Voltamogramas ciclicos obtidos para em solucdo de tampao BR
0,04 mol L™ pH 2,0 contendo CPA 50,0 pmol L™, utilizando e o EDDB-PTA
(—) e o EDDB-PTC (—).v=50 mV s™.
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4.3.1 EFEITO DO pH E ELETROLITO SUPORTE

O efeito do pH do meio e do eletrdlito suporte também foram
estudados devido a relacdo direta que possuem na resposta eletroquimica do
analito. Assim como para o EE2, os eletrolitos suportes estudados para o CPA

foram o tampéo BR, tampao fosfato e H,SO,4. Os voltamogramas obtidos estéo
apresentados na Figura 22.
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Figura 22 — Voltamogramas ciclicos obtidos para CPA 100,0 umol L™ utilizando o
EDDB-PTC em diferentes eletrélitos suporte: tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 2,0 (—),
tampao fosfato 0,01 mol L™ pH 2,0 (—) e H,S0O4 0, 01 mol L™ (—) v =50 mV s™.
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Desta maneira, o tamp&do BR 0,04 mol L™ pH 2,0 foi selecionado como
o melhor eletrélito suporte para os estudos posteriores. Tais resultados séo
concordantes com o comportamento obtido para o EE2.

O estudo da concentragcdo hidrogeniénica (pH) do meio na resposta
voltamétrica do CPA empregando o EDDB-PTC foi realizado em pHs de 2,0 a 10,0.
Os voltamogramas obtidos estéo apresentados na Figura 23.

Analisando os resultados, para pHs acima de 4,0 nédo foi observado o
pico de oxidacdo do CPA e nota-se que houve um aumento significativo na corrente
capacitiva. Ademais, os perfis voltamétricos obtidos em pHs acima de 2,0 indicam
gue o desprendimento de oxigénio (devido a oxidacdo da agua) inicia-se em
potenciais menores, o que pode dificultar a visualizagcdo do pico de oxidacdo do
CPA.
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Figura 23 — (A) Voltamogramas ciclicos obtidos para CPA 100,0 pmol L™ utilizando
o EDDB-PTC em diferentes concentra¢cfes hidrogenidnicas do tampao BR 0,04 mol
Lt pH 2,0 (—), 4,0 (—), 6,0 (—), 8,0 (—) e 10,0 (—). (B) Voltamogramas em
pH2,0(—)e 4,0 (—).v=50mV s™
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Em pH 4,0 nota-se pico de oxidacdo, porém com pouca definicdo e
menor intensidade de corrente quando comparado ao obtido em pH 2,0. Desta
maneira, o valor selecionado para os estudos posteriores foi de pH 2,0. Ibrahin e
colaboradores (2018) também observaram que acima de pH 5,0 havia um
decaimento da magnitude de corrente de pico (reducédo) para a molécula de CPA.
Empregando-se eletrodo de nanotubos de carbono de multiplas paredes (f-
MWCNT) decorados com nanoparticulas de ouro (AuNPs) e pasta de carbono
vitreo (GCP) (AuNPs/f-MWCNT/GCPE).

4.3.2 EFEITO DA VELOCIDADE DE VARREDURA

No estudo do efeito da velocidade de varredura, voltamogramas
ciclicos foram obtidos em tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 2,0 para o CPA em diferentes
v: 10 — 400 mV s™.

Como mostrado na Figura 24 (A), conforme aumenta-se v, tem-se um
aumento na intensidade de corrente e um deslocamento do potencial de oxidagao

para valores mais positivos, indicando a irreversibilidade do processo eletroquimico
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da oxidacdo do CPA sobre o EDDB-PTC (GAN et al 2013; VEGA et al 2007; BARD
e FAULKNER 2001; SMAJADOR et al 2017; MARTINEZ et al 2012).

Figura 24 — (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em solucdo de tampédo BR
0,04 mol L™ pH 2,0 contendo CPA 100,0 pmol L™ utilizando o EDDB-PTC em
diferentes velocidades de varredura (a — j: 10, 30, 70, 100, 150, 200, 250,
300, 350 e 400 mV s™). (B) Dependéncia Ip vs. v’? para o CPA. O gréfico
inserido corresponde a dependéncia do log Ip vs. log v para o CPA.
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Na Figura 24 (B) € mostrada relacao linear (Ipcpa = - 0,9563 + 0,6509
v’2, R? = 0,989) obtida entre as correntes (Ip) maximas da oxidacdo do CPA com a
raiz quadrada da velocidade de varredura (v/?). Esse comportamento indica que o
transporte de massa é controlado por difusdo das moléculas de CPA a superficie
do eletrodo (IBRAHIN et al., 2018; FELIX et al 2007; GAN et al 2013;
KRISHNAMOORTHY et al 2018; JOTHI et al 2018).

No gréfico inserido na Figura 24 (B) € apresenta a relacédo linear entre
o log Ip e o log v que é dada pela equacdo: log lcpa = - 6,36593 + 0,55701 log v, (R?
=0,980), onde que o coeficiente angular de 0,557, € muito préximo ao valor de 0,50
previsto na literatura para sistemas que sao controlados por difusdo das espécies
(IBRAHIN et al., 2018; GOSSER 1993; SJAMADOR et al 2017; GARCIA et al 2007,
GAN et al 2013). Desta maneira, confirma-se que o processo de oxidacado do CPA

€ controlado preferencialmente por difusdo das espécies a superficie do EDDB.
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4.3.3 DETERMINACAO AMPEROMETRICA DO CPA EMPREGANDO O EDDB-
PTC

4.3.3.1 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA TECNICA
CRONOAMPEROMETRICA E DO SISTEMA FIA

Para o estudo do melhor potencial a ser aplicado para a
oxidagcdo do CPA, foram realizadas medidas amperométricas variando-se o0s
potenciais de 1,50 a 2,0 V para a obtencé&o do voltamograma hidrodinamico,
como mostrado na Figura 25.

Figura 25 — Voltamograma hidrodinamico obtido para CPA 100,0 pmol L™
em tampdo BR 0,04 mol L™ pH 2,0 utilizando o EDDB-PTC. Volume de
injecdo = 150,0 pL e vazdo = 2,30 mL min* aplicando-se diferentes
potenciais: 1,50; 1,60; 1,65; 1,70; 1,75; 1,80; 1,85; 1,90; 1,95 e 2,0 V.
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Analisando a Figura 25, observou-se que em potenciais menores
do que 1,60 V praticamente ndo se obtém corrente faradaica, e apés esse

potencial, as correntes aumentam significativamente até 1,75 V. Nos
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potenciais seguintes, a corrente aumenta ponderadamente até 1,90 V,
seguida de um aumento mais acentuado em potenciais maiores, o que pode
estar relacionado com a reacdo de oxidacdo da agua que contribui para um
aumento na intensidade de corrente. Diante disso, o potencial de 1,80 V foi
selecionado para os estudos posteriores, pois apresentou boa intensidade de
corrente e menor alargamento de pico.

Quando se utlizou a VC para avaliar o comportamento
eletroguimico do CPA (Figura 20), foi observado o maximo de corrente para a
oxidacdo em aproximadamente 1,60 V, enquanto que, quando se empregou
a CA, a melhor resposta foi obtida em 1,80 V. Esse comportamento pode ser
explicado devido a diferenca no modo de aplicacdo dos potenciais entre as
técnicas, pois na VC é realizada uma varredura de potencial a uma
velocidade pré-estabelecida, enquanto que, na CA, aplica-se um potencial
constante durante todo o tempo da medida. Além disso, ao se utilizar a CA
acoplada ao sistema FIA, ha a contribuicdo da corrente convectiva
proveniente da agitacdo da solucdo. Esse mesmo comportamento também
foi observado para o EE2, como descrito anteriormente.

Assim sendo, para obter melhores condicbes analiticas para a
quantificacdo do CPA, os parametros do sistema FIA otimizados foram:
vazao da bomba peristéaltica e volume da alca de amostragem.

Na Figura 26 (A) sdo apresentados os sinais de corrente para a
oxidacdo da CPA em funcao das diferentes vazfes estudadas. Observou-se
que os sinais de corrente aumentaram com aumento da vazao até 2,30 mL
mint e, em vazBes maiores, houve uma diminuicdo dos mesmos. Esse
comportamento pode estar associado a uma maior remocéao das espécies de
CPA que chegam a superficie do eletrodo, devido a alta vazéo, antes mesmo
das moléculas se oxidarem, e assim, os sinais de corrente decaem (LIMA,
2016; SVORC e KALCHER 2014). Desta maneira, a vazéo escolhida para os

estudos posteriores foi de 2,30 mL min™.
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Figura 26 — (A) Magnitude da média (N = 3) dos sinais de corrente obtido na
oxidacdo do CPA 100,0 pmol L™* em funcéo da vazdo da solucéo carregadora
(tamp&o BR 0,04 mol L™ pH 2,0) em vazdes de: 0,60; 1,10; 1,60; 1,90; 2,30;
2,60; 3,60; 3,20, 3,80 e 4,40 mL min* (B) Magnitude da média (N = 3) dos
sinais de corrente obtido na oxidacdo do CPA 100,0 pmol L™ em solucéo de
tampdo BR 0,04 mol L* pH 2,0 em funcdo do volume da alca de
amostragem: 50, 100, 150, 250, 350, 450 e 500,0 pL empregando o EDDB-
PTC.
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Na Figura 26 (B) sdo mostrados os resultados para o efeito do
volume da al¢ca de amostragem nos sinais de corrente obtidos pela oxidacéo
do CPA. Observou-se um aumento dos sinais de corrente com 0 aumento do
volume da alca de amostragem até 150,0 uL, e apdés 250,0 pL ha um
decaimento das respostas obtidas. Esse comportamento ocorre devido a
amostra sofrer uma dispersao longitudinal do centro da amostra, ou seja, a
amostra é diluida ao longo do percurso analitico. Desta maneira, 0 aumento
do volume da alca de amostragem faz com que a dispersdo diminua no
centro da amostra e a magnitude de corrente aumente até atingir um limite
onde o centro da amostra nédo sofrera mais dispersdao com o volume injetado.

Perante os resultados, o volume da alca de amostragem

selecionado para os estudos posteriores foi o de 150,0 pL, pois apresentou
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maior intensidade de corrente e, menor DPR (< 1,0 %, N = 3) entre as
medidas.

A Tabela 9 mostra os parametros que foram estudados e os
valores selecionados para os estudos posteriores apds a otimizacdo do
sistema FIA para a determinagéo do CPA.

Tabela 9 — Parametros do sistema FIA

Parametros Valor estudado Valor selecionado
Potencial (V) 1,55-2,0 1,80
Vazdo (mL min™) 0,60 — 4,40 2,30
Volume da alca (pL) 50,0 — 500,0 150,0
4331 CONSTRUCAO DA CURVA ANALITICA E ESTUDOS DE

REPETIBILIDADE INTRA E ENTRE-DIAS

ApoOs a selecao do melhor potencial de oxidacédo para o CPA e a
otimizacdo dos parametros do sistema FIA, foram realizados experimentos
para a construcdo da curva analitica, nos quais solu¢cdes contendo CPA em
diferentes concentracdes foram injetadas ao sistema em triplicata. Na figura
26 é apresentado o amperograma obtido.

Por meio dos sinais de corrente obtidos no amperograma, foi
construida a curva analitica para o CPA como mostrado no grafico inserido na
Figura 27. A curva analitica apresentou linearidade na faixa de concentracdo de 1,0

e 80,0 pmol L™ e sua equacao esta apresentada na Equac&o 9:
lcpa / HA = 0,02419 + 0,00831 [CPA (umol L™)] (R? = 0,995) (Eq. 9)

Os limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) calculados a

partir das Equacdes 1 e 2, foram de 0,23 e 0,75 pmol L™, respectivamente.
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Figura 27 — Amperograma obtido utilizando o EDDB-PTC acoplado ao
sistema FIA com a injecéo de diferentes concentracdes de CPA (a — g): 1,0;
5,0; 8,0; 10,0; 30,0; 50,0 e 80,0 pmol L™, potencial aplicado: 1,80 V (tampéo
BR 0,04 mol L™* pH 2,0). Gréfico Inserido: Curva analitica obtida para o CPA
no intervalo de concentracdo de 1,0 a 80,0 pmol L™.
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Na Tabela 10 sdo apresentadas algumas condi¢cbes analiticas de
trabalhos eletroanaliticos para a determinacédo do CPA e o método proposto

O método proposto por El-Enany e colaboradores (2010)
apresentou faixa linear de concentracao e limite de deteccédo (LD) maiores do
que os valores obtidos neste trabalho. E, além disso, os autores utilizam a
técnica polarogréfica e o eletrodo gotejante de mercudrio que apresenta alta
toxicidade, o que dificulta o seu manuseio.

O trabalho desenvolvido por lbrahin e colaboradores (2018)
obtiveram uma faixa linear de concentracdo e LD menores do que os obtidos
neste trabalho. Contudo, foi utilizado um eletrodo modificado que necessita
de um longo tempo de preparo e materiais que possuem um custo
relativamente maior para a modificacdo dos eletrodos. Entretanto, ao se

7z

utilizar o EDDB, ndo €& necessario realizar modificacbes, apenas uma
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7

polarizacdo catddica ja é suficiente para obter excelentes respostas na
determinacéo do CPA.

Desta maneira, o método proposto, frente aos outros trabalhos
eletroanaliticos, visa a simplicidade de manuseio, rapidez e alta
sensibilidade. Nao houve a necessidade de modificacado de eletrodo (apenas
polarizacdo catddica), apresenta alta frequéncia analitica, menor gasto de
reagentes e ha a possibilidade de automatizacdo do sistema. Também n&o
foram encontrados na literatura trabalhos que utilizem a cronoamperometria e

o sistema FIA para a determinagdo de CPA empregando-se o EDDB.
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Tabela 10 — Condi¢cdes analiticas de métodos eletroanaliticos para a determinacdo do CPA previamente reportado na

literatura comparado ao método proposto

Intervalo linear de Caracteristicas

Técnica Eletrodo concentracéo (umol L) LD (umol L™ Analiticas Referéncia
e Tempo de
appD Eletrod,o_de 1,20 —33.6 031 acumu_lagéo ) (ElI-Enany et al.,
mercurio e Desoxigenacgdo 2010)
com nitrogénio
e Longo tempo para
modificacao de
"voQ Qwﬁé/; 0,099 - 11,5 0,016 eletrodo _ (Ibrahin etal.,
GCPE e Uso de materiais 2018)
com custo
relativamente alto
e Eletrodo sem
modificacao
‘CA-FIA EDDB 1,0-380,0 0,23 e Alta frequéncia Este trabalho
analitica

e Simplicidade

®PPD = polarografia de pulso diferencial
®\/OQ = voltametria de onda quadrada

‘CA-FIA = cronoamperometria acoplado ao sistema FIA
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Diante disso, os estudos de repetibilidade intra e entre-dias
foram realizados para avaliar a precisdo do método desenvolvido. A
repetibilidade intra-dias foi determinada por medidas sucessivas realizadas
no mesmo dia (N = 10) e a repetibilidade entre-dias foi determinada por
medidas realizadas em 5 dias diferentes (N = 5) com solucdes de CPA em
duas concentracdes: 8,0 e 30,0 pmol L™,

Os valores de DPR obtidos, apresentados na Tabela 11, foram
menores 4,1% e demonstram que o método proposto apresenta boa

precisao.

Tabela 11 — Resultados obtidos para o estudo de repetibilidade intra e entre-
dias para o CPA

CPA (umol L™ Intra-dias DPR? (%) Entre-dias DPR® (%)
8,0 4,1 3,3
30,0 2,2 1,4

3(n=10); °(n=3)

4.3.3.2 DETERMINACAO DO CPA EM AMOSTRA DE MEDICAMENTO E
URINA SINTETICA UTILIZANDO O METODO PROPOSTO

Inicialmente foi avaliado o efeito de possiveis interferentes que
geralmente sdo encontrados na matriz das amostras analisadas. As
substancias investigadas como possiveis interferentes foram: acido drico
(AU), lactose (LAC) e ureia (U), na proporcao de 1:1 (CPA:interferente). Além
disso, também foi realizado um teste na presenca de acido Urico e ureia
juntos, pois ambos estdo presentes na urina. Os resultados estao

apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12 — Erro relativo obtido no estudo de interferentes para o CPA

Interferente Erro relativo (%)
Acido drico 3,54
Lactose 1,87
Ureia 1,08
Acido drico: Ureia 4,83

Os resultados obtidos para o estudo de interferentes apresentaram
erros relativos menores do que 5,0%, indicando que ndo ha interferéncia
significativa destas substancias na determinagéo do CPA.

A CLAE foi utilizada como método comparativo ao método proposto
para a determinagdo do CPA em uma amostra de medicamento. Nas condigbes
experimentais ja descritas (secdo 3.5), o CPA apresentou tempo de retencédo de

5,80 min. O cromatograma e a curva analitica estdo apresentados na Figura 28.

Figura 28 — Cromatogramas obtidos para o CPA (a — g): 80, 100, 300, 500,
700, 900 e 2000 pmol L™ (t = 5,80 min; A= 220 nm), fase mével metanol/agua
(80:20 v/v) e vazdo de 1,0 mL min™. Gréafico inserido: Curva analitica obtida

para o CPA na faixa de concentracdo de 80 a 2000 pmol L™,
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12000000 -

1200000

nnnnnnnn

nnnnnnnn

900000

0 400 800 1200 1600 2000
[CPA] umol L)

600000 A

Intensidade (a.u.)

300000

, , ,
56 58 6,0 6,2
Tempo (min)



83

A equacdo da curva analitica obtida para o CPA por CLAE foi:
A (a.u.) = -199302,66 + 6357,50 [CPA (umol L™)] (R? = 0,998) (Eq. 10)

O método proposto foi utilizado em amostra farmacéutica (marca A)
com dosagem de 50,0 mg de CPA. Ressalta-se que para o método proposto, o
preparo de amostra foi apenas a dissolucdo em acetona e, posterior diluicdo no
eletrdlito suporte, evidenciando a rapidez e viabilidade do método.

Na Tabela 13 estdo apresentados os resultados obtidos pelo método
proposto (CA-FIA) e o método comparativo (CLAE).

Tabela 13 — Resultados obtidos na determinacdo de CPA em amostra de

medicamento usando o método proposto e o método cromatografico

Quantidade (mg comprimido'l)a

Amostra Rotulado CLAE CA-FIA Erro (%)

A 50,0 59+3 54 +2 -8,5

*Média de 3 injecodes.
°Erro (%) = 100 x (método CA — método CLAE) / método CLAE

Para avaliar a concordancia dos resultados obtidos pelos dois
procedimentos, CA e CLAE, aplicou-se o teste t de student. O valor de t calculado
para a amostra foi de 2,73 e, o valor de t critico igual a 2,78. Desta maneira, 0
método proposto empregando CA-FIA e o procedimento de referéncia (CLAE) nao
apresentou diferenca significativa a um nivel de confianca de 95%.

Estudos de adicdo e recuperacdo foram realizados em amostra de
urina sintética em duas concentracdes, a fim de avaliar a interferéncia da matriz na

determinacdo do CPA, como mostra a Tabela 14.
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Tabela 14 — Estudo de adicao e recuperacédo de CPA em amostra de urina

Urina
Adc.? (umol L™ Rec.” (umol L™ Recuperacao (%)
10,0 9,8+0,3 98
40,0 39,2+0,2 99

4Adc.: Valor Adicionado
Rec.: Valor Recuperado

As recuperacdes de CPA nas amostras de urina para as duas
concentragbes estudadas foram de 98 e 99%. Esses valores indicam que néo
houve interferéncia significativa da matriz das amostras na quantificacdo do CPA e
gue o método proposto pode ser utilizado para na analise de amostras de urina
reais que contenham o CPA.

O procedimento eletroanalitico desenvolvido para a quantificacdo de
CPA se mostrou simples, rapido e eficiente, com a possibilidade de realizar-se a
guantificacdo deste em amostra farmacéutica e bioldgica, considerando seu baixo
LD e LQ. Ademais, apresentou vantagens como um menor consumo de reagentes,

baixo tempo de andlise e alta frequéncia analitica.
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foram desenvolvidos métodos eletroanaliticos
baseados na deteccdo CA acoplada a um sistema FIA com o EDDB-PTC para
determinacao de EE2 e CPA em amostras de medicamentos, e também estudos de
adicao e recuperacdo em amostras de agua do lago lgap6 e urina sintética. Dentre
as vantagens apresentas pelo método proposto comparado aos demais métodos
encontrados na literatura e o método comparativo (CLAE), destacam-se a alta
frequéncia de analise, aproximadamente 83 injecdes por hora, baixo custo relativo,
simplicidade na realizacdo das analises, dispensa etapas laboriosas de preparo das
amostras e utiliza um eletrodo sem modificacdo da sua superficie, alta precisao dos
resultados e baixa geracao de residuos provenientes das analises.

Os LDs e LQs obtidos, 0,023 e 0,077 pmol L™ para EE2 e 0,23 e 0,75
pumol L™ para o CPA, respectivamente, foram satisfatérios. O método também
apresentou boa precisdo nos estudos realizados em diferentes concentracoes.

A exatidao da metodologia foi realizada por meio da quantificacdo do
EE2 e CPA em amostras de medicamentos e os resultados foram concordantes
com os obtidos pelo método comparativo. Estudos de adi¢cdo e recuperacdo foram
realizados em amostras de agua do lago Igapo e urina sintética, as recuperacdes
foram satisfatorias, indicando a baixa interferéncia da matriz das amostras na
determinacdo desses hormoénios e a viabilidade da analise de amostras reais que
0s contenham.

Portanto, diante desses resultados conclui-se que o0s métodos
eletroanaliticos desenvolvidos podem ser bastante vidveis para a utilizacdo no
controle de qualidade do EE2 e CPA em medicamentos, e ha também a
possibilidade de serem utilizados no monitoramento de amostras ambientais, como
amostras de agua e biolégicas, como a urina. Além disso, 0 método proposto pode
ser atrativo para analises de rotina em industrias farmacéuticas, proporcionando

uma analise mais econdmica e ambientalmente mais sustentavel.
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