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RESUMO

Este trabalho descreve o desenvolvimento e aplicacdes praticas de
metodologias eletroanaliticas por voltametria de onda quadrada (VOQ)
utilizando eletrodo de diamante dopado com boro para a determinacgdo
dos hormdnios sexuais femininos estriol e estrona em amostras de urina,
formulacdo farmacéutica e de produtos lacteos. Em solucdo de NaOH
5,0 x 10 mol L™ (pH 12,0) o estriol e a estrona oxidaram em potenciais
de 0,43 e 0,48 V, respectivamente, apresentando uma boa defini¢do do
pico. Usando as melhores condi¢Bes otimizadas da VOQ, a curva
analitica para o estriol foi linear no intervalo de concentragéo de 2,0 x
107 22,0 x 10° mol L™ (r = 0,9994), com um limite de deteccéo de 1,72
x 107 mol L* e de quantificacio de 7,98 x 107 mol L. As
recuperacbes do estriol variaram de 100 — 102% para a amostra de
formulagdo farmacéutica, e 100 — 103% para a amostra de urina de
gestante, indicando auséncia de efeitos de interferéncia de matriz
significativos. A exatiddo da metodologia eletroanalitica proposta foi
comparada com a do método padrdo de radioimunoensaio. Os valores
para o erro relativo entre 0os métodos propostos e padrdo foram 6,79%
para a determinacdo de estriol no produto comercial e 4,74% em uma
amostra de urina de gestante. Os resultados obtidos sugerem um método
confiavel além de uma alternativa para determinacdo eletroanalitica de
estriol em produtos farmacéuticos e amostras de urina de gestante. A
metodologia proposta para determinacdo de estrona também apresentou
bons resultados. A faixa linear de trabalho obtida pela curva de
calibragdo foi de 4,0 x 10%a 1,0 x 10° mol L™ (r = 0,9988), com limites
de deteccdo e quantificacdo de 1,3 x 10° e 3,8 x 10® mol L,
respectivamente. As recuperacdes da estrona em amostra de leite tipo B
variaram de 106 — 109%, para a amostra de manteiga foram de 105 —
109% e para a amostra de nata de 107 — 111%. A exatiddo desta
metodologia eletroanalitica quando comparada com o método padrao de
radioimunoensaio apresentou valores para erros relativos entre ambos os
métodos de -7,51, -0,92 e -6,62%, para as determinacfes em amostras
de leite, manteiga e nata, respectivamente. Todos esses resultados
confirmam que as metodologias propostas sdo ferramentas vidveis,
precisas e exatas para a determinacdo dos horménios sexuais femininos
estriol e estrona em fluido bioldgico, formulagdo farmacéutica e
produtos lacteos.

Palavras-chave: Eletroanalitica. diamante dopado com boro. estriol.
estrona.



ABSTRACT

This work describes the development and practical applications of
electroanalytical methodologies by square wave voltammetry (SWV)
using boron-doped diamond electrode for the determination of female
sex hormones estriol and estrone in urine samples, pharmaceutical
formulation and dairy products. In NaOH solution 5.0 x 10°mol L™ (pH
12.0), estriol and estrone oxidized in potential of 0.43 and 0.48 V,
respectively, showing a good definition peak. Using the best optimized
conditions of SWV, the calibration curve was linear for estriol in the
concentration range of 2.0 x 107 to 2.0 x 10° mol L™ (r = 0.9994), with
a detection limit of 1.72 x 107 mol L™ and quantification limit of 7.98 x
10" mol L. Recoveries of estriol were in the range of 100 to 102%, for
the pharmaceutical sample, and 100 — 103% for the urine sample,
indicating no significant matrix interference effects on the analytical
results. The accuracy of the electroanalytical methodology proposed was
compared to that of the radioimmunoassay method. The values for the
relative error between the proposed and standard methods were 6.79%
for the determination of estriol in the commercial product and 4.74% in
a urine sample taken during pregnancy. The results obtained suggest a
reliable and alternative method for electroanalytical determination of
estriol in pharmaceutical products and urine samples taken during
pregnancy. The proposed methodology for determination of estrone also
showed good results. The linear response range obtained by the
calibration curve was 4.0 x 10® and 1.0 x 10° mol L™ (r = 0.9988), with
detection and quantification limits 1.3 x 10® and 3.8 x 10® mol L™,
respectively. The recoveries of estrone into milk sample ranged from
106 to 109% for butter sample were 105.21 to 108.88% and for sample
cream 107 to 111%. The accuracy of this electroanalytical methodology
compared to the standard method of radioimmunoassay showed values
for relative errors between both methods of -7.51, -0.92 and -6.62% for
the determinations in samples of milk, butter and cream , respectively.
All these results confirm that the proposed methodologies are viable,
precise and accurate for the female sex hormones, estrone and estriol,
determination in a biological fluid, pharmaceutical formulation and
dairy products.

Keywords: Electroanalysis. boron-doped diamond. estriol. estrone.
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1 INTRODUCAO

Um dos principais enfoques cientificos internacionais da Ultima
década diz respeito a presenca, no meio ambiente, de um grupo
especifico de compostos quimicos caracterizado pela capacidade de
simular ou alterar a atividade hormonal de humanos e de outros animais.
Essas substancias mimetizam a agdo de horménios naturais, inibindo-os
ou alterando as funcdes regulares normais dos sistemas imunolégico,
nervoso e, principalmente, endécrino, e sdo chamadas de
Desreguladores Enddcrinos (CASTRO, 2002).

De acordo com Bila e Dezotti (2007), os desreguladores
enddcrinos sdo substancias de uma categoria recente de poluentes
ambientais que interferem nas funcdes do sistema endécrino. Essas
substancias sdo encontradas no meio ambiente em concentracfes da
ordem de pg L™ e ng L™ e hé indicios de que causam efeitos adversos a
salde animal mesmo apresentadas em concentracdes baixas.

Estudos relativos a hip6tese de que substancias quimicas no
ambiente podem estar relacionadas a efeitos estrogénicos vém sendo
relatados desde 1923 (ALLEN E DOISY, 1923; BURLINGTON E
LINDEMAN, 1950 apud BAKER, 2001). Entretanto, somente nos
Gltimos 10 anos a preocupacdo de 6rgdos ambientais tornou-se mais
evidente. Em funcg&o disso, foram desenvolvidos Vvarios trabalhos com o
objetivo de avaliar os efeitos adversos dessas substancias a salde
humana e de outros animais.

A exposicdo a essas substancias pode ocorrer a partir de uma
variedade de fontes, de forma voluntaria ou ndo. Assim, humanos e
outros animais estdo expostos a alguns fitoestrogénios com o consumo
de 4gua potavel ou pelo contato com o ar e solo. Também estdo
expostos a muitos desreguladores enddcrinos sintéticos ao utilizar
produtos comerciais, como produtos de limpeza, pesticidas, aditivos
alimentares e cosméticos (CASTRO, 2002).

Alguns agentes terapéuticos e farmacéuticos também estdo na
lista das substancias classificadas como desreguladores endécrinos. Sdo
estrogénios sintéticos usados como contraceptivos orais, na reposicéo
terapéutica na menopausa ou na prevengdo do aborto, tais como, 17a-
estradiol (17a-EE2), e 0s naturais, 17p-estradiol (17p-E2) estrona (E1) e
estriol (E3).

Nos ultimos anos, varios métodos analiticos tém sido relatados
para a determinacdo desses compostos em matrizes ambientais agquosas.
Esses métodos, majoritariamente, tratam de técnicas cromatogréficas
gue exigem etapas preliminares como a derivatizagdo efou pré-
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concentracdo, além de fazerem uso de solventes organicos (em sua
maioria toxicos) e apresentarem alto custo.

Portanto, o desenvolvimento de técnicas de menor custo e,
sobretudo, menos trabalhosas no sentido da diminui¢cdo da quantidade
de etapas do processo, se faz emergente. Por apresentar essas
caracteristicas, a eletroanalitica se mostra como proposta viavel.

Diante o exposto, o presente trabalho pretende propor
metodologia de determinagdo eletroanalitica de hormonios sexuais,
particularmente os estrégenos naturais estriol e estrona, utilizando
eletrodo de diamante dopado com boro e a técnica de voltametria de
onda quadrada.

A seguir, aborda-se, dividida em subitens, a fundamentacdo
tedrica, versando sobre: (a) os desreguladores enddcrinos, estrogenos
naturais e metodologias de quantificacdo destes encontrados na
literatura, (b) eletrodo de diamante dopado com boro e sua aplicagdo na
eletroanalitica e (c) técnicas voltamétricas. Também serdo apresentados
os objetivos geral e especificos, bem como a metodologia a ser
empregada no desenvolvimento deste trabalho.

E por fim, os capitulos trazendo os resultados obtidos pelas
metodologias eletroanaliticas desenvolvidas, bem como os resultados
dos métodos comparativos e, em seguida, as consideragdes finais.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 DESREGULADORES ENDOCRINOS

Os desreguladores enddcrinos abrangem uma classe de
substancias com estruturas distintas, entre elas substancias naturais,
incluindo os horménios, e uma grande quantidade de substancias
sintéticas. Algumas definicbes sdo propostas para essas substancias,
denominadas em inglés Endocrine Disrupting Chemicals (EDC).

Alguns autores entendem que desreguladores enddcrinos séo
apenas as substancias que interagem com sitios receptores de
horménios, enquanto outros entendem como qualquer substancia que
cause desequilibrio, interferéncia ou alteracdo no sistema endécrino,
independentemente se atua diretamente no sitio receptor ou ndo (BILA e
DEZOTTI, 2007).

De acordo com a agéncia de protecdo ambiental dos Estados
Unidos, EPA (do inglés, United States Environmental Protection
Agency) (1998), um desregulador enddcrino é definido como um agente
exdgeno que interfere na sintese, secre¢do, transporte, ligacao, acdo ou
eliminacdo de hormdnios naturais no corpo que sdo responsaveis pela
manuten¢do, reproducdo, desenvolvimento e/ou comportamento dos
organismos (traducao livre).

Segundo a CEC (do inglés, Commission of the European
Communities) (1999), um desregulador endécrino é uma substancia ou
um composto exdgeno que altera uma ou varias fungdes do sistema
enddcrino e tem, consequentemente, efeitos adversos sobre a sadde num
organismo intacto, sua descendéncia, ou (sub) populacbes (traducéo
livre).

Para Preziosi (1998), os desreguladores enddcrinos podem ser
produtos naturais de origem animal ou vegetal, como os fitoestrogenos
(isoflavonas, lignanos e coumestanos), produzidos por alguns vegetais
como a soja; também podem ser compostos quimicos sintéticos, em sua
maioria organoclorados, com 0s mais variados usos industriais,
comerciais e domésticos produzidos intencionalmente — caso dos
solventes clorados e de inseticidas -, ou ndo - aparecendo como
subproduto da atividade industrial — caso das dioxinas.

Embora algumas substancias naturais de origem vegetal (os
fitoestrogénios) possuam propriedades endécrinas, estas geralmente néo
causam tantos problemas aos seres humanos e outros animais quanto
aquelas de origem antropogénica, uma vez que essas substancias ndo se
ligam fortemente aos receptores hormonais, sendo facilmente excretadas
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e consequentemente, ndo se acumulam nos tecidos corpéreos (MEYER
etal., 1999).

Por outro lado, as substancias sintéticas com acgao desreguladora
sdo geralmente persistentes no ambiente, acumulam-se no solo e nos
sedimentos, sdo transportadas para outras regides pela atmosfera e
podem acumular-se ao longo da cadeia trdfica, expondo os animais
superiores a maiores riscos. Varias destas substancias podem ser
excretadas por meio do leite materno, constituindo-se, assim, uma fonte
de contaminacdo para recém-nascidos (MEYER et al., 1999). Os
hormdnios presentes em cosméticos e anabolizantes utilizados em
racOes animais também s&o considerados desreguladores endocrinos
(ALVES et al., 2007).

Diclorodifeniltricloroetano  (DDT), bifenilas policloradas
(PCB), hisfenol A, alquilfendis-polietoxilatos, p-dioxina e
dibenzenofurano sdo exemplos de compostos sintéticos qu e
possivelmente sdo desreguladores enddcrinos. Bisfenol A é um
componente comumente encontrado nos “vernizes” empregados em
tratamentos dentarios e em revestimentos internos de recipientes para
embalagem de alimentos, facilitando a contaminagdo humana
diretamente ou por ingestdo dos alimentos contaminados (GASCON et
al., 1997).

Existem ainda outras classificagdes para as substancias
estrogénicas presentes no ambiente. Frequentemente sdo referidos como
estrogénios ambientais, estrogénios exdgenos ou exoestrogénios.

Exoestrogénios sdo diversos grupos de substancias que ndo
necessariamente apresentam alguma semelhangca com a estrutura
guimica natural do hormdnio, mas causam respostas antagonicas,
possivelmente através de mecanismos de acgao via receptores hormonais.
A atividade agonista é a capacidade de uma substancia acoplar-se ao
receptor de horménios esteroides e elucidar uma resposta. Em
contrapartida, a atividade antagonista é a habilidade de uma substancia
acoplar-se ao receptor de estrogénio e bloguear a acdo do ligante natural
(estrogénio) e, assim, sua resposta ndo sera elucidada. Essas substancias
podem ser identificadas por sua capacidade de ligar-se ao receptor de
estrogénios e induzir ou alterar uma resposta hormonal
(ZACHAREWSKI, 1997). As substancias sintéticas com atividade
estrogénica também sdo denominadas de xenoestrogénios por alguns
autores (DESBROW, et al., 1998).

Segundo Skakkebaek (1998), desreguladores enddcrinos podem
afetar o sistema endocrino em diversos niveis. A sintese, o transporte, o
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metabolismo e a excre¢do dos hormdnios podem ser alterados por essas
substancias.

Os estrogénios tém sido classificados como o0s maiores
contribuintes, dentre os desreguladores enddcrinos, em provocar
alteracBes enddcrinas nos organismos presentes em aguas superficiais
(JOHNSON e SUMPTER, 2001; LAI, et al., 2002; GOMES, et al.,
2004). Isso ocorre porque 0s estrogénios naturais e sintéticos séo
efetivos em niveis de ng L*, enquanto a maioria dos compostos
quimicos apresenta atividade estrogénica em niveis de pg L™ e o sistema
hormonal dos organismos é estimulado por baixissimas concentragdes
de esterdides, na ordem de partes por bilhdo (ppb) ou partes por trilhdo
(ppt) (NOGUEIRA, 2003; ROUTLEDGE, et al., 1998). Estrogénios
naturais e sintéticos exibem atividade estrogénica na faixa de cem a um
milhdo de vezes maior que a apresentada por compostos quimicos
(ROUTLEDGE E SUMPTER, 1996; TANAKA, et al., 2001), razdo
pela qual esses estrogénios causam anomalias em organismos aquaticos
em baixissimas concentracdes.

O tempo e, principalmente, o periodo da vida em que o
desregulador enddcrino age sobre um organismo pode ser decisivo.
Durante os primeiros estagios de vida, o desenvolvimento dos 6rgdos
sexuais € controlado por horménios sexuais. Portanto, quando a
desregulagdo enddcrina ocorre durante esse periodo, pode resultar em
defeitos permanentes ou disfuncdo de 6rgdos. Por outro lado, em um
organismo maduro, os hormdnios estimulam ou inibem fungfes de
Orgdos, estando também envolvidos na formagdo de esperma e no ciclo
feminino. Nessa etapa, os efeitos sdo reversiveis e podem ser cessados
quando o desregulador ndo estiver presente.

Possivelmente, o desenvolvimento de algumas doengas como
cancer de mama, de Utero e de prostata, desenvolvimento sexual
anormal, reducéo de fertilidade masculina, aumento de incidéncia de
ovarios policisticos, alteracdo de glandulas tireoides, distirbios nas
funcgdes do ovario (crescimento folicular e a ovulacdo), na fertilizacdo e
gravidez, e efeitos neurocomportamentais podem ser induzidos por
desreguladores enddcrinos. Trabalhos publicados na literatura relatam
gue a exposicdo a estrogénios é o principal fator de risco para o
desenvolvimento de endometriose (DASTON et al., 1997; GRAY Jr.,
1998; EPA, 1998; SOLOMON e SCHETTLER, 2000; COLEMAN et
al., 2005).

Muitos estudos tém revelado que, nos ultimos 60 anos, a
contagem média de espermatozoides em alguns paises diminuiu pela
metade e dobrou a incidéncia de ma formag&o do sistema reprodutivo
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masculino, como hipospadias. A exposicdo de homens adultos a
substancias estrogénicas pode resultar em ginecomastia (crescimento
das mamas) e interferéncia no funcionamento do sistema glandular
associado ao hipotalamo-hipdfise-génadas, resultando em diminuicdo da
libido, impoténcia, diminuico dos niveis de androgénios no sangue e
diminuigdo na contagem de espermatozoides (WARING e HARRIS,
2005).

Os desreguladores enddcrinos podem ainda provocar alteragdo
do nivel de horménio da tireoide, provocando alteragdes no crescimento
e desenvolvimento de humanos (EPA, 1998; HARRISON et al., 1997).
Relatos mostram que os estrogénios naturais (17fB-estradiol) e os
sintéticos ndo afetam somente o sistema reprodutivo, mas também
influenciam o sistema imunolégico.

Em humanos, os horménios esteroides (androgénios e
estrogénios) regulam o processo de desenvolvimento fetal, como a
diferenciacdo sexual. Androgénios, incluindo a testosterona, regulam o
desenvolvimento do fendtipo masculino e um distirbio no nivel de
esteroide pode causar feminizacdo de fetos masculinos, caso exista um
excesso de compostos estrogénicos ou uma deficiéncia de androgénios.
Por outro lado, fetos femininos podem se tornar masculinizados devido
ao excesso de androgénio ou pela falta de estrogénio durante o periodo
de diferenciacdo sexual do feto (WARING e HARRIS, 2005).

Mulheres que engravidam enquanto tomam anticoncepcionais,
como o 17a-estradiol, podem gerar bebés com risco de desenvolvimento
de doencas de préstata quando adultos. Existem outros problemas
clinicos que podem ser causados por estrogénios durante a gravidez: ma
formag&o genital e infertilidade. Altos niveis de exposicao prejudicam a
gravidez, podendo levar ao aborto espontaneo, dependendo da espécie
(DASTON et al., 1997).

Investigacbes também vém sendo realizadas em laboratérios e
em campo para avaliar os efeitos de certos compostos quimicos na
funcdo enddcrina de outros animais mamiferos, invertebrados, peixes,
répteis e passaros (HARRISON et al.,, 1997). Compostos naturais e
sintéticos tém potencial para desregular a reproducdo e o
desenvolvimento desses animais. Esses compostos podem induzir
irreversivelmente caracteristicas sexuais femininas em peixes machos
(GRAY Jr., 1998), podendo levar a esterilizacdo ou reducdo da
reproducdo.

No ambiente aquatico, a exposicdo de organismos a
desreguladores enddcrinos esta relacionada a efeitos endécrinos em
peixes machos como inducdo de vitelogenina e feminizacdo dos 6rgdos
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reprodutivos (SUMPTER, 1998; ROUTELEDGE et al., 1998;
PURDOM et al., 1994). Vitelogenina ¢ uma lipoproteina que, em
circunstancias normais, somente é detectavel no plasma sanguineo de
peixes fémeas adultos (NOGUEIRA, 2003).

Estudos realizados por Harrison et al. (1997) mostraram que,
guando trutas (Oncorhynchus mykiss) foram mantidas em gaiolas perto
de descargas de uma estagdo de tratamento de efluentes, foi observada a
sintese de vitelogenina em machos. Niveis elevados de vitelogenina e
diminuicdo do nivel de testosterona foram verificados por Folmar et al.
(2002) em carpas macho (Cyprinus carpio) que viviam préximas a
regides de descarte de efluentes. Aumento do nivel de vitelogenina,
feminizacdo de machos e presenca simultanea de gdnadas masculinas e
femininas (hermafrodita) foram observados em peixes (Rutulis rutulis)
submetidos a efluentes de estacfes de tratamento de esgoto (JOBLING
etal., 1998).

Trabalhos encontrados na literatura mostram que uma
concentracdo de 0,1 ng L™ de 17c-estradiol induz a expressio da
vitelogenina em peixes (PURDOM et al., 1994), que a faixa de
concentracdo de 0,1 a 15 ng L™ pode afetar a diferenciagdo sexual e que
a faixa de concentracdo de 2 a 10 ng L™ pode afetar negativamente a
fecundidade. Uma longa exposic&o a uma concentragdo de 5 ng L™ leva
a uma reduco significativa na fecundidade dos descendentes (NASH et
al., 2004). Dessa forma, a concentragdo de 17a-estradiol encontrada no
meio ambiente (entre 0,5 e 7 ng L™, BILA e DEZOTTI, 2003)
representa uma significante contribuicdo para a disfuncdo no sistema
reprodutivo de peixes (FENT et al., 2006).

Estudos in vivo mostraram que a exposicdo de peixes a
concentragdes de 1 a 10 ng L™ de 17B-estradiol e 0,1 ng L™ de 170-
estradiol provocaram feminizacdo de algumas espécies de peixes
(ROUTLEDGE et al., 1998). As fémeas do peixe Japanese medaka
apresentaram menor fecundidade quando expostas a 17p-estradiol. Os
estrogénios ndo induzem efeitos adversos somente em animais, mas
também interferem no crescimento e desenvolvimento de plantas (LAI
et al., 2002).

A partir dos efeitos provocados pelos desreguladores
enddcrinos em animais e humanos e da ocorréncia dessas substancias
em &guas superficiais e subterraneas, verifica-se a necessidade de
estudos relativos a métodos de determinacdo e degradacdo dessas
substancias.
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2.1.2 Estrogénios

Os horménios podem ser classificados de acordo com a sua
natureza, sendo ela natural (producdo natural do corpo humano) ou
artificial (producdo industrial). Os horménios produzidos a partir do
colesterol podem ainda ser classificados em trés grupos principais:
hormdnios sexuais femininos ou estrégenos, hormonios sexuais
masculinos ou andrégenos, e hormdnios de gravidez ou progestrégenos
(LARSEN, et al., 2003; REIS FILHO, et al., 2006).

Os hormbnios esteroides compreendem 0s estrogenos e 0s
progestrogenos e sdo um grupo de compostos biologicamente ativos que
sdo sintetizados a partir do colesterol. TEm em comum uma estrutura
constituida de trés anéis hexagonais e um anel pentagonal. Como sdo o0s
principais responsaveis pelo crescimento e pela reproducdo de espécies
animais, incluindo os seres humanos, seus derivados sintéticos s&o
bastante empregados como contraceptivos (hormonios inibidores do
processo de ovulacéo).

Os estrogénios sdo caracterizados por seu anel fendlico, o qual
tem um grupamento hidroxila responsavel pela atividade biolégica, ou
seja, pela atividade estrogénica. As estruturas quimicas dos estrogénios
estrona (E1) e estriol (E3) sdo mostradas na Figura 1(a e b). Séo
prioritariamente administrados no controle dos sintomas que envolvem a
menopausa, distdrbios fisioldgicos e no tratamento do cancer de prdstata
e de mama.

Os progestagénios apresentam substituicdo do grupo fendlico
presente nos estrogénios por um grupo cetona. S8 empregados nos
tratamentos voltados para as causas de infertilidade e descontrole do
ciclo menstrual. Em geral, sdo rapidamente absorvidos pelo organismo
e, entdo, metabolizados no figado (GHISELLI e JARDIM, 2007).
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Figura 1: Estrutura quimica dos estrogenos (a) estriol e (b) estrona.

(a) (b)

Os componentes estriol e estrona sdao hormodnios sexuais
femininos produzidos por humanos, por outros mamiferos e por alguns
vertebrados. Estes hormonios possuem a melhor conformacéo
reconhecida pelos receptores no organismo dos animais e, portanto,
resultam em respostas maximas, sendo considerados como responsaveis
pela maioria dos efeitos desreguladores desencadeados pela disposi¢cdo
de efluentes (YING et al., 2002; REIS FILHO et al., 2006).

O uso cada vez maior de pilulas anticoncepcionais resulta em
uma maior preocupacdo em relacdo aos problemas causados pelos
desreguladores enddcrinos, uma vez que concentragfes muito baixas de
17a-estradiol tém provocado efeitos alarmantes no processo de
reproducdo e desenvolvimento de organismos.

Face ao destaque desses hormodnios (estriol e estrona) em
relagdo aos demais, tanto no tocante a intensa atividade estrogénica
guanto a quantidade majoritdria no ambiente, além da falta de
metodologias descritas na literatura, propde-se, neste trabalho,
metodologia de determinacdo e quantificacdo baseada em métodos
eletroanaliticos.

2.1.3 Propriedades Fisicas e Quimicas dos Hormoénios Estudados

O estriol, com massa molar de 288,37 g mol™, é uma das
formas de estrégeno metabolizado do 17B-estradiol por meio da estrona
advinda do ovério das mulheres, com fraco efeito estrogénico. E o
principal esteroide estrogénico produzido durante a gravidez. Sua
concentragdo no plasma e urina aumenta constantemente durante esse
periodo. O estriol livre passa da placenta para a circulacdo onde €
rapidamente convertido em derivados facilitando sua excre¢do. Por esta
razdo, esse horménio possui uma vida média curta de somente 20
minutos no sangue materno (HUMAN DO BRASIL, 2010).
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O estriol é usado, geralmente, para o tratamento dos sintomas
da menopausa como uma alternativa ao 17p-estradiol, estrona ou uma
combinacdo dos dois (KUMAR et al., 2009a).

A estrona é formada primeiramente no organismo animal
juntamente com o 17p-estradiol; sua massa molar é 270,37 g mol™.

A func¢do da estrona no organismo humano ainda ndo é bem
definida, porém, sua determinacdo, em mulheres, ajuda na avaliagdo do
sangue vaginal pés-menopausa e, em homens, é importante na avaliacdo
de ginecomastia ou deteccdo de tumores produtores de estrona. E um
componente estrogénico primario de varias formulas farmacéuticas,
incluindo aquelas contendo estrogenos conjugados e esterificados.

Na Tabela 1 sdo apresentadas algumas propriedades fisicas e
quimicas dos estrogénios naturais (estrona e estriol).

Tabela 1: Propriedades fisicas e quimicas relevantes dos esteroides avaliados
Pressdo de Solubilidade em  pKa

Horménio Sigla log vapor agua
Kow™ (mmHg) (mg L™"a 20 °C)
Estriol  E3 2,81 6,7x 10" 13 10,4
Estrona  E1 3,13 2,3x 10" 12 10,5

* Coeficiente de partigdo octanol-4gua Fonte: Ghiselli e Jardim (2006).

A partir destas propriedades, K,, (coeficiente de particdo
octanol-agua), a pressao de vapor e a solubilidade em agua, observa-se
gue esses estrogénios sdo compostos organicos hidrofobicos, de baixa
volatilidade e pouco sollveis em &gua. Em organismos Vivos,
encontram-se em maior concentracdo no tecido adiposo dos animais
(SOLE et al., 2003) e no ambiente, encontram-se adsorvidas aos
sedimentos.

Portanto, é de se esperar que a adsor¢do no solo, ou sedimento
ou lodo biolégico seja um significativo fator da reducéo da concentracéo
desses estrogénios na fase aquosa (LAl et al., 2000; LARSEN, 2003;
URASE e KIKUTA, 2005).

Provavelmente, durante o tratamento biol6gico, parte desses
estrogénios fica retida no lodo biolégico (na camada lipidica das
células), devido a sua hidrofobicidade, podendo ocorrer,
consequentemente, bioacumulagdo (JOHNSON e SUMPTER, 2001;
OLEA et al., 2002; ANDERSEN et al., 2005). Andersen et al. (2003)
verificaram que ndo existe um equilibrio entre os niveis de horménios
na fase liquida e na fase solida (no lodo).
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Estudos indicam a probabilidade da degradacdo demorar apenas
alguns dias se as circunstancias forem Otimas ou podera ser bastante
lenta em condi¢des desfavoraveis (BELFROID et al., 1999).

Por serem sollUveis em gordura, altos niveis podem estar
presentes em carne, peixe, ovos e derivados do leite. Hartmann et al.
(1998) relataram a ocorréncia de horménios sexuais (17p-E2, estrona,
testosterona e progesterona) em carnes (gado, porco, aves, peixe), leite e
seus derivados, ovos e plantas (gramineas e leguminosas). A
contaminacdo de alimentos também pode vir do fato de que alguns
horménios sdo aplicados na criacdo de animais e, consequentemente,
consumidos na alimentacdo humana (PICKERING e SUMPTER, 2003).

Estudos demonstraram que o esterco animal afeta a qualidade
das aguas superficiais e de subsolo. Peterson et al. (2000) relataram a
presenca de 17B-estradiol e estrona (6 a 66 ng L") em &guas
subterraneas proximas a areas com alta densidade de criacdo de animais.
Os estrogénios sdo naturalmente excretados pelos animais ou séo
administrados nos mesmos como promotores de crescimento, mesmo
esta pratica ndo sendo mais permitida em muitos paises.

A producdo de estrogénios por homens e mulheres varia em
funcdo de fatores como género, idade e ciclo reprodutivo. Mulheres
produzem e excretam mais estrogénios do que os homens e a producdo é
mais abundante durante a fase fértil do que no periodo pés-menopausa.
A maioria dos estrogénios naturais tem vida curta e ndo acumulam nos
tecidos. Por outro lado, estrogénios sintéticos como 17a-estradiol e
dietilstilbestrol (DES) sdo mais estaveis e permanecem no corpo mais
tempo do que os estrogénios naturais (TAPIERO et al., 2002).

Baseado em pesquisas e medicOes prévias da excre¢do de
estrogénios por humanos, Johnson et al. (2000) estimaram a excrecéo
diaria de estrogénios por homens e mulheres, cujos valores sdo
mostrados na Tabela 2.

Tabela 2: Excrecéo diaria (ug) de esterdides estrogénicos em humanos.

Categoria estriol estrona
Homens 15 3,9
Mulheres menstruadas 48 8,0
Mulheres na menopausa 1 4,0
Mulheres gravidas 6000 600

Fonte: Adaptado de Johnson, Belfroid e Di Corcia (2000)

Os estrogénios sdo excretados pelo corpo principalmente como
formas bioldgicas inativas conjugadas (sulfatos e glucuronides). Os
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estrogénios conjugados ndo possuem atividade bioldgica direta, porém,
uma grande propor¢do presente no esgoto € provavelmente
desconjugada pelas bactérias fecais (Escherichia coli) antes de alcancar
as estacOes de tratamento de esgotos (BARONTI et al., 2000;
D’ASCENZO et al., 2003; COLEMAN et al., 2004). Os estrogénios
conjugados na forma de glucuronides sdo muito menos recalcitrantes a
degradacdo bioldgica do que os estrogénios sulfatados (D’ASCENZO et
al., 2003).

Baseado na excre¢do diéria de estrégenos por humanos, o fator
de diluicdo e prévias medicOes, espera-se encontrar estrogenos na
concentragdo de ng L™ em amostras ambientais de agua de rio
(JOHNSON et al., 2000).

2.1.4 Métodos para Determinacéo de Horménios

H& uma variedade de métodos disponiveis para a determinacédo
dos desreguladores enddcrinos. Dentre as analises quimicas, destacam-
se 0s métodos de cromatografia gasosa e liquida associadas a
espectrometria de massas.

A determinacdo de horménios no ambiente constitui-se em
tarefa dificil, devido a complexidade das matrizes ambientais e a sua
baixa concentracdo, porém fisiologicamente ativa (REIS FILHO et al.,
2006).

Os métodos descritos na literatura para deteccdo de
desreguladores em ambiente aquatico na faixa de pg L™ e ng L™ séo
baseados na extracdo, em alguns casos derivatizacdo do hidrogénio
acido e determinacdo por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (GC/EM/EM) ou cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC/EM/EM) (BROSSA et al.,
2002; HERNANDO et al., 2004). A cromatografia liquida vem sendo
amplamente empregada na determinagdo de esteroides estrogénicos por
ndo ser necessaria a derivatizacdo das substancias.

A técnica de pré-concentracdo é geralmente necessaria para a
determinacdo desses compostos. Existem diferentes técnicas para a
extracdo de contaminantes presentes em amostras ambientais: extracdo
liguido - liquido, destilacdo a vapor, extracdo em fase solida,
microextragdo em fase sélida, ultra-sonificacdo, extracdo com fluido
supercritico, entre outras (JEANNOT et al.,, 2002). Dentre essas
técnicas, a extracdo em fase solida é a mais comumente empregada
(BROSSA et al., 2002).
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A aceitacdo cada vez mais abrangente da extracdo em fase
solida (EFS) reside no fato de que esta técnica permite ndo so a extracao
eficiente dos analitos, mas possibilita sua concentragdo e pré-purificacdo
(BELFROID et al., 1999; BARONTI et al., 2000; JOHNSON et al.,
2000; JOHNSON E SUMPTER, 2001; CARGOUET et al., 2004;
LAGANA et al., 2004; SERVOS et al., 2005).

A alta massa molar e a presenca de grupos polares nas
moléculas de compostos esteroides sdo propriedades que tornam a
analise direta por cromatografia gasosa dessas substancias bastante
dificil, uma vez que essas moléculas ndo sdo estaveis sob condigdes de
cromatografia gasosa. Portanto, muitas substancias comumente sofrem
derivatizagdo antes da andlise por cromatografia gasosa, com o objetivo
de facilitar a determinacdo destas. A cromatografia gasosa é limitada ao
uso para compostos que sao volateis. Dessa forma, por meio da
derivatizagdo, é possivel superar a limitagdo da volatilidade e
estabilidade (SERVOS et al., 2005).

E possivel encontrar centenas de artigos cientificos utilizando
métodos cromatograficos para determinacdo de compostos estrdgenos.
Uma boa revisdo desses métodos analiticos foi realizada por Gabet et al.
(2007). Neste trabalho, serdo expostos o0s principais trabalhos
publicados nos ultimos cinco anos apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3: Revisdo dos Gltimos 5 anos sobre trabalhos de determinagéo dos estrogénios estriol e estrona.”

SUBSTANCIA
estrona e
seu
conjugado e
estriol.
estriol e estrona e alguns
subprodutos
estrona

23  esterdides,
estrona e estriol

incluindo,

estriol e estrona
ente outros estrogénios

estrona, estriol e suas
respectivas formas
conjugadas

estriol e estrona

estriol,
estrona

17p-estradiol e

TECNICA
ANALITICA
LC/MS/MS

LC/MS/MS
LC-ESI-MS

LC/MS/MS

LC-EI/MS

LC-MS-MS

LC-APPI-MS/MS

LC/UV

FAIXA LINEAR

0,001-0,1ngL*

estriol 1,0-20ng gt
estrona 1,0-20ng g *

0,003-1ngL*

0,2a20ng L, exceto

para o estriol, que
variou de
1a20ngL?

estriol 3— 1000 pg L™
estrona 0,75 -250 pg L™

0,05 - 400 pg L estriol
0,1 - 400 pg L™ estrona

LIMITE E)E
DETECCAO
0,002 ng L estriol,

0,001 ng Lt estrona e

seu conjugado

estriol 0,77 ngg!
estrona 0,75 ng g *
estrona 1 pg mL™

0,001 ng L* estriol
0,003 ng L estrona

estriol 285 pg L™
estrona 70 pg L™

estriol 26 pg kg™
estrona 11 pg kg™

50 ng L estriol

10 pg L estrona

5,6 ng L estriol
16,2 ng L™ estrona

AMOSTRAS
ANALISADAS
aguas residuarias

sedimento de rios

soro de sangue
humano
urina de macaco

agua de rio

lodo de esgoto

proveniente de
estacdo de
tratamento

agua de superficie

e em esgoto bruto

agua de superficie
pré tratamento

REFERENCIA

Koh et al. (2007)

Matejicek et al.
(2007)
Yamashita et al.
(2007)
Hauser et al.
(2008)

Matejicek e
Kuban (2008)

Nieto et al.
(2008)

Viglino et al.
(2008)
Wang et al.
(2008)



estrona e estriol além das
formas conjugadas a sulfato

e glucuronideos  desses
esterdides

15 esteroides, entre eles,
estrona

estrona, estriol e
dois estrégenos sintéticos

estrona e 17f-estradiol

estrona, 17p-estradiol e
estriol

estrona, 17B-estradiol e
estriol entre outros

desreguladores enddcrinos

LC/MS

GC/MS

LC/ESI
LC/APPI

GC/MS/MS
GC/MS
LC/MS/MS

LC/MS/MS

GC/MS

0,026-0,13 ng L™

ESI
estriol e estrona
10-1000 pg L*

Outros
25-1000 pg L
APPI
estriol e estrona
20-1000 pg LY,
Outros
10-1000 pg L
CG/MS/MS e CG/MS
1a500ng L

CL/MS/MS
15a750ng L™*
1,02200ng L*

estrona 2,5-500 ng L
estriol 5a750ng L™

0,3ng L paraa
estrona
0,5ng Lt parao
estriol
0,001 ng L™

ESI
estriol e estrona
8ngL*
outros 15 ng L

APPI
estriol e estrona
12ng LY,
outros 6 ng L™

CG/MS/MS e CG/IMS

0,3e0,7ngL™*

CL/MS/MS
0,6ng L™

estrona - 0,25 ug L™

estriol - 0,5 g L™

estrona 1,2 pg L?
estriol 2,3 pg L™

esgoto bruto e
tratado e em agua
de rio

sangue de rato

afluentes e
efluentes de
estacédo de
tratamento de
esgotos

efluentes de
estacdo de
tratamento

efluentes de
estacdo de
tratamento de
esgotos
lodo de esgotos
proveniente de
estagdo de
tratamento
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Kumar et al.
(2009)

Chen et al.
(2009b)
Chen et al.
(20092a)

Grover et al.
(2009)

Miege et al.
(2009)

Nie et al. (2009)
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11 estrégenos nas formas
livre e conjugada

estrona,
estriol
estrona, entre outros

9 farmacos e mais dois
hormoénios

17p-estradiol e

estrona,
estriol
estrona entre outros

17p-estradiol e

estrona e 17f-estradiol

estrona,
estriol

17p-estradiol e

estradiol e estrona e seus
metabdlitos

estrégenos, entre eles,
estrona e estriol

estrona , 17f-Estradiol
estriol e seus metabolitos
estrona e 17a-estradiol

LC—(ESI)MS-MS

LC/MS

GC/MS

LC/ UV
GC-MS/MS
CL-MS/MS

SPME-CL/UV

LC— (ESI)-MS
LC-

ECAPCI/MRM/MS

CL-MS

LC-ESI-MS/MS

GC/MS-NCI

0,75-250 pg L™
estrona;
3-1000 pg L™ estriol;
0,003a0,15ng L™

0,15-400 ng L*

estrona 5-1000 pg L™
estriol 10 — 1000 pg L™
0,7-25ngmL*!

0,0005 a 0,05 pg L™
estriol 5,0-30,0 pg L™
estrona

15,0-40,0 ug L™
0,005a2pgL*

01ngLtal0pgl™

1,25-250ng gt

15 ng L™ estrona
30 ng L™ para as
demais substancias
analisadas
0,003 ng L estriol
0,0008 ng L estrona
0,05ngL*

estrona 10 pg Lt
estriol 2,7 pg L™,
estrona 0,7 ng mL*
0,1892 pg L™ estrona

estriol 1,28 pg L™
estrona 2,39 pg L™

0,74 pg L*
0,1ng L™ estrona
0,2ng L™ estriol

6ngL*t

estrona—0,68 ng g™

nédo houve
aplicagdo do
método

leite

agua de torneira,
poco, rio, lago,
piscina e aguas

residudrias
agua de rio e de
torneira
amostra de bile de
peixe

plasma humana

tecidos de peixes
e camardo

tumores de
préstata e mama

amostras de agua
do rio Atibaia -
SP
efluentes de ETE

tecido de peixe

Pedrouzo et al.
(2009)

Yan et al. (2009)

Azzouz et al.
(2010)

Chang e Huang
(2010)
Fenlon et al.
(2010)
Hosogi et al.
(2010)

Hu et al. (2010)

Penning et al.
(2010)

Sodré et al.
(2010)

Vega-Morales et
al. (2010)
Al-Ansari et al.
(2011)



20 compostos famacéuticos,
entre eles, estrona

estrona, estriol, 17p-
estradiol e 17a-estradiol

estrona, estriol

entre outros hormonios
estrona, estriol, 17p-
estradiol e 17a-estradiol

estrona, estriol e mais 16
esterdides

10 hormonios, entre eles:
estrona

estrona, 17a-estradiol e 178-
estradiol e estriol

27 desreguladores
enddcrinos, entre eles:
estrona e estriol

36 desreguladores
enddcrinos, entre eles:
estrona e estriol
14 farmacos,
estrona

4 hormonios, entre eles,
estrona

entre eles,

GC/MS

CL/ MS-MS

UHPLC/ MIP

ESI-MS/MS

LC/MS/MS

UV/HPLC

SPLE/ GC-MS

SPE-LC-MS/MS

LC-Q-TOF-MS

GC-MS

HPLC/ SWCNT

estrona
7,9-10.000 ng kg
estrona
17,3-500ng L!

estriol 7,3-500ng L

50-500ng L

0,02a0,3pgL*

1,0a400ng L

estrona

0,2281-2,9200 ng L™

estrona
0,1a120ngg™*

estriol
0,2a120ngg™*
estrona e estriol
20-1000ng L*

0,9-500 ng.L*

10,0-2000 pg g *

3,0-90,0 pg Lt

estrona 2,4 ng kg

estrona 4,7 ng L™
estriol 3,9 ng L!

32,6ngL?

estrona— 0,019 pg L*
estriol — 0,035 pg L*

estriol - 5,2 ng Lt
estrona- 1,0 ng L™
estrona
0,2413ng L
0,02ngg™

estrona e estriol
13ng L™

estriol - 0,28 ng L™

estrona 0,31 ng L *

40pggt

estrona - 0,34 pg L*

amostras de tecido
animal
agua de rio

agua de rio e de
torneira
fluido
cerebrospinal
humano
agua de torneira e
rio
agua de lagos e de
chuva
amostras de solo

amostras de
esgoto

agua potavel e de
rio

lodo de esgoto

agua de torneira e
agua do mar

35

Azzouz et al.
(2011)
Kozlik et al.
(2011)

Lucci et al.
(2011)
Nguyen et al.
(2011)

Wang et al.
(2011)
Zhang et al.
(2011a)
Zhang et al.
(2011b)

Vega-Morales et
al. (2012)

Wang et al.
(2012a)

Yu e Wu (2012)

Ma et al (2012)
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5 hormonios, entre eles,
estrona

estrona , estriol e mais 17
esterdides

17p-Estradiol, estriol e

estrona

27 poluentes emergentes,
entre eles,

estrona

22 farmacos, incluindo,
estrona

estrona e 17f-Estradiol

8 desreguladores
enddcrinos, entre eles:
estrona e estriol
17B-estradiol e estrona

HPLC/ capilar
monolitico
LC-MS/MS

LC/ NCs

HPLC-MS/MS

GC-MS
LC-MS/MS
HPLC/UV

UVCPE-
HPLC/DAD

0,50-15,00 pg L

estrona
0,044a0,1913 ng L™
estriol 0,0001 a
0,097 ng L™
estriol
2,0 a80ngL™
estrona
48a83ngL*
0,4220pg L™

2,8a15,000ng L™
0,0019 a 2,000 pg L*

2,0a400 pg Lt

0,005alngL™?

estrona— 0,32 pg L

estrona 0,0147 ng L™
estriol 0,0032 ng L*

estriol
43ng Lt

estrona
14ngL*
450 ng L™

estrona-0,8ng L
0,0019 pg L*

20ngL?

0,0001 ng L*

“Tabela adaptada com faixa linear e LD que relacionam massa e volume ou massa
interpretacéo destes valores.

urina e leite

fezes de macaco

agua de torneira

agua de rio

sangue e urina
sangue humano
amostras de
esgoto

urina humana

Hu et al. (2012)

Weltring et al.
(2012)

Wang et al.
(2012b)

Camilleri et al.
(2012)

Azzouz e
Ballesteros (2012)
Fiers et al. (2012)

Zhang et al.
(2012)

Zou et al. (2012)

e massa a fim de facilitar a
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Percebe-se que a cromatografia liquida acoplada a
espectrometro de massas (LC-MS-MS) tem boa sensibilidade, e é o
método mais utilizado. Porém, esta técnica exige, normalmente, que a
amostra sofra pré tratamento, como a extragdo liquido-liquido ou a
extracdo em fase solida anteriormente citada.

Portanto, o desenvolvimento de técnicas menos trabalhosas no
sentido da diminuicdo da quantidade de etapas do processo se faz
emergente. Por apresentar essas caracteristicas, além da alta seletividade
e sensibilidade, os métodos eletroanaliticos se mostram como opcéo
vidvel.

2.1.5 Determinagbes Eletroanaliticas dos Estrogénios Estrona e
Estriol

Pouco pode ser encontrado na literatura a respeito de métodos
eletroanaliticos para determinacdo de estrdgenos. A seguir, serdo
apresentados artigos publicados até dezembro de 2012.

Um ensaio sensivel e rapido de varredura polarogréafica foi
desenvolvido para a determinacdo de estradiol e estriol. O ensaio
envolve a nitragdo controlada usando 0,4 mol L™ de solucdo de nitrito
de sddio a 100° C em banho-maria durante 30 min. O estradiol e estrona
nitrados foram determinados diretamente na mistura de reagdo por
polarografia. Devido a capacidade de forte adsorcdo de derivados nitro,
a sensibilidade do método polarografico é elevada. Os limites de
deteccdo foram 6 x 10% e 4 x 10® mol L™, respectivamente. O
procedimento foi aplicado para a determinacdo do estriol em urina de
mulheres gravidas (HU et al, 2002).

Yang et al. (2009) modificaram a superficie de eletrodos de
carbono vitreo utilizando nanotubos de carbono dispostos em multiplas
camadas para determinacdo de estrona. A faixa linear de trabalho variou
de 5,0 x 10®a 2,0 x 10 ° mol L *, e o limite de detecco foi de 5,0 x
10"° mol L™ . O potencial de pico da oxidacdo da estrona foi verificado
em 0,58 V, potencial muito préximo do encontrado por Jin e Lin (2005).
O método foi aplicado na determinacdo de estrona em formulagdes
farmacéuticas comerciais.

Jin e Lin (2005), por sua vez, utilizaram eletrodo de grafite
modificado com carbamilcolina aderida em parafina para determinagéo
simultanea de 17pB-estradiol, estrona e estriol. Os trés picos de oxidacéo
foram encontrados em potencial de 0,55V/SCE. Portanto, a
concentragdo encontrada foi denominada estrgenos totais e as
concentragdes individuais destes horménios foram estimadas a partir da
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relagdo tipica de 17B-estradiol:estrona:estriol como sendo 2:2:1 e as
faixas lineares foramde 4 x 10 °a4 x 10, de3x 10 'a3x 10 °e 5 x
107 a 9 x 10° mol L, respectivamente. O método foi aplicado
satisfatoriamente em soro sanguineo de mulheres gestantes.

Um ano depois, Lin e Li (2006) utilizaram aglomerados de
platina associados a multicamadas de nanotubos de carbono na
modificacdo de eletrodos de carbono vitreo. O método foi desenvolvido
para determinacdo de estrona, 17 B-estradiol e estriol e aplicado na
determinacdo destes em soro sanguineo humano. A faixa linear
apresentada pela determinacdo voltamétrica através de voltametria de
onda quadrada foi 5,0 x 10 ' — 1,5 x 10> mol L™ para 17p-estradiol,
2,0 x 10°— 5,0 x 10°°> mol L™ para estrona, e 1,0 x 10°— 7,5 x 10°°
mol L™ para estriol. O potencial de pico de oxidacdo dos trés estrégenos
foi em 0,43V/SCE, e a determinacéo realizada foi de estr6genos totais,
apenas estimando-se, portanto, as concentragdes individuais destes
estrogenos, como citado no trabalho anterior. Os limites de deteccdo
foram de 840 nmol L™ para estrona, 620 nmol L™ para estriol e 180
nmol L™ para 17p-estradiol.

2.2 DIAMANTE DOPADO COM BORO

Eletrodos de diamante dopado com boro (EDDB) tém sido
intensamente estudados nos Udltimos anos, em relacdo as suas
propriedades eletroquimicas fundamentais e também em termos de suas
aplicagdes eletroanaliticas.

Eletrodos EDDB tém alta estabilidade e dureza, apresentam
superficie inerte e baixa corrente capacitiva. Assim, tém sido
amplamente  utilizados em eletropolimerizacdo, eletroanalitica,
combustdo eletroquimica, e como eletrocatalisadores. A seguir, serdo
discutidas essas e outras propriedades e apresentados alguns trabalhos
de aplicacdo de eletrodos EDDB em eletroanalitica.

O diamante é uma forma alotropica rara do carbono. Apresenta
arranjo tetraédrico, no qual os atomos de carbono se ligam
covalentemente formando uma estrutura cristalina extremamente rigida.
Entre outros fatores, a hibridizacdo do carbono (sp®) confere
propriedades bastante peculiares a essa estrutura, como: inércia quimica,
extrema dureza e baixa condutividade térmica. Ainda, e mais
importante, o diamante apresenta alta resistividade elétrica (10" Q cm™
com band gap — 5,47 eV a 300 K) o que impossibilita sua utilizacdo
como eletrodo, porém ao se utilizar o boro como elemento dopante,
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tem-se um material de excelente qualidade para utilizacdo em
eletroanalitica.

A dopagem com boro consiste em substituir alguns atomos de
carbono na estrutura cristalina do diamante por atomos de boro, para
garantir a condutividade elétrica (LUONG et al., 2009).

A escolha do elemento boro se d& comumente por apresentar
uma energia de ativagdo na transferéncia de carga favoravel (0,37 eV),
formando, assim, um semicondutor do tipo p. Outros elementos também
sdo utilizados como dopantes do diamante, sdo eles: nitrogénio, fésforo
e enxofre, nesse caso, sio formados semicondutores tipo n.

Geralmente a fonte de boro é proveniente do gés trimetil-boro,
numa concentra¢do que varia entre 10 e 20000 ppm (ZHANG et al.,
1996).

A sintese de diamante foi realizada em laboratério pela primeira
vez em 1905 por Burton, mas foi somente em 1963 que o boro, através
do crescimento a alta pressdo e temperatura, foi incorporado ao
diamante para produzir um material semicondutor, dando inicio aos
estudos de aperfeicoamento do chamado eletrodo de diamante dopado
com boro (do inglés: Boron-doped Diamond — BDD) (BUNDY, 1963;
MATSUMOTO et al., 1982).

Em 1982, no Instituto Nacional de Pesquisa em Materiais
Inorganicos (Japao), foi desenvolvida uma nova técnica para produzir
filmes de diamante, de boa qualidade, sobre substratos que ndo sejam o
diamante a partir de misturas de hidrogénio e hidrocarbonetos
(MATSUMOTO et al., 1982).

Este procedimento foi descrito como a deposicdo quimica a
partir da fase vapor assistida por filamento quente (HFCVD, sigla do
inglés: Hot Filament-Chemical Vapor Deposition). Um ano mais tarde,
0 mesmo grupo de pesquisa reportou outro método denominado
deposicdo quimica, a partir da fase vapor assistida por descarga de

! Quando um 4tomo de B (25? 2p?) substitui um &tomo de C (252 2p?), uma das ligagdes C-B &
deficiente em um elétron. Sob a influéncia de uma voltagem aplicada, um elétron de um atomo
vizinho pode mover-se para preencher esta deficiéncia, deixando, assim, uma vacancia positiva
atras de si. Quando esta vacancia é preenchida, outra é criada em outro lugar e a conducéo
elétrica resulta da migracdo destas vacancias positivas através do cristal. Em virtude da
natureza positiva da carga transportada, a substancia é considerada um semicondutor tipo p.

O fésforo (3s? 3p°®), por exemplo, tem um elétron a mais que o carbono em sua camada de
valéncia. Quando o fésforo é adicionado ao carbono, os elétrons extras fornecidos séo capazes
de se mover através do sélido, quando aplicada uma voltagem. Em virtude da condugdo ser
devido a elétrons, o cristal é chamado semicondutor tipo n.
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microondas (MWCVD ou CVD, sigla do inglés: MicroWave Chemical
Vapor Deposition) (KAMO et al., 1983).

A técnica CVD vem sofrendo constante aprimoramento com o
estudo de novas fases vapor e a implementacdo de novos reatores, sendo
hoje utilizada para a confecgéo de filmes ultrafinos de diamante dopado
com boro (EDDB) em diferentes substratos.

A concentracdo do boro determina a resisténcia especifica de
um filme de EDDB. Concentracdes de 10™ atomos cm™ determinam
uma resisténcia na ordem de 10* Q, enquanto concentragdes de 10%
atomos cm™ conduzem a uma resisténcia na ordem de 102 Q (VARNIN,
1990; LUONG et al., 2009).

A fonte de carbono pode ser 0 metano, o metanol, a acetona ou
qualquer composto organico preferencialmente volatil. Usualmente
escolhe-se 0 metano por ser um composto abundante e que preenche
todos os requisitos para uma boa deposi¢do pela técnica de CVD. O
substrato a ser escolhido para a confeccéo do eletrodo de EDDB € outro
fator importante. O melhor substrato é aquele que possui boa resisténcia
mecénica e coeficiente de dilatacdo parecido com o do filme de
diamante, para ndo ocorrerem eventuais rachaduras apds a retirada do
eletrodo do reator (SLACK, 1975). Comumente utiliza-se silicio como
substrato.

Em contrapartida, estudo realizado por Fisher et al. (1998)
mostrou que a evolugdo da técnica de CVD tornou possivel construir
eletrodos de EDDB sobre os mais diferentes substratos, e ainda se
observa tendéncia de queda de prego devido ao aprimoramento das
tecnologias utilizadas, tornando viavel, inclusive, o uso de eletrodos de
EDDB para degradagéo de diversos compostos em esgotos domésticos e
industriais.

O eletrodo EDDB possui propriedades significativamente
diferentes das formas alotropicas de carbono comumente utilizadas em
eletroquimica, como os eletrodos de grafite pirolitico e de carbono
vitreo. Possui uma grande janela eletroquimica entre as reacdes de
desprendimento de hidrogénio e oxigénio em meio aquoso
(BACHMANN et al., 1989), ou ndo-aquoso (WU et al., 1998), elevada
estabilidade quimica e mecénica e alta resisténcia contra a corroséo
(SWAIN, 1994).

Em contraste também com a maioria das superficies de carbono
que possuem hibridizacdo sp?, o diamante dopado com boro néo
apresenta reacfes que desencadeiam adsor¢do de dxidos na superficie do
eletrodo (LUONG et al., 2009).
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As baixas correntes capacitivas observadas na polarizagdo do
eletrodo EDDB por Vinokur et al. (1996) também auxiliam a classificar
esse eletrodo como excelente ferramenta eletroanalitica.

2.2.1 Aplicacdes do Eletrodo de Diamante Dopado com Boro na
Eletroanalitica

Com o aparecimento do eletrodo EDDB surgiram publicagdes
nas mais diversas areas da eletroquimica e eletroanalitica, evidenciando
0 interesse de pesquisadores por esta ferramenta. Alguns artigos de
revisdo, como os elaborados por Tenne e Lévy-Clément (1998), Rao e
Fujishima (2000), Pleskov (2002), e por Luong et al., (2009) fornecem
um bom histérico das pesquisas realizadas. Percebe-se a versatilidade
deste tipo de eletrodo na determinagdo de ions inorganicos, metais e
moléculas organicas, por oxidacdo ou reducdo e ainda apresentando
baixos limites de deteccdo, em alguns casos, chegando a concentragdes
na faixa de pg L™.

Entretanto, o comportamento eletroquimico dos eletrodos
EDDB, observado em diferentes experiéncias de laboratério e em
diversos laborat6rios ndo pode ser satisfatoriamente comparado porque
depende das propriedades fisicas, quimicas e eletrénicas do material.
Estas propriedades sdo geralmente afetadas pela quantidade e tipo de
dopante, fatores morfoldgicos e defeitos no filme, presenca de
impurezas (carbono sp?) e terminacdo da superficie (hidrogénio,
oxigénio). Esta terminagdo superficial pode ser gerada usando
tratamentos eletroquimicos (redugdo da &gua ou solugdo acida para
produzir terminacfes hidrogénio e oxidacdo da agua para produzir
terminacBes oxigénio) ou, ainda, por tratamentos utilizando plasma
(GOETING et al., 2000; FERRO et al., 2002; LUONG et al., 2009).

A velocidade de transferéncia de carga de alguns pares redox
pode mudar com a terminacdo da superficie do eletrodo EDDB. Neste
sentido, Granger e Swain (1999) estudaram a influéncia das terminages
superficiais do EDDB (obtidas por tratamentos por plasma) na
reversibilidade do ferro/ferricianeto e de outros pares redox. Estes
autores observaram que a reacdo do par Fe(CN)s*/ Fe(CN)s> procede
mediante interacBes especificas na superficie do diamante com
terminacBes hidrogénio e que estas interagdes superficiais sao
blogueadas quando a superficie do EDDB contém terminacfes oxigénio
efeito de bloqueio de sitios produzidos por espécies carbono-oxigénio.
Acredita-se que a terminacdo hidrogénio confere a superficie carater
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hidrofdbico, enquanto superficies com terminacdo oxigénio apresentam-
se hidrofilicas (LUONG et al., 2009).

Suffredini et al. (2004) estudaram o comportamento do eletrodo
de diamante apds este ser submetido a um pré tratamento catodico da
superficie, observando-se um comportamento reversivel quase ideal para
a reacdo de oxidacdo do Fe(CN)s*/ Fe(CN)s>, além de melhorar
sistematicamente todas as respostas eletroquimicas em meio aquoso.

Posteriormente, Mahe et al. (2005) também utilizaram as
polarizacGes catddica e anddica para estudar a reatividade eletroquimica
do par reversivel Fe(CN)g*/ Fe(CN)¢> sobre eletrodos EDDB. Estes
autores observaram que o pré-tratamento catédico incrementa a
reprodutibilidade e o valor da constante de velocidade de transferéncia
de carga, quando comparado a trabalhos prévios publicados para este
sistema eletroquimico sobre eletrodos EDDB recém preparados ou com
as suas superficies oxidadas. Este fato é consistente com a participacdo
do hidrogénio dentro do processo de geracdo de vacéncias (holes) na
superficie do EDDB.

A condutividade superficial do diamante com terminacgdes
hidrogénio é préximo de 10°-10" S cm™ a temperatura ambiente
(MAIER et al., 2000), enquanto o diamante com terminacGes oxigénio
apresenta condutividade de aproximadamente 10 S cm™ (ROSSI et
al., 2003).

Diversos trabalhos, foram desenvolvidos utilizando esse pré
tratamento na detecgdo de moléculas organicas em amostras reais
utilizando-se a técnica de voltametria de onda quadrada. Os resultados
mostraram-se satisfatorios e desta forma o pré-tratamento catddico
tornar-se-4 padrdo em todos os estudos realizados neste trabalho. A
seguir serdo apresentados os mais significativos nos Gltimos cinco anos.

Medeiros et al. (2008) determinaram simultaneamente
aspartame e ciclamato em produtos dietéticos. O limite de deteccdo do
aspartame foi de 4,7 x 107 mol L™ e o limite de deteccdo de ciclamato
foi de 4,2 x 10 mol L™. O eletrodo EDDB utilizado apresentava nivel
de dopagem de boro de 8.000 ppm.

Souza et al. (2008) quantificaram sulfadiazina e sulfametoxazol
utilizando eletrodo de diamante com dopagem de boro de 8.000 ppm.
As faixas lineares foram obtidas nos niveis de concentracdo de 8,01 x
10° a 1,19 x 10 mol L™ para sulfadiazina e 6,10 x 10° a 6,01 x 10°
mol L™ para sulfametoxazol, com respectivos limites de deteccdo de
2,19 x 10 e 1,15 x 10 mol L™. O método desenvolvido foi aplicado na
determinacdo destes em produtos farmacéuticos.
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Lourencdo et al. (2009) determinaram simultaneamente
paracetamol e cafeina, em formulacdes farmacéuticas utilizando
metodologia desenvolvida a partir de um eletrodo EDDB com nivel de
dopagem de 8.000 ppm. A faixa linear variou de 5,0 x 107 a 8,3 x 10®
mol L* 7para ambos os compostos e os limites de deteccdo foram
4,9x10" mol L™ e 3,5x 10 ®mol L™ para o paracetamol e a cafeina,
respectivamente.

Lima-Neto et al. (2010) desenvolveram metodologias utilizando
dois eletrodos de diamante dopado com diferentes niveis de dopagem de
boro (10.000 e 20.000 ppm). O limite de deteccdo para os eletrodos
dopados com 10.000 e 20.000 ppm de boro foram 2,69 x 108 mol L™ e
8,15 x 10”° mol L™, respectivamente. As metodologias foram aplicadas
na determinacdo de nitrofurantoina em formulacdo comercial de
produtos farmacéuticos.

Yardim et al. (2011) utilizaram EDDB para desenvolver
metodologia de quantificacdo de benzo[a]pireno (BaP) através da
técnica de onda quadrada. A faixa linear variou de concentracdes de
4,04 - 50,46 ng mL™, com um limite de deteccéo de 0,72 ng mL™. Este
método foi também aplicado para determinar BaP em amostra
certificada de agua.

Carbendazim (CBZ) e fenamifos (FNP) foram quantificados em
dgua natural através de metodologia desenvolvida por Franca et al.
(2012) utilizando voltametria de onda quadrada. A curva de calibragédo
para a deteccdo de carbendazim apresentou boa linearidade na faixa de
concentragdo de 0,50 - 15,0 pmol L. A oxidacdo de fenamifés no
eletrodo EDDB mostrou faixa de concentracéo de 0,5 a 25,0 pmol L™.

Um eletrodo de diamante dopado com boro (5.000) foi utilizado
para deteccdo da demanda quimica de oxigénio (DQO), por meio de
técnica amperométrica. O limite de deteccdo de DQO foi de 0,3 mg L™.
E a faixa linear 0,35 a 1458,7 mg Lt (BOGDANOWICZ et al, 2012).

Wang et al (2012) também desenvolveram metodologia para
determinacdo de DQO utilizando EDDB. A faixa linear foi de 0 - 23200
mg L™ e o limite de deteccéo de 0,192 mg L™

Neste estudo, um eletrodo de diamante dopado com boro
(10.000 ppm) foi utilizado para a determinacdo eletroanalitica de
melatonina em formulacdo farmacéutica e amostras de urina Eor
voltametria de onda quadrada. A faixa linear foi de 50 x 10" a
4,0 x 10° mol L™ e o limite de deteccéo de 0,025 ng mL™ (LEVENT,
2012).

Medeiros et al. (2012) através da voltametria de pulso
diferencial (DPV) utilizaram EDDB (pré-tratado catodicamente) para
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determinar simultaneamente dois pares de corantes sintéticos: tartrazina
(TT) e amarelo-sol (SY), e azul brilhante (BB) e amarelo-sol (SY). Os
valores dos limites de deteccdo obtidos para a determinacdo simultanea
de TT e SY, e BB e SY foram 62,7 e 13,1 nmol L™, e 143 e 25,6
nmol L, respectivamente. O método proposto foi aplicado na
determinacdo simultanea destes corantes em produtos alimentares.

Pereira et al. (2012) desenvolveram um método eletroquimico
para a determinacdo de bisfenol A (BPA) através da voltametria de
pulso diferencial e utilizando EDDB. A faixa linear foi de 0,44 a 5,2
mmol L™ e o limite de deteccdo de 0,21 mol L™,

Um método sensivel e seletivo para a determinacéo da cafeina
utilizando eletrodo de diamante dopado com boro foi desenvolvido por
Svorc et al (2012a). A resposta linear da corrente de pico com a
concentragdo foi de 4 x 107 a 2,5 x 10° mol L™, e o limite de deteccéo
de 1,5 x 10”7 mol L™ Os ensaios foram realizados sem qualquer pré-
tratamento para ativacdo da superficie do eletrodo. O método proposto
foi aplicado com sucesso para a determinagdo de cafeina em amostras de
bebidas disponiveis comercialmente.

O mesmo grupo utilizou EDDB para determinacdo simultanea
de paracetamol e penicilina V. As curvas de calibracdo para a
determinacdo simultdnea de paracetamol e penicilina V exibiram
respostas lineares na faixa de concentragdes de 0,4 - 100 umol L™ para
ambos os farmacos. O limite de deteccéo foi estabelecido de 0,21 e 0,32
mmol L™ de paracetamol e penicilina V, respectivamente. A utilidade
pratica analitica do método proposto foi demonstrada por determinagdo
simultanea de paracetamol e penicilina VV em amostras de urina humana.
(SVORC et al. 2012b)

2.3 METODOS VOLTAMETRICOS

A voltametria compreende um grupo de métodos
eletroquimicos que se baseia nos fendmenos que ocorrem na interface
entre a superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de solucéo
adjacente a essa superficie. Essa técnica é classificada como dinamica,
pois a cela eletroquimica é operada na presenca de corrente elétrica (i >
0) que, por sua vez, € medida em funcéo da aplicacdo controlada de um
potencial. Assim, nessa técnica, as informacgdes sobre o analito sdo
obtidas por meio da medi¢cdo da magnitude da corrente elétrica que
surge no eletrodo de trabalho ao se aplicar um potencial entre um
eletrodo de trabalho e um eletrodo auxiliar (SKOOG et al., 2002). O
parametro ajustado é o potencial (E) e o parametro medido é a corrente


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013468612005233
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013468612002745
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013468612002745
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013468612002745
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013468612002745
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013468612002745
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0013468612002745

45

resultante (i). O registro da corrente em funcdo do potencial é
denominado voltamograma, e a magnitude da corrente obtida pela
transferéncia de elétrons durante um processo de oxirreducdo pode ser
relacionada com a quantidade de analito presente na interface do
eletrodo e consequentemente, na célula eletroquimica.

Um eletrodo atrai predominantemente espécies carregadas
positivamente ou negativamente, que podem ou ndo reagir na sua
superficie. Espécies neutras também interagem com o eletrodo via
adsorcao. A reacdo eletrodica é composta por uma série de etapas e para
se descrever qualquer processo eletrodico deve ser considerado
primeiro, o transporte das espécies até a superficie do eletrodo e
segundo, a reacdo que ocorre no eletrodo. Assim, a corrente (ou
velocidade da reacdo eletrddica) é governada por processos como a
transferéncia de massa (transferéncia da espécie do seio da solucéo para
a interface eletrodo-superficie); a transferéncia de carga (transferéncia
de elétrons na superficie do eletrodo); as reaces quimicas que precedem
ou sucedem a transferéncia de elétrons que podem por sua vez ser
homogéneos  (protonacdo, dimerizagdo etc) ou heterogéneos
(decomposices cataliticas, adsorcdo, desorcdo, cristalizacdo) (WANG,
1994).

O transporte de massa da solucdo ao eletrodo de trabalho é
governado por trés fatores: difusdo (movimento devido & influéncia da
concentracdo, isto é, da regido de alta concentracdo para regido de baixa
concentracdo); convecgdo (movimento fisico, devido & agitacéo,
vibragdo ou gravidade); e migragdo (movimento de particulas ao longo
de um campo elétrico) (BARD e FAULKNER, 1980).

A corrente observada na interacdo do analito com o eletrodo
(oxirreduc@o) é a faradaica (denominada assim por obedecer a lei de
Faraday), e é proporcional a concentracédo de analito eletroquimicamente
ativo no seio da solucdo. O outro tipo de corrente, a corrente capacitiva,
ndo é proporcional a concentragdo do analito e nem obedece & lei de
Faraday (ndo-faradaica), é apenas uma corrente gerada devido a
presenca de um acUmulo de elétrons na superficie do eletrodo,
aumentando a carga da dupla camada elétrica (corrente transiente
causada por mudangas na superficie do eletrodo e da solucéo) (BARD e
FAULKNER, 1980).

Para que seja possivel determinar um analito por voltametria €
necessario que o mesmo seja eletroativo, ou seja, que oxide ou reduza
em uma regido de potencial aplicado na qual a transferéncia de elétrons
seja favordvel termodinamicamente ou cineticamente, criando-se um
fluxo de elétrons (WANG, 1994). Nesse caso, a corrente faradaica deve
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ser medida em um ambiente de baixo ruido, que é formado pelas
correntes ndo-faradaicas e por correntes faradaicas resultantes de
processos de oxirreducdo de outras espécies na solugdo da cela de
trabalho (eletrdlito suporte, componentes da amostra, gases dissolvidos).

As correntes ndo-faradaicas podem ser minimizadas pelo uso de
eletrodos de pequena érea.

No caso das correntes faradaicas nao-especificas do analito, o
uso de eletrodo polarizado garante que nenhuma transferéncia de carga
possa ocorrer entre o eletrodo e a solucdo de eletrdlito suporte em
funcdo do potencial aplicado. A seletividade do eletrodo em condicgdes
experimentais especificas também evita que a corrente faradaica
proveniente de substancias potencialmente interferentes se manifestem.

O potencial aplicado no eletrodo de trabalho atua como a forca
motriz para a reagdo eletroquimica. E o potencial controlado que
possibilita a espécie presente na solugdo ser oxidada ou reduzida na
superficie do eletrodo. Na medida em que o potencial se torna mais
negativo que o E°’ da espécie eletroativa, o eletrodo se torna uma fonte
de elétrons favorecendo a redugdo das espécies na interface solugéo-
eletrodo. No caso de um potencial mais positivo que o E°’ da espécie
eletroativa a oxidacdo das espécies serd favorecida. Por esta razdo,
quando se faz uma variacdo de potencial no sentido negativo usa-se a
denominagdo de variagcdo de reducdo, enquanto que uma variacdo de
potencial no sentido positivo é a variacdo de oxidacdo (WANG, 1994).

A corrente elétrica surge quando o potencial aplicado atinge um
valor tal que permite a reacdo de oxirreducdo do analito. Se essa
corrente elétrica for proporcional a quantidade das espécies que reagem,
pode-se fazer uso desse fendbmeno do ponto de vista analitico
guantitativo.

A corrente faradaica i proveniente da oxirredugdo do analito na
superficie do eletrodo é dada por:

[ = zF dn/dt (1)

Onde: z - nimero inteiro de sinal e magnitude da carga ibnica
da espécie eletroativa
F - a constante de Faraday
dn/dt - ataxa de variacdo de mols da espécie eletroativa.
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Considerando-se a taxa de variagdo dn/dt como o produto entre
o fluxo de espécies eletroativas (J) e a area da secdo reta (A), tem-se que
a corrente instantanea é:

i = zFAJ @)

Na voltametria, as espécies ativas chegam ao eletrodo
primariamente por difusdo, pois outras formas de transporte de massa
sdo propositalmente limitadas.

Nesse caso J é dependente do tempo e é descrito pela primeira
lei de Fick, sendo J o produto entre o coeficiente de difusdo, D,
multiplicado pela variacdo de concentragdo na interface eletrodo-
solucdo (no qual a distancia, X, entre a superficie do eletrodo e a solucdo
é zero).

J=Ddc"/dx ()]

Assim a corrente é limitada por difusdo ou estd sob controle
difusional. As espécies envolvidas no processo sdo idnicas (fluxo
envolvendo transferéncia de carga) e a corrente pode ser expressa por:

i =z FAD dc®/dx 4)

Similarmente, se o fluxo de espécies para o eletrodo ndo
envolve transferéncia de carga (transferéncia de cations ou anions), mas
é adsortivo, tem-se um processo heterogéneo controlado cineticamente.
A adsor¢do é um processo heterogéneo e o fluxo de espécies eletroativas
pode ser descrito como uma etapa cinética de primeira ordem (equacédo
5). Nesse caso, tem-se também uma relacdo em que a corrente é
proporcional & concentracéo da espécie de interesse.

1 =zFAky c° (5)

Onde: k;, - uma constante de velocidade heterogénea
c? — concentracio de espécies na superficie do eletrodo
em um dado instante.
Como na camada externa existe um gradiente de concentragdo
aproximadamente constante, dc/dx é igual a diferenca entre a
concentracdo de analito na dupla camada e a concentracdo no seio da
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solucdo (c —°) dividido por dx, que equivale & largura da camada de
difusdo (3), assim:

de?/dx =c—c®/6 (6)
Substituindo (6) em (4), tem-se:
i = zFAD (c —c®)/6 )

Quando a corrente é limitada por difusdo, o material que chega
a superficie do eletrodo é imediatamente reduzido ou oxidado mantendo
sua concetracéo, c°, praticamente nula. Assim, a equacéo 7 pode ser
simplificada, no caso de processo catodico, para:

i = —zFAD (D,, c,,)/8 ®)
E para processo anddico:

i =zFAD (D*red C'red)r‘fﬁ ©)

Para sistemas controlados pelas leis da termodindmica, o
potencial do eletrodo (E) pode ser usado para estabelecer a concentragdo
da espécie eletroativa na superficie do eletrodo, de acordo com a
equacao de Nernst:

2387 log Lox (10)
CRed
Onde: E° - potencial padrio da reacdo
R - constante dos gases
T — temperatura, K
n - nimero de mols de elétrons transferido na reacéo, e
Cox € Cred CONcentracdes superficiais das espécies oxidada
e reduzida, respectivamente.

E=E°"+

A forma como o potencial é aplicado, e por consequéncia a
forma como o sinal analitico (corrente) é adquirido, ird denominar o tipo
de técnica voltamétrica em questdo. O modo de aquisi¢do repercute na
sensibilidade da técnica principalmente devido a magnitude da corrente
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capacitiva observada para cada caso e também na seletividade devido ao
formato do voltamograma e a largura dos pulsos de resposta medidos.
Além do modo de aquisicéo, as técnicas voltamétricas variam de acordo
com as etapas utilizadas antes ou durante a medida do sinal, tais como a
pré-concentracdo de analito (proveniente da capacidade do analito em
reagir ou adsorver com o material do eletrodo de trabalho) ou dire¢éo ou
inversdo da direcdo da variagdo de potencial.

A escolha da técnica voltamétrica a ser utilizada esta
relacionada com o tipo e a qualidade de informacdo
guantitativa/qualitativa que se quer obter a respeito do analito ou do
processo que envolve a interacdo entre o analito e o eletrodo de trabalho.

2.3.1 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica é a técnica mais comumente utilizada para
adquirir informagdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos. A
eficiéncia desta técnica resulta na sua habilidade em fornecer
rapidamente informacdes sobre o sistema estudado. E possivel
determinar o nimero de mols de elétrons envolvidos na reacdo de
oxirreducdo, a constante de velocidade heterogénea, o potencial formal,
coeficiente de difusdo e 0 mecanismo de reacao.

Esta técnica consiste na variagdo linear de potencial de um
eletrodo de trabalho estacionario. Essa variacdo ocorre de forma
triangular (representada na Figura 2a) e se inicia em valor no qual
nenhuma reacdo ocorre, seguindo até o potencial de inversdo e
retornando, geralmente ao potencial inicial (\WANG, 1994).

A Figura 2b ilustra a resposta de corrente quando uma espécie
gue pode ser oxidada e reduzida, no intervalo de potencial aplicado, é
sujeita a um sinal de excitacdo ciclica como mostrado na Figura 2a. As
informacGes importantes que podem ser extraidas de um voltamograma
ciclico séo: potencial de pico catodico (Ep), potencial de pico anddico
(Epa), corrente de pico catodica (iyc) € corrente de pico anddica (ipa).
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Figura 2: (a) Forma da aplicagdo da voltametria ciclica (b) Voltamograma
ciclico para um sistema reversivel.
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2.3.1.1 Sistemas reversiveis

Para uma reacdo reversivel, ou seja, uma reagdo que ocorre com
velocidade suficientemente alta para estabelecer um equilibrio dindmico
na interface, o processo redox segue exatamente as condi¢fes previstas
pela equacdo de Nernst (Equacdo 10), pois como a cinética da reacdo de
transferéncia de carga € rapida, apenas a etapa de transferéncia de massa
ird determinar as regras do processo.

Neste caso, a corrente de pico € dada pela equacéo de Randles-
Sevcik (Equagdo 12).

ip = (2,686 x 10°)n*2 AcDY?vY?2 (1)

Onde: n - é o nimero de mols de elétrons envolvidos no
processo,
A - a area do eletrodo (cm?),
D - o coeficiente de difusdo (cm*s™),
C - a concentragdo da espécie eletroativa no interior da
solucdo (mol cm®)
v - a velocidade de variacdo do potencial (V s™)
(WANG, 1994).

Existem ainda varios critérios para diagnosticar se um sistema
eletroquimico comporta-se reversivelmente, dentre eles (BARD e
FAULKNER, 1980): as correntes de pico catodica e anddica sdo
aproximadamente iguais em médulo; a diferenca entre os potenciais de
pico, AEp, é definida por:

AE, = |E

Pox

— Ep,oql =0,059/n (12)
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2.3.1.2 Sistemas irreversiveis

Para processos irreversiveis, a velocidade de transferéncia de
carga é lenta quando comparada com a velocidade de variagcdo de
potencial, e as concentracGes das espécies oxidadas (Ox) e reduzidas
(Red) ndo serdo mais funcdo apenas do potencial, portanto ndo possui
um comportamento Nernstiano. Neste caso, o coeficiente e a velocidade
de transferéncia de carga devem ser considerados. Nestas circunstancias,
a equacdo que descreve a corrente de pico é dada pela Equacéo 13.

ip = (2,99 x 10%)n(an)*?4cD?v % (13)

Os critérios para diagnosticar a irreversibilidade de um sistema
sdo (BRETT, 1993): auséncia de pico na variacdo reversa de potencial;
Ep desloca-se de 30/n (mV) para cada 10 vezes de aumento na
velocidade de variacao.

O potencial neste caso é definido por:

|Ep_ Ep

= 0,0477 fan (14)

foy
f2

Com fins de caracterizacdo das reagfes (reversiveis ou
irreversiveis), outras inferéncias podem ser feitas a partir dos valores de
corrente e velocidade de variagdo do potencial. Analisando-se a
inclinagdo de curvas log i em funcédo do log v, pode-se concluir que: um
comportamento linear com inclinagdo igual a 0,5 caracteriza 0 processo
como controlado por difusdo; inclinagdo igual a 1 caracteriza 0 processo
como controlado por adsorcéo.

Para reacdes reversiveis ou ndo, sem implicacbes cinéticas, ao
plotar-se i em funcdo de v** observa-se comportamento linear com a reta
passando pela origem.
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2.3.2 Voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada (VOQ) foi desenvolvida por
Baker (RAMALEY, 1969; NUWER et al., 1991; BRETT, 1993) em
1952, e no decorrer dos anos sofreu modifica¢fes instrumentais aliadas
ao desenvolvimento de novas teorias que foram responsaveis pelo
estabelecimento da técnica para analise de tracos e na obtencao de dados
relacionados a cinética e a0 mecanismo de reagdes quimicas sob varias
condicdes (SOUZA et al., 2003).

Esta é uma das técnicas de pulso mais rapidas e sensiveis,
apresenta menor consumo de espécie eletroativa, diminuicdo dos
problemas associados ao blogueio da superficie do eletrodo por produtos
de reagdo e os limites de deteccdo podem ser comparados, em
determinadas situacGes, aos das técnicas cromatograficas. Além disso, a
andlise dos resultados também possibilita a avaliacdo cinética e
mecanistica considerando-se espécies adsorvidas ou nao a superficie do
eletrodo de trabalho (RAMALEY, 1969; SOUZA et al., 2003).

Uma caracteristica desta técnica é a possibilidade de apresentar
a corrente gerada na forma de um pico simétrico, de maior intensidade
gue as ondas obtidas por polarografia de corrente direta ou voltametria
ciclica e a habilidade em medir as correntes faradaicas em um tempo em
gue as correntes capacitivas sdo despreziveis, um dos motivos pelos
quais a técnica se mostra tdo sensivel em relacdo as outras (SILVA,
2006). Tem sido aplicada em reacfes envolvendo adsorcdo de
compostos organicos e permite estudar a reducdo irreversivel dos
materiais adsorvidos (O’DEA et al., 1993).

Na voltametria de onda quadrada, a forma da curva corrente-
potencial é proveniente da aplicagdo de potenciais de altura AEs
(incremento de variagdo de potenciais) que variam de acordo com uma
escada de potencial com amplitude de pulso a e duracédo 2t (periodo). Na
curva de potencial - tempo, a largura de pulso (t /2) é chamada 7 e a
frequéncia de aplicacdo dos pulsos é chamada de f e é dada por (1/t). As
correntes elétricas sdo determinadas duas vezes, uma ao final do pulso
direto, quando a direcdo do pulso é igual a direcdo da variacéo, e outro
ao final do pulso reverso. Figura 3 representa esquematicamente a
aplicacdo do pulso nessa técnica. O sinal é obtido como uma intensidade
de corrente resultante (Ai) de forma diferencial e apresenta excelente
sensibilidade, pois esta amostragem garante uma minimizagdo da
contribuicéo da corrente capacitiva sobre a corrente resultante (SOUZA
et al., 2003).
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Figura 3: (a) Representacdo da aplicacdo do pulso na voltametria de onda
quadrada; (b) Voltamograma de onda quadrada.
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Fonte: SOUZA et al., 2003

As curvas de corrente em funcdo do potencial sdo geralmente
simétricas, apresentando perfil gaussiano, isso porque somente ao final
do semiperiodo a medida de corrente é realizada (SOUZA et al., 2003).

Assim como na voltametria ciclica, o0s parametros
eletroquimicos, corrente de pico e potencial de pico fornecem
informagBes importantes quando relacionados com a frequéncia de
aplicacéo de pulsos.

A voltametria de onda quadrada também permite, assim como a
voltametria ciclica, caracterizar o comportamento quimico das espécies
de trabalho.
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A adsorcéo de reagentes ou produtos em qualquer reacdo redox
pode causar um aumento significativo nas respostas da voltametria de
onda quadrada, quando comparadas aquelas obtidas por outras técnicas
de pulso, especialmente se o sistema é irreversivel ou quase-reversivel.

Reacbes redox totalmente irreversiveis sdo muito importantes
em eletroanalise, pois muitos compostos organicos, normalmente
contendo anéis aromaticos homociclicos ou heterociclicos com grupos
ligantes eletroativos, sofrem reducfes totalmente irreversiveis devido a
baixa velocidade de transferéncia de carga ou muitas vezes por
inativacdo rapida do produto de reacéo.

Uma avaliagdo das respostas voltamétricas obtidas com a
voltametria de onda quadrada mostra que se uma reacdo redox ocorre a
partir de um reagente dissolvido, a corrente faradaica decresce muito
mais lentamente que a corrente capacitiva. Assim, estas duas
componentes podem ser separadas, se a medida é realizada ao final de
cada pulso. No entanto, se a reagcdo redox ocorre a partir de um reagente
adsorvido, a relacdo corrente faradaica-tempo depende do grau de
reversibilidade da reagdo e também do potencial do eletrodo de trabalho.

Osteryoung e Lovric realizaram calculos tedricos, pela
simulacdo de reaces reversiveis, irreversiveis e quase-reversiveis.

Estes calculos tedricos demonstraram que as caracteristicas dos
voltamogramas teoricos (i, Ep e AEp, — largura do pico a meia altura)
dependem linearmente de alguns pardmetros utilizados na VOQ e do
tipo de sistema redox. Observou-se que a forma do voltamograma na
VOQ pode ser normalizado em fungéo da razdo entre a corrente de pico
(ip) e largura do pico a meia altura (AE,;) e que o potencial de pico
depende inteiramente do produto an. Com isto, eles puderam observar
gue mantendo-se constante um parametro e variando-se todos 0s outros,
seria possivel estudar as relacdes de proporcionalidade entre cada uma
das variaveis e seu comportamento em cada tipo de sistema em estudo.

De acordo com a teoria da VOQ, a magnitude, perfil e posicdo
dos picos redox dependem do grau de reversibilidade e do valor do
coeficiente de transferéncia eletronica da espécie eletroativa, sendo que
0 carater da reacdo redox pode causar um aumento ou diminui¢do
significativa na resposta obtida.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver novas metodologias simples, rapidas, de baixo

custo, sensiveis, seletivas, precisas e exatas para a determinacgao direta
de horménios sexuais femininos em formulagdes farmacéuticas, fluidos
bioldgicos e produtos lacteos utilizando para tal eletrodo de diamante
dopado com boro associado a voltametria de onda quadrada.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Selecionar diferentes horménios sexuais (estriol e estrona) para
determinacdo analitica;

Avaliar comparativamente os eletrodos de platina, ouro, cobre e
carbono vitreo com o eletrodo de diamante dopado com boro,
guanto a sensibilidade e qualidade do sinal analitico;

Utilizar a técnica de voltametria ciclica para caracterizacdo
eletroquimica dos processos oxirredutivos;

Utilizar a voltametria de onda quadrada para o desenvolvimento
da metodologia analitica usando eletrodo de diamante dopado
com boro;

Otimizar os pardmetros experimentais, tais como tempo de
ativacdo e limpeza do eletrodo de trabalho, eletrolito suporte,
pH, velocidade de variacdo do potencial, frequéncia, amplitude
e incremento de pulso na voltametria de onda quadrada;

Selecionar diferentes amostras, entre formulagbes
farmacéuticas, fluidos bioldgicos e produtos lacteos para
aplicacdo dos métodos desenvolvidos;

Aplicar as metodologias desenvolvidas em amostras
previamente escolhidas;

Validar os métodos propostos utilizando outros métodos como
comparativo e através de calculos estatisticos.
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4 MATERIAL E METODOS
4,1 REAGENTES, SOLUCC)ES E AMOSTRAS
4.1.1 Reagentes

Os padrbes dos hormdnios utilizados nos experimentos (sem
purificacdo prévia) foram: estriol e estrona obtidos da Sigma-Aldrich,
com grau de pureza de 93,0 e 96,0%, respectivamente.

Utilizaram-se 0s seguintes reagentes com grau de pureza
analitico para a preparacéo das solugdes de eletrélito suporte: hidroxido
de sodio, hidroxido de litio, hidroxido de potassio, hidrdxido de aménio,
acido acético, &cido bérico, &cido cloridrico, &acido ortofosférico
(Merck), cloreto de ambnio, acetato de sddio, monohidrogenofosfato de
sodio e dihidrogenofosfato de sédio (Vetec).

Para o preparo das soluces estoque dos padrdes usou-se alcool
metilico e etilico. O alcool etilico também foi utilizado para preparacédo
das amostras lacteas.

O estudo de interferentes foi realizado testando-se 0s reagentes
progesterona (Sigma-Aldrich), uréia, acido Grico (Qhemis), creatinina e
albumina.

4.1.2 Solugbes

Para lavagem da vidraria de trabalho preparou-se solucfes de
acido nitrico (10%); para ativacdo e limpeza do eletrodo de trabalho,
4cido sulfarico (0,5 mol L™) (Vetec).

Solugdes estoque de estriol 1,4 x 102 mol L™* (em metanol) e
estrona 4,0 x 10° mol L™ (em etanol) utilizadas nos experimentos foram
preparadas e estocadas sob refrigeracdo até sua utilizacdo. Estas
solucbes apresentaram estabilidade durante todo tempo de estocagem
(entre 4 e 5 meses de acompanhamento).

Solugdes diluidas de estriol na concentracdo desejada (entre 2,0
x 107 e 2,0 x 10° mol L™) e de estrona (entre 4,0 x 10% e 1,0 x 10°
mol L) foram preparadas imediatamente antes das analises por diluigo
de aliquotas da solucdo estoque.

Solugdes de hidréxido de sodio, de litio e de potassio, utilizadas
como eletrdlito suporte, foram preparadas na concentracdo de
0,5 mol L™ e diluidas para 5,0 x 102 e 5,0 x 102 mol L™

As solucBes tampdo usadas como eletrolito suporte foram
preparadas da seguinte forma:
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Tampédo Acetato: ajustando-se uma solugédo de acetato de sddio 1,0 mol
L™ com solucéo de 4cido acético 1,0 mol L™ para o pH desejado.

Tampédo de amonia: ajustando-se uma solucdo de hidréxido de aménio
1,0 mol L™ com solucéo de cloreto de aménio 1,0 mol L* para
0 pH desejado.

Tampéo Britton-Robinson (B-R): mistura de acido acético 0,1 mol L*
(Merck), 4cido bérico 0,1 mol L™ (Merck) e 4cido ortofosférico 0,1 mol
L™ (Merck). O ajuste do pH desejado foi feito com hidréxido de sédio
1,0 mol L™ (Merck) ou &cido cloridrico 1,0 mol L™ (Qhemis).

Tampao fosfato: misturando-se 2,90 g de dihidrogenofosfato de sédio e
5,16 g de monohidrogenofosfato de sddio para 100 mL.

Tampéo Ringer: mistura de fosfato trissédico 0,1 mol L™ e hidréxido de
sédio 0,1 mol L™ O pH era ajustado utilizando uma solucdo de
hidréxido de sédio 1,0 mol L™.

4.1.3 Amostras
4.1.3.1 Amostra de urina para determinagéo de estriol

A amostra de urina utilizada nesse trabalho foi obtida de uma
mulher em seu terceiro trimestre de gestacdo. A coleta foi realizada
segundo recomendacdo da resolucdo ANVISA (Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria) n° 302/ 2005 e foi adotado o seguinte
procedimento: toda a urina expelida num periodo de 24 h foi recolhida
em um recipiente previamente esterilizado, contendo uma solucdo 1%
de acido nitrico e preservada a 15 °C.

O volume total de amostra coletada foi de 1,6 L e ndo foi
necessario nenhum tipo de pré tratamento para analise dessa amostra.

4.1.3.2 Amostra de formulagdo farmacéutica para determinacdo de
estriol

O estriol disponivel comercialmente (Ovestrion®) era disposto
na forma de comprimido e continha, segundo o fabricante, 1 mg de
estriol. Dez comprimidos desse medicamento foram macerados num
almofariz com um pistilo. O p6 foi pesado na quantidade equivalente a 5
comprimidos e utilizado para a preparacdo de 25 mL de solucdo da
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amostra em metanol. A solucdo foi homogeneizada sob agitacdo em
ultrassom por 5 min. e logo em seguida deixada em repouso para que
excipientes nao-dissolvidos fossem decantados. Uma aliquota de 15 mL
foi entdo retirada posteriormente a partir da solugéo sobrenadante e essa,
por sua vez, utilizada para os ensaios de quantificacdo do estriol.

4.1.3.3 Amostras de produtos lacteos para determinacgéo de estrona

Foram analisadas amostras de leite tipo B, nata e manteiga,
ambas de producdo industrial.

Todas as amostras foram submetidas a um pré tratamento que
consistiu no preparo de uma mistura (1:1) amostra-etanol, segundo
recomendacdo da instrugdo normativa DAS n°. 22/2003. Esse pré
tratamento com etanol inibe a interferéncia das proteinas, gorduras e
lactose encontradas nesse tipo de amostra.

Ap0s agitacdo de 5 min., a amostra era centrifugada por 15 min.
numa rotacdo de 1600 rpm e em seguida, uma aliquota do sobrenadante
era retirada e analisada.

4.2 CELULA E ELETRODOS

Foi utilizado um sistema eletroquimico convencional
constituido de trés eletrodos: o eletrodo de trabalho era um eletrodo de
diamante dopado com boro (area 0,23 cm? e dopagem de 8.000 ppm de
boro), uma placa de platina foi utilizada como contra-eletrodo; como
eletrodo de referéncia, um de prata-cloreto de prata (Ag/AgCI). A célula
de trabalho era de vidro com volume de 25 mL e tampa de teflon.

Foram também testados outros quatro eletrodos de trabalho:
cobre, platina, ouro e carbono vitreo com o objetivo de estabelecer
comparacdo qualitativa e quantitativa com relacdo a sensibilidade
destes, face ao eletrodo de diamante dopado com boro.

Para obtencdo de dados mais reprodutiveis foi realizado pré-tratamento
na superficie do eletrodo de diamante dopado com boro. O
procedimento consistiu numa polarizacdo em -3,0 V numa solugdo de
H,S0, 0,5 mol L por 3 minutos em célula distinta da utilizada para as
determinacdes.

As medidas de corrente eram feitas em célula eletroquimica néo
desaerada e em temperatura ambiente.

A Figura 4 apresenta a célula montada e os eletrodos utilizados.
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Figura 4: Célula eletroquimica utilizada para realizacdo dos experimentos. a)
eletrodo de diamante dopado com boro; b) eletrodo de Ag/AgCl e c) placa de
platina.

4.3 INSTRUMENTOS

As medidas eletroanaliticas foram realizadas utilizando-se um
potenciostato/galvanostato  Voltalab PGZ 100, acoplado a um
microcomputador utilizando o programa Voltamaster 4.

Foi utilizada a voltametria ciclica para realizacdo dos estudos
preliminares de caracterizacdo dos processos de oxirreducao, no tocante
aos dois horménios propostos. Para desenvolvimento das metodologias
eletroanaliticas foi utilizada a voltametria de onda quadrada.

Todas as medidas de pH foram realizadas em um elétrodo de
vidro combinado conectado a um pH-metro digital (modelo 720 A/
Orion). A &agua desionizada foi obtida em um sistema de Milli-Q
(Bedford, MA, Millipore).

Foram utilizados um ultrassom (Modelo 14/ METASOM) para
a dissolugdo dos reagentes, e, quando necessario, um agitador magnético
(modelo DI-03/ DIST) para a agitacao da célula eletroquimica.

Para separacdo das proteinas precipitadas no tratamento das
amostras de produtos lacteos foi usada uma centrifuga (Modelo 206 BL
IFANEM).
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4.4 CARACTERISTICAS ANALITICAS DO METODO

Os parametros requeridos para a validacdo dos métodos
analiticos foram: seletividade, linearidade, sensibilidade, exatiddo,
precisdo (repetibilidade), limite de deteccdo (LD) e limite de
quantificacéo (LQ).

A seletividade foi avaliada através de estudos de interferentes e
pela técnica da adi¢do de padrdo analitico comparando as inclinagdes da
curva de calibracdo e da curva de determinacéo.

A linearidade foi demonstrada pelo coeficiente de correlagdo do
grafico analitico.

A sensibilidade foi observada através do coeficiente angular da
curva de calibracdo. A exatiddo foi averiguada atraveés da comparacdo
do método proposto com um método de referéncia (utilizou-se o
radioimonuensaio) e na realizacdo de ensaios de recuperagdo na matriz.
No estudo da precisao, além do calculo do desvio-padrao relativo foram
realizados testes de significancia, utilizando o teste "t" de Student e o
teste F.

A repetibilidade foi avaliada através do desvio-padrdo de 10
medidas de uma mesma concentragdo da solucdo padrdo e também foi
calculada utilizando duas metodologias: interdia e intradia com n igual a
5. Os resultados serdo expressos através do coeficiente de variagéo.

O erro relativo calculado entre os valores dos métodos
eletroanaliticos e 0 método do radioimunoensaio (comparativo) a fim de
observar a exatiddo dos métodos propostos, foi calculado a partir da
seguinte formula:

Xi X Xv
Er =—— x 100
v

Onde: Xi — valor obtido pelo método eletroanalitico
Xv — valor obtido pelo método do radioimunoensaio

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados
através do desvio-padrdo do coeficiente linear e do coeficiente angular
da curva de calibracéo.

O limite de deteccéo (LD) foi expresso pela equagéo:

LD = 0% (15)
s
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O limite de quantificacdo (LQ) foi expresso pela equacao:

LQ =

10xs
5

(16)

Onde: s - desvio-padréo do coeficiente linear;
S - coeficiente angular da curva de calibracdo
(sensibilidade do método).

4.5 ESTUDO DAS CONDIQ(:)ES EXPERIMENTAIS E OBTENCAO
DA CURVA DE CALIBRACAO

Todos os estudos com eletrodo de diamante dopado com boro
(EDDB) foram realizados transferindo-se 20,0 mL da solugdo do
eletrélito suporte para a célula eletroquimica, em seguida
voltamogramas do branco foram registrados mediante variagdo de
potencial em um intervalo pré-estabelecido.

Depois de registrado o voltamograma do branco, uma aliquota
da solucédo estoque do padrdo era adicionada na célula, registrando os
voltamogramas de acordo com o mesmo procedimento anteriormente
citado.

Antes de cada medida experimental o eletrodo de trabalho foi
submetido a limpeza eletroquimica na prépria solucdo de determinagdo
aplicando-se um potencial de -3,0 V por 30 s quando trabalhado com o
estriol, e 40 s quando trabalhado com a estrona, tempo suficiente para
regeneracdo da superficie, como mostrado no préximo capitulo, de
acordo com estudo de tempo de limpeza realizado para ambos 0s
horménios.

4.5.1 Determinagdo de estriol em amostra de urina e formulagdo
farmacéutica

Para a determinacdo de estriol nas amostras de urina e
formulacdo farmacéutica, o método utilizado foi o da adicdo de padrao.

Apbs o registro do branco (sem adigdo de amostra nem padréo),
aplicando-se um potencial no sentido da oxidacdo que variou de 0,0 a
0,8 V vs Ag/AgCl, uma aliquota da solugdo da amostra foi adicionada
na célula eletroquimica contendo 20 mL do eletr6lito suporte e
registrou-se os voltamogramas de onda quadrada para a amostra.
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A seguir, adicbes sucessivas do padrdo de estriol foram
realizadas e registrados os voltamogramas ap6s cada adicdo. A
quantificacdo foi obtida plotando-se o grafico Aj vs. [estriol] adicionada.

4.5.2 Determinacao de estrona em amostra de produtos lacteos

Inicialmente, uma aliquota de 20 mL da solucdo do eletrélito
suporte foi pipetada e introduzida na célula eletroquimica. Em seguida,
o voltamograma do branco foi obtido a partir da varredura de potencial
entre 0,02 1,0 V vs. Ag/AgCI.

O método utilizado nesses ensaios também foi o da adigdo de
padrdo e seguiu 0 mesmo procedimento realizado na metodologia de
quantificacdo de estriol.

Os resultados obtidos pelas metodologias eletroanaliticas
desenvolvidas neste trabalho foram comparados com os resultados da
metodologia do radioimunoensaio. Essas determinacfes foram
realizadas em laboratério de analises clinicas na cidade de Tubardo —
SC.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foram realizados estudos de solubilidade dos
hormdnios estriol e estrona em diferentes solventes organicos, uma vez
gue estes horménios apresentam baixa solubilidade em meio aquoso. De
acordo com os estudos realizados, verificou-se que o estriol foi muito
solivel em metanol e pouco solivel em acetona e etanol. A estrona
apresentou-se soltvel em etanol e metanol e pouco solivel em acetona.
Optou-se, portanto, na preparacdo de solucgdes de estriol em metanol e
de estrona em etanol.

A seguir, buscou-se otimizar o modo de ativacéo do eletrodo de
trabalho a fim de melhorar o desempenho do mesmo. Para tanto,
variou-se tempo e potencial de ativagéo.

Por fim, investigou-se o comportamento voltamétrico de ambos
0s hormonios monitorando-se a oxidagdo, uma vez que as moléculas
(Fig. 1) apresentam em suas estruturas grupos passiveis de oxidacao.
Deste  modo, serdo apresentados o0s estudos eletroquimicos
separadamente para cada hormdnio, visando desenvolver métodos
eletroanaliticos com diferentes aplicacoes.

5.1 ESTUDOS REFERENTES AO HORMONIO ESTRIOL
5.1.1 Escolha do eletrodo

A fim de comparar a oxidacdo eletroquimica do estriol, foram
testados como eletrodos de trabalho o cobre, a platina, o ouro, o carbono
vitreo e o diamante dopado com boro. Nesse estudo, as medicdes por
voltametria linear foram realizadas aplicando-se potencial na faixa de
0,0 - 0,63 V numa velocidade de 50 mVs™ em estriol 2,0 x 10®° mol L*
e como eletrélito suporte solugdo de NaOH 0,5 mol L™ (pH 12,0).

Nessas  condigbes  experimentais, o estriol  foi
eletroquimicamente inativo sobre eletrodos de platina, cobre e ouro,
uma vez que nenhum pico de oxidacdo foi observado. Por outro lado,
como pode ser visto na Fig. 5, os voltamogramas obtidos sobre o
carbono vitreo (c) e 0 EDDB (d) com estriol 2,0 x 10”° mol L™ mostram
gue a oxidacdo eletroquimica do estriol produziu um pico de corrente
anddica bem definido. No entanto, a corrente de pico no EDDB foi
quase 10 vezes maior do que a do eletrodo de carbono vitreo.

Comportamento  semelhante tem sido sistematicamente
observado por outros autores para este tipo de eletrodo e para outras
biomoléculas (CODOGNOTO et al, 2002 e USLU et al, 2008). O bom
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desempenho de eletrodos EDDB como catalisadores eletroquimicos é
devido a propriedades como a baixa sensibilidade ao oxigénio
dissolvido e baixas correntes de fundo. A corrente de fundo capacitiva,
por exemplo, é dez vezes mais baixa do que de eletrodos de carbono
vitreo (DUO et al, 2000), sendo os eletrodos do EDDB muito sensiveis
a oxidacdo / reducdo de moléculas organicas. Este estudo confirma,
portanto, que o eletrodo EDDB também oferece excelentes propriedades
eletrocataliticas para a oxidacdo de horménios, em particular o estriol,
gue é aqui estudado pela primeira vez, com utilizacdo deste tipo de
superficie do eletrodo.

Assim, 0 eletrodo EDDB foi selecionado para desenvolver a
metodologia para a determinacdo eletroquimica de estriol.

Figura 5: Voltamogramas obtidos para estriol 2,0 x 10° mol L™ utilizando o
eletrodo de carbono vitreo (c) e o EDDB (d) onde (a e b) sdo o branco.
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5.1.2 Escolha do eletrdlito suporte

A escolha do eletrélito suporte € uma etapa importante nos
estudos eletroanaliticos, pois sua composicdo e pH afetam as
propriedades da solucdo, bem como da interface eletrodo-solucéo,
modificando a termodinamica e cinética do processo de transferéncia de
carga e da adsorcdo na superficie do eletrodo (AGOSTINHO et al,
2004).

No presente estudo, as solugdes com diferentes composicdes e
valores de pH foram testadas como eletrélito suporte para investigar a
oxidacdo do estriol em um eletrodo EDDB. Portanto, o tampdes Britton-
Robinson (pH 2,0 - 12,0), acetato (pH 4,5), ambnio (pH 9,4) e Ringer
(pH 12,0) e 0 NaOH (pH 12,0) foram avaliados. Todas estas solucdes
tinham uma concentracéo inicial de 5,0 x 10° mol L™. As Figuras 6 A e
B apresentam os voltamogramas ciclicos obtidos para estriol 2,0 x 107
mol L™ em diferentes eletrolitos suporte.

Figura 6: VVoltamogramas ciclicos (v = 100 mV s %) do estriol 2,0 x 10° mol L™
em diferentes solu¢bes e pHs usando EDDB: (6.A) (a) tampéo Britton-
Robinson ( pH 2,0); (b) tampéo acetato (pH 4,5); (c) tampdo Britton—Robinson
(pH 7,0); (6.B) (d) tampéo amdnia (pH 9,4), (e) tampéo Ringer (pH 12,0), ()
tampéo Britton—Robinson (pH 12,0), e (g) NaOH (pH 12,0).
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j (WA cm?)
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Em todos os voltamogramas, apenas um pico de oxidacdo foi
observado quando o potencial foi varrido de 0,0 - 1,2 V e de volta para
0,0 V a uma velocidade de variac&o de 100 mVs™.

Como podemos observar, o estriol é oxidado a um potencial
elevado de 0,90 V em tampao Britton-Robinson (pH 2,0) (Fig. 6.A (a));
foram observados um pico bem definido de oxidagdo e um bom sinal
analitico, com alta densidade de corrente anddica.

Em tampdo acetato (pH 4,5) (Fig. 6.A (b)), a oxidac&o de estriol
foi observada em 0,75 V com uma densidade de corrente produzida
menor.

Um pico mal definido e de baixa densidade de corrente foi
gerado em 0,64 V em tampdo Britton-Robinson (pH 7,0) (Fig. 6.A (c)).
A oxidacdo do estriol no tampdo amdnia (pH 9,4) (Fig. 6 (d)) e em
solucdo tampdo Ringer (pH 12,0) (Fig. 6.B (e)) foi observada
aproximadamente no mesmo potencial de 0,45 V e apesar dos picos
bem definidos, os sinais analiticos foram pobres.

Em tampdo Britton-Robinson (pH 12,0), um pico com baixa
densidade de corrente e mal definido foi observado em 0,40 V (Fig. 6.B

().
O pico de oxidacdo mais bem definido e com mais alta
densidade de corrente anddica foi obtido em NaOH (pH 12,0) (Fig. 6.B
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(9)). Sab esta condicdo experimental, o horménio estriol foi oxidado no
potencial mais baixo observado, 0,38 V.

A densidade de corrente de pico mais elevada encontrada para a
oxidacdo de estriol em solucbes de pH 12,0 sugere que a reacao
eletroquimica segue um mecanismo diferente em relacdo a solucgdes de
pH mais baixo, e também com um numero diferente de elétrons
envolvidos. Como pode ser visto na Fig. 6, os voltamogramas ciclicos
sdo deslocados para potenciais menos positivos quando o pH da solucédo
aumenta. Como consequéncia, a reacdo de oxidacdo da agua foi
antecipada e um voltamograma ciclico estreito foi obtido uma vez que o
potencial inicial foi o0 mesmo para todos os experimentos.

A influéncia do pH sobre o pico de oxidagdo do estriol 2,0 x
10®° mol L™ em tampéo Britton-Robinson pH 2,0-12,0 é mostrada na
Fig. 7.

Figura 7: Influencia do pH sobre o potencial de oxidagdo do estriol utilizando
tampéo Britton—Robinson como eletrolito suporte.
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O aumento do pH desloca o potencial de pico de oxidagdo do
estriol para valores menos positivos. Este € um comportamento tipico
para a oxidacgao de fendis e foi também observado por Vega et al. (2007)
na oxidagao de compostos fendlicos estrogénicos.

O ponto de interseccdo das duas linhas retas observadas na Fig.
7 demarca o pKa do grupo fendlico presente na estrutura quimica do
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estriol. O valor encontrado (10,0) é muito préximo do valor relatado na
literatura de 10,3-10,4 (QUINTANA et al, 2004).

Como demonstrado, uma boa relagéo entre o baixo potencial de
oxidacdo, boa defini¢do de pico e alto valor da densidade de corrente
foram alcangados utilizando solucéo de NaOH (pH 12,0) como eletrolito
suporte, a qual, portanto, foi escolhida como eletrélito suporte para
desenvolvimento posterior da metodologia.

5.1.3 Comportamento eletroquimico do estriol sobre EDDB em
NaOH

Os voltamogramas ciclicos na Fig. 8 mostram o comportamento
eletroquimico de estriol 2,0 x 10 mol L™ em solucéo de NaOH 5,0 x
10 mol L™ (pH 12,0) sobre EDDB. A influéncia da velocidade sobre o
potencial de oxidagdo do estriol foi estudada numa faixa de 10 - 200
mVs™. O potencial foi variado de 0,0 - 0,7 V e de volta para 0,0 V.

Os voltamogramas ciclicos sdo caracteristicos de uma reagéo
eletroquimicamente irreversivel mostrando apenas um pico de oxidagéo
num potencial de 0,365 V para a velocidade de 20 mV s™.

O potencial de pico foi deslocado para valores mais positivos
com o incremento da velocidade, e também estd de acordo com o
comportamento de um sistema eletroquimicamente irreversivel. Além
disso, uma variagdo linear foi observada ao plotar o gréfico j x v (Fig.
9) indicando um processo controlado por difuséo.
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Figura 8: Voltamogramas ciclicos para estriol 2,0 x 10 mol L™ sobre EDDB
imerso em NaOH 5,0 x 10°mol L™ (pH 12,0), v (a) 10, (b) 20, (c) 30, (d) 40, (e)
50, (f) 60, (g) 70, (h) 80, (i) 90, (j) 100, (k) 150 e (I) 200 mV s,

o0 01 02 03 04 05 06 07 08
E (V vs Ag/ AgCl)

Figura 9: Variacéo da j com v"? para estriol 2,0 x 10° mol L' sobre EDDB
imerso em NaOH 5,0 x 10°mol L™ (pH 12,0).
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O gréfico log j x log v (Fig. 10) mostrando uma inclinagdo de
0,64 (r = 0,999) confirmou que a reacdo é controlada por difusdo e
apresenta uma pequena contribuicdo do processo de adsorgdo, visto que
para processos controlados apenas por difusdo a inclinagdo deve ser de
0,5.

Figura 10: Variagdo do log j com log v para estriol 2,0 x 10 ° mol L™ sobre
EDDB imerso em NaOH 5,0 x 10°mol L™ (pH 12,0).
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Finalmente, a interdependéncia entre a funcéo corrente (jv™*?) e
a velocidade de variacdo de potencial indicou reacdo quimica acoplada
ao processo de oxidacdo, como mostra a Fig. 11.
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Figura 11: Variagdo da fungdo corrente (jv™?) com v para estriol 2,0 x 10~ mol

L' sobre EDDB imerso em NaOH 5,0 x 10 mol L™ (pH 12,0).
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Os dados recolhidos sobre a influéncia do pH da solucdo e a
velocidade de variagdo de potencial sobre o comportamento
eletroquimico do estriol em EDDB permitem algumas especulagdes a
respeito de seu mecanismo de oxida¢do. O mecanismo para a oxidagéo
eletroquimica do estriol parece seguir a oxidacao tipica de compostos
fendlicos tendo apenas um grupo hidroxila na sua estrutura (GALATO
et al, 2001; GIACOMELLI et al, 2002; GIACOMELLI et al, 2004).

Os voltamogramas ciclicos do estriol (Fig. 8) sdo semelhantes
aos do 17p-estradiol (NGUNDI et al,2003), um horménio com estrutura
guimica similar. O comportamento eletroquimico de ambos os
hormdnios mostra um pico de oxidacdo e as caracteristicas de um
processo eletroquimicamente irreversivel.

Assim, propomos que a oxidacao eletroquimica do estriol forma
um ion fendxido (etapa eletroquimica da reagdo) num processo que
envolve a transferéncia de dois elétrons. Tal reacdo de oxidagdo €
controlada por difusdo, como indicado pelos dados obtidos em
diferentes velocidades de variagdo de potencial.

O ion fendéxido sofre reagbes quimicas na sequéncia (etapa
guimica do mecanismo de reacdo). As reacdes sdo rapidas, dependentes
do pH da solucgdo e irreversiveis em meios alcalinos. Este mecanismo
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estd também de acordo com o deslocamento de E propiciado pelo
aumento de pH. Os produtos resultantes variam de acordo com o0s
rearranjos na molécula oxidada. Em meio contendo acetonitrila, por
exemplo, o produto final identificado foi derivado de cetona na oxidacéao
do 17B-estradiol (NGUNDI et al, 2003). A Fig. 12 representa o
mecanismo de reagdo proposto.

Figura 12: Mecanismo de reagdo proposto para a oxidagéo eletroquimica do
estriol.

A estabilidade do estriol em solucdo de NaOH (pH 12,0) foi
inicialmente analisada durante 6 horas por voltametria ciclica. Os
voltamogramas ciclicos obtidos ao longo do tempo foram reprodutiveis
indicando que a solucdo de estriol era estavel. O mesmo comportamento
foi observado para uma solugdo estudada durante 10 dias. Estes ensaios
indicam que a determinacdo de estriol pode ser realizada em solucéo de
NaOH (pH 12,0) sem modificar a composicao da solugdo que contém o
analito.
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5.1.4 Otimizacdo dos parametros da voltametria de onda quadrada

A voltametria de onda quadrada é uma técnica de pulso que
oferece a vantagem de apresentar alta velocidade e uma boa
sensibilidade para reacdes reversiveis e irreversiveis.

O sinal é obtido aplicando-se uma série de pulsos sobrepostos
sobre o sinal na forma de escada. A corrente é medida duas vezes, no
pulso direto e no pulso inverso. O sinal é dado pela diferenca entre estas
duas correntes.

Como consequéncia, um passo importante no desenvolvimento
da metodologia eletroanalitica é a otimizacao dos pardmetros que podem
influenciar a resposta voltamétrica. Assim, serdo otimizados os
parametros: frequéncia (f), amplitude (a) e incremento (AES).

A otimizacdo destes pardmetros foi realizada em estriol 2,0 x
10° mol L™ e, como eletrélito suporte, NaOH 2,0 x 10° mol L™ (pH
12,0).

As faixas de frequéncia estudadas foram 5 - 100 Hz, 10 — 50
mV para amplitude e 1 — 5 mV para incremento.

A frequéncia é um dos parametros mais importantes da
voltametria de onda quadrada uma vez que determina a intensidade dos
sinais e, consequentemente, a sensibilidade do método.

A densidade de corrente anddica aumentou com o aumento da
frequéncia com valores de a e AES constantes, como mostrado na Fig.
13(A). Em frequéncias mais elevadas, foram observados alargamento e
distorcdo nos voltamogramas (dados ndo mostrados). Uma excelente
relacdo entre o perfil voltamétrico e sensibilidade foi obtida na
frequéncia de 20 Hz. Como consequéncia, a frequéncia de 20 Hz foi
escolhida para ser utilizada em experiéncias posteriores.

Para sistemas irreversiveis, a sensibilidade analitica da
voltametria de onda quadrada é muito influenciada por variagcbes na
amplitude (SOUZA et al, 2003). Observa-se na Fig. 13(B) que os
valores de densidade de corrente aumentaram de forma linear até 30 mV
e para valores mais elevados permaneceu praticamente constante.
Assim, a amplitude de 30 mV foi selecionada para continuidade dos
experimentos.
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Figura 13: Dependéncia da densidade de corrente anddica com (A) frequéncia
em a= 40 mV e AEs =2 mV, (B) amplitude em f =60 Hze AES=2mV e
(C) incremento em a= 40mV e f = 60 Hz obtido por voltametria de onda
quadrada para estriol 2,0 x 10~° mol L' em EDDB imerso em NaOH (pH 12,0).
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A velocidade de variacdo do potencial é o resultado do produto
de f e AEs. Portanto, um AEs mais alto pode aumentar o sinal analitico
e, assim, melhorar a sensibilidade do método (SOUZA et al, 2003). No
entanto, com incrementos superiores pode ocorrer um alargamento do
pico, e, assim, a resolucdo dos voltamogramas pode ser afetada.
Consequentemente, este € um parametro que também tem de ser
analisado. Na Fig. 13, pode ser visto que a densidade de corrente
anodica permaneceu praticamente constante para valores AEs superiores
a2 mvV e, por conseguinte, este valor foi selecionado.

Os valores dos parametros otimizados também foram utilizados
para validar a metodologia proposta, bem como para a determinagéo de
estriol em um produto farmacéutico e em urina.

5.1.5 Curva de calibracdo e pardmetros de validacdo do método
proposto para determinacao de estriol

Os parametros previamente otimizados da VOQ foram
empregados para construir a curva de calibracdo para o estriol em
solucdo de NaOH (pH 12,0) como eletrolito suporte, utilizando o
EDDB.

Os voltamogramas de onda quadrada foram coletados de 0,0 a
0,7 V e a densidade de corrente anddica resultante foi registrada no
potencial de pico. A Fig. 14.A mostra a voltametria de onda quadrada
para o estriol obtido ap6s adi¢bes sucessivas da respectiva solucdo-
estogue e 16.B mostra a curva de calibracdo correspondente.
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Figura 14: (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos apds adigdes
sucessivas de estriol, (B) curva de calibragdo construida a partir desses

voltamogramas.
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Para a construcdo da curva de calibracdo, as correntes
mostradas nos voltamogramas de onda quadrada foram subtraidas da
corrente de fundo. A Tabela 4 mostra alguns dos parametros de
validacdo do método proposto para a determinagédo do estriol.

Tabela 4: Parametros extraidos dos voltamogramas de onda quadrada e da curva
de calibrag&o.

Parametro Valor
Potencial de pico (V) 0,38 ,
- 1 2,0x10"a
Faixa linear (mol L) 2.0x10°
Coeficiente de correlacéo 0,9994
Inclinac&o (pA L mol™) (x 10°) 1,02
Desvio padrdo da curva (A L mol™ cm™) (x 10%) 7,73
Intercepto (LA cm™) -0,0044
Desvio padrdo do intercepto (LA cm™) 0,0088
Limite de deteccéo (mol L™) 1,72 x 10
Limite de quantificacdo (mol L™) 7,98 x 10"
Repetibilidade da corrente de pico (%)*° 0,64
Repetibilidade da corrente de pico (interdia) (%)*° 0,98
Repetibilidade da corrente de pico (intradia) (%)*" 0,78
Repetibilidade do potencial de pico (%)*° 1,05
Repetibilidade do potencial de pico (interdia) (%)*° 1,58
Repetibilidade do potencial de pico (intradia) (%)*" 1,23

*Desvio padrao relativo, °n =3

Como podemos observar, a oxidacdo do estriol produziu um
pico no potencial de 0,38 V e 0 aumento da densidade de corrente foi
proporcional & concentragéo de estriol adicionado na célula analitica.

A curva de calibracdo apresenta uma resposta linear na faixa de
2,0 x 107 a 2,0 x 10®° mol L™. A equacdo linear pode ser expressa de
acordo com a Aj/juAcm™ = 1,02 x 10° [estriol] / mol L™ - 0,0044.

A partir destes parametros, o limite de deteccdo (LD) foi
calculado de acordo com a equacdo: LD =3 s/ S, onde s é o desvio
padrdo da coordenada y (coeficiente linear) e S a inclinagdo (angular
coeficiente) do ajuste linear. O LD calculado para o estriol foi 1,72 x
10" mol L. Além disso, o limite de quantificacdo (LQ) foi calculado
utilizando a equagéo: LQ =10s/S. O LQ calculado para o estriol foi de
7,98x 107 mol L™
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A repetibilidade de cinco medi¢fes da corrente de pico para as
solucdes de 5,0 x 10 mol L™ de estriol, em condices otimizadas,
apresentou desvio padrdo relativo de 0,64%. A repetibilidade da
corrente de pico foi testada utilizando duas metodologias: interdias, ao
longo de 5 dias, utilizando diferentes solucBes preparadas na
concentracdo de 5,0 x 10" mol L™ e intradia, utilizando cinco diferentes
solucdes preparadas no mesmo dia e utilizando a mesma concentracéo
de estriol (5,0 x 107 mol L™). Os desvios padrdes relativos (n = 5)
foram 0,98 e 0,78%, respectivamente. Bons resultados também foram
obtidos para a repetibilidade do potencial de pico, como observado na
Tabela 4.

Estes resultados demonstram que o método proposto mostra
excelente precisdo, repetibilidade e sensibilidade para a determinacéo de
estriol.

5.1.6 Determinacdo de estriol em um produto comercial
farmacéutico

A metodologia eletroanalitica descrita anteriormente e 0 método
padrdo de radioimunoensaio para a determinacdo de estriol foram
aplicados na determinacdo deste horménio em uma formulacdo
farmacéutica comercial.

A determinacdo eletroanalitica é mostrada na Fig. 15. Os
valores médios para as trés determinagdes (n = 3) de ambas as técnicas
foram muito préximos ao valor declarado de 1,00 mg. Os limites de
confianca foram calculados para um nivel de significancia de 0,05.

Os valores de concentragdo foram convertidos em unidade de
massa (mg) para posterior comparacdo com o valor rotulado pelo
fabricante.
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Figura 15: Curva de determinagdo eletroanalitica de estriol em formulacdo
farmacéutica utilizando a metodologia proposta.
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A Tabela 5 resume os resultados obtidos. O método oficial
resultou num valor mais elevado para a determinagdo do valor de estriol
rotulado no produto comercial farmacéutico, enquanto o método
eletroanalitico resultou em valores mais baixos.

Tabela 5: Resultados obtidos na determinacdo de estriol em formulacéo
farmacéutica usando a metodologia proposta e do método oficial.

Radioimunoensaio  Eletroanalitico

Encontrado (mg)*™ 1,03 0,96
D.P.R. (%) 6,26 1,20
Er (%) ° - -6,79
1:valorc - 5,9
Fualor 3,1 3,1

=3
® Er = erro relativo entre os métodos eletroanalitico e radioimunoensaio
;ttec’)rico = 5:99
Fteérico = 19
*valor rotulado = 1 mg
O erro relativo entre 0 método proposto e o radioimunoensaio
foi -6,79%.
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O desempenho dos dois métodos (proposto e padrdo) foi
verificado utilizando-se os testes t-Student e F.

O teste t-Student foi realizado para verificar a validade dos
dados obtidos pelos métodos padréo e proposto. No nivel de confianca
de 95% para ambos os resultados 0 tys o calculado foi menor do que o
resultado do tisricoc (5,99), indicando que ndo houve diferenca
significativa entre os dados obtidos utilizando os dois métodos e o valor
rotulado.

A precisdo do método proposto foi comparada ao do método
padrdo através do teste estatistico dos valores obtidos a partir do teste F,
também em nivel de confianca de 95%. O Fy,or foi 3,1, € € menor que o
Fresrico (19), indicando desempenho excelente do método eletroanalitico
guando comparado ao método padrao.

5.1.7 Estudos de interferentes e recuperacdo na determinacdo de
estriol em um produto comercial farmacéutico

Tendo em vista que 0s outros componentes de matriz da
dosagem farmacéutica podem interferir na quantificacdo do estriol os
efeitos potenciais dos componentes da matriz foram investigados.

Estearato de magnésio, amido, lactose e amilopectina (os
excipientes presentes na preparacao farmacéutica utilizada neste estudo)
foram testados como interferentes potenciais. Estudos preliminares
mostraram que todos eles sdo insoliveis em metanol (solvente utilizado
para preparar as solucgdes).

Nos testes de determinacdo de estriol realizados na presenca
destes interferentes potenciais nao foi observada diferenca significativa
dos resultados descritos acima.

Os testes de recuperagdo foram realizados na presenca da
amostra real (método da adicdo de padrdo). A faixa aceitavel de
recuperacdo para analise nesta ordem de concentracdo esta geralmente
compreendida entre 80 e 120% (RIBANI et al, 2004).

Como demonstrado na Tabela 6, a recuperacdo de estriol variou
de 100 — 102%. Além disso, a inclinacéo da reta 1,09 x 10° uA L mol™
cm? (r = 0,9982), obtida a partir da curva representada na Fig. 15, ¢
muito préxima do valor obtido a partir da curva de calibracdo (Tabela
4), que indica a excelente seletividade do método proposto.
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Tabela 6: Estudos de recuperagcdo do estriol em formulacdo farmacéutica
comercial.

Amostras Adicionado® Encontrado Recuperado
(%)
Produto 9,00 x 10" 8,97 x 10’ 100
farmacéutico
(mol LY 1,00 x 10°® 1,01x10° 101
2,00x 10° 2,05x10° 102
3,00 x 10° 3,03x10° 101
4,00 x 10° 4,07 x 10° 102
=3

Estes resultados mostraram que o método proposto pode ser
aplicado com sucesso aos ensaios de determinagdo de estriol na forma
de comprimido, sem qualquer interferéncia significativa de efeitos de
matriz.

5.1.8 Determinagdo de estriol em urina de gestante e estudos de
recuperacao

Sem qualquer preparacdo da amostra, extragdo, filtragdo e/ou
evaporacdo, além de uma diluicdo adequada da amostra, a metodologia
eletroanalitica desenvolvida foi aplicada com sucesso para a
determinacdo do estriol numa amostra de urina colhida de uma mulher
em seu terceiro trimestre de gravidez (Fig. 16).
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Figura 16: Curva de determinacdo eletroanalitica de estriol em urina de gestante
utilizando a metodologia proposta.
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A Tabela 7 resume os resultados obtidos e a comparagao entre
0s métodos através do desvio padrdo relativo, erro relativo e teste
estatistico F.

Tabela 7: Determinacéo de estriol em amostra de urina de gestante

Método Radioimunoensaio  Eletroanalitico
Encontrado (mol L™) ? 8,43 x 10™ 8,03x 10™
D.P.R. (%) 1,37 1,44
Er (%) " - -4,74
Fualor 1,00 1,00

a

n=3
®Er = erro relativo entre os métodos eletroanalitico e radioimunoensaio
C _

Fteérico =19

Observa-se que o valor encontrado para a determinacdo de
estriol em urina (8,03 x 10 mol L™, n = 3) foi mais baixo do que o
valor encontrado pelo método comparativo de radioimunoensaio (8,43 x
10®° mol L™). Ambos os valores encontrados estio de acordo com 0s
valores publicados em literatura pertinente (REYES-ROMERO, 2001).
Este valor foi recalculado considerando-se que a amostra sofre diluigdo
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ao ser adicionada a cela eletroquimica de 25 mL. Foram adicionados
250 pL de urina.

O erro relativo para a média de trés determinagBes foi de
4,74% considerando os métodos eletroanalitico e o radioimunoensaio. A
precisdo do método proposto foi comparada com o método oficial por
meio de andlise estatistica dos valores obtidos a partir do teste F,
considerando um nivel de confianca de 95% (Tabela 8). O Fyq0r (1,0) foi
menor do que 0 Fgrico (19,0), indicando excelente desempenho do
método eletroanalitico usando o eletrodo EDDB quando comparado
com o método de radioimunoensaio.

Experimentos de recuperacdo foram realizados na presenga da
matriz real, a fim de verificar os efeitos de interferéncia. Como
demonstrado na Tabela 8, a recuperacdo do estriol variou de 100 -
103%, indicando que a composicdo da matriz ndo interfere
significativamente na resposta analitica do método proposto. A
seletividade do método proposto foi confirmada comparando as
inclinacGes da curva de calibracdo (Tabela 5) e a obtida na Fig. 16 (1,04
x 10° pA L mol™ cm™, r = 0,9991), os valores sdo proximos.

Tabela 8: Estudos de recuperacdo do estriol em amostra de urina de gestante

Amostras Adicionado® Encontrado Recuperado
(%)
Urina de gestante 8,00 x 10" 8,05x 10 101
(mol L™
9,00 x 10" 9,04 x 10" 100
1,00 x 10°® 1,03 x 10°® 103
=3

5.1.9 Estudo de interferentes potenciais para a determinacédo de
estriol em urina

E sabido que a urina é uma matriz complexa e a determinagéo
dos seus componentes ndo é uma tarefa facil. A urina é composta
essencialmente por Aagua, sais minerais, proteinas, acido Urico e
principalmente albumina e creatinina. Durante a gravidez, também &
comum que a glicose e as concentracGes de progesterona aumentem.
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Esses compostos podem dificultar a determinacdo eletroquimica de
estriol, por isso os estudos sobre interferentes foram realizados para
identificar tal influéncia.

Os principais componentes da urina (progesterona, uréia, acido
drico, creatinina e albumina) foram testados como interferentes em
estriol 5,0 x 107 mol L™. As proporcées de estriol:interferente estudadas
foram de: 1:0,01, 1:0,1, 1:1, 1:10 e 1:100. Os resultados para a
determinacdo da densidade de corrente anddica obtida a partir dos
voltamogramas registrados para oxida¢do do estriol na auséncia e na
presenca de interferentes potenciais estdo listados na Tabela 9. Como
podemos observar, a densidade de corrente gerada pela oxidagdo do
estriol foi quase a mesma na auséncia e na presenca dos interferentes. O
teste t aplicado mostrou que as diferencas de corrente produzidas ndo
sdo significativas, portanto, a progesterona, uréia, acido drico, albumina
e creatinina ndo interferem no sinal analitico produzido pela oxidacéo
eletroquimica do estriol.

Assim, podemos extrapolar essa observacdo para uma amostra
de urina real e considerar que os componentes da urina ndo interferem
significativamente na determinagdo do estriol em amostras de urina
durante a gravidez.

Tabela 9: Estudo dos interferentes na determinacao de estriol em urina

Proporcdo estriol:interferente
(1:0) (1:0.01) (1:0.1) (1:1) (1:10) (1:100)

Densidades de corrente anddica (LA cm™)?

Uréia 0,15 0,15 0,13 0,16 0,15 0,16
Acido Urico 0,15 0,16 0,15 0,16 0,15 0,14
Creatinina 0,14 0,14 0,13 0,14 0,14 0,15
Albumina 0,15 0,15 0,16 0,16 0,16 0,17
“n=13

A linearidade e a inclinacdo da curva de calibracdo e a obtida
pelo método de adicdo de padrdo, a repetibilidade dos dados e dos
resultados de recuperacgdo obtidos para a determinagéo do estriol usando
0s parametros otimizados para VOQ e um pré-tratamento de superficie
apropriado para o EDDB indicaram que a metodologia eletroanalitica
proposta pode ser aplicada com sucesso em processos de controle de
estriol em amostras de urina durante a gravidez.
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A determinacdo direta do estriol na urina aqui relatada é
comparavel a metodologia existente de radioimunoensaio, mas com
vantagens evidentes, por ndo necessitar de nenhuma etapa de separagao
ou de pré-tratamento da matriz.



88

5.2 ESTUDOS REFERENTES AO HORMONIO ESTRONA
5.2.1 Escolha do eletrodo

Foram usados os eletrodos de cobre, platina, ouro, carbono
vitreo e diamante dopado com boro para testes iniciais visando a
comparacao da oxidagdo eletroquimica da estrona.

As medicGes de voltametria ciclica foram realizadas aplicando-
se potencial na faixa de 0,0 - 0,8 VV numa velocidade de 100 mV s* em
estrona 5,0 x 10° mol L™ tendo como eletrélito suporte NaOH 0,5 mol
L™ e pH 12,0.

Similar ao observado no processo de oxidagdo do estriol, a
estrona apresentou-se eletroquimicamente inativa sobre eletrodos de
platina, cobre e ouro, uma vez que nenhuma oxidacao foi observada. No
entanto, nos voltamogramas (Fig. 17) produzidos com o carbono vitreo
e o EDDB.

Figura 17: Voltamogramas obtidos utilizando o EDDB (c) e carbono vitreo (b)
na presenca de estrona 5,0 x 10”° mol L™ e na auséncia para ambos os eletrodos
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Observa-se que a oxidacdo eletroquimica da estrona produziu
um pico bem definido de corrente anddica, sendo que a corrente no
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EDDB foi quase 10 vezes maior do que a do eletrodo de carbono vitreo.
Portanto, o eletrodo EDDB foi selecionado para desenvolver a
metodologia para a determinacéo eletroquimica de estrona.

5.2.2 Escolha do pH e do eletrolito suporte

A influéncia do pH sobre o pico de oxidagdo da estrona 5,0 x
10° mol L™ em tamp&o Britton-Robinson com solucées variando de pH
2,0 - 12,0 é mostrada na Fig. 18.

Figura 18: Influencia do pH no potencial de oxidacdo da estrona utilizando
tampdo Britton—Robinson como eletrdlito suporte.
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Observa-se que houve deslocamento do potencial para valores
mais positivos com o aumento do pH que também resultou numa maior
corrente de oxidacdo anddica.

Isso pode ser explicado pela presenga do grupo cetona (=0). A
oxidacdo da molécula ocorre no grupamento fendlico, porém a presenca
na mesma molécula deste grupamento (=0) faz com que seja dificultada
a oxidacdo, levando para valores mais positivos o potencial em que
acontece a oxidacao.

Comportamento similar foi observado por Fornazari (2009) na
oxidacdo eletroquimica por eletr6lise galvanostatica de solucfes de
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misturas de fenol e formaldeido. Para uma solugdo composta por 4,25 x
10™* mol dm™ de fenol e 6,7 x 10 mol dm™ de formaldeido, com pH
variando de 3 a 12, o potencial de oxidacdo na célula eletroquimica foi
de 11,152 12,75V, reszpectivamente, guando aplicada uma densidade de
corrente de 40 mA cm™.

O ponto de interseccdo das duas linhas retas observadas na Fig.
18 demarca o pKa do grupo fendlico presente na estrutura quimica da
estrona. O valor encontrado (10,0) é muito proximo do valor relatado na
literatura de 10,5 (QUINTANA et al., 2004).

Para um refinamento do sinal e a fim de observar que
composi¢do de solucdo era mais adequada, foram testados como
eletrélito suporte os tampdes Britton—Robinson e Ringer e solucbes de
NaOH, LiOH e KOH com concetracdo inicial de 5,0 x 10° mol L™
(todas com pH ajustado para 12) para investigar a oxidacéo da estrona
em um eletrodo EDDB. A Figura 19 apresenta os voltamogramas
ciclicos obtidos para estrona em diferentes eletrélitos suporte.

Figura 19: Voltamogramas ciclicos (v = 100 mV s %) da estrona 5,0 x 107°
mol L™ em diferentes soluges e pH 12,0 usando EDDB (a) NaOH ; (b) LiOH ;
(c) Britton—Robinson ; (d) KOH; (e) Tampéo Ringer.
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Em todos os voltamogramas, apenas um pico de oxidacdo foi
observado quando o potencial foi variado de 0,0-0,8 V e de volta para
0,0V a uma velocidade de variagdo de 100 mVs™.

Como podemos perceber, a oxidacdo da estrona em solucéo de
LiOH, tampédo Britton—Robinson e solu¢cdo KOH (Fig. 19 (a, b, c))
acontece a um potencial de 0,40 V (sendo em solugdo de LiOH um
pouco deslocado para 0,39 V) e foi observado um pico de oxidacédo
definido, porém com baixa densidade de corrente anddica.

Em tampdo Ringer (Fig. 19(e)), a oxidacdo da estrona foi
deslocada para valor menos positivo, 0,37 V, com uma pequena
densidade de corrente produzida e alargamento do pico de oxidag&o.

Por fim, o pico de oxidacdo mais bem definido e com mais alta
densidade de corrente anddica foi obtido em NaOH (Fig. 19(a)),
apresentando potencial de oxidacdo de 0,48 V. Sendo assim, por
demonstrar uma boa relacéo entre definicdo e alto valor da densidade de
corrente foi escolhida a solucdo de NaOH (pH 12,0) como eletrélito
suporte para posterior desenvolvimento da metodologia eletroanalitica.

5.2.3 Tempo de limpeza do eletrodo

A limpeza do eletrodo de trabalho consiste numa etapa
importante do desenvolvimento de metodologias eletroanaliticas.

A cada medida é importante repetir a superficie do eletrodo em
condi¢des idénticas a fim de se obter dados mais reprodutiveis.

O actmulo de moléculas na superficie do eletrodo de trabalho
pode resultar em dois problemas: bloqueio do sinal analitico pois a
presenca de moléculas adsorvidas na superficie do eletrodo impedem a
oxidacdo ef/ou reducdo de novas moléculas, e ainda, mascaramento do
sinal analitico verdadeiro pela diminuicdo ou aumento do sinal.

O tipo de limpeza escolhido para desenvolvimento da
metodologia para determinacdo de estrona foi o eletroquimico. Na
prépria célula de determinacdo foi utilizado o mesmo potencial de
polarizacdo (-3,0 V) proposto para ativagdo do EDDB para a
determinacéo de estriol. O tempo de polarizacéo foi entdo investigado a
fim de otimizar a resposta produzida por esse eletrodo.

A Figura 20 apresenta os voltamogramas ciclicos de oxidacao
da estrona apds o tempo de limpeza que variou de 10 a 50 s.
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Figura 20: Voltamogramas ciclicos (v = 100 mV s ') com estrona 5,0 x 107
mol L' em eletrodo EDDB imerso em solugdes de NaOH 5 x 10 mol L™ com
diferentes tempos de limpeza (a) 10; (b) 15; (c) 20; (d) 30; (e) 40 e () 50 s.
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E possivel observar um leve deslocamento do potencial de
oxidacdo da estrona para valores mais positivos a medida que se
aumenta o tempo de limpeza do eletrodo EDDB. Salazar-Banda et al.
(2006) observaram comportamento semelhante ao investigar o
comportamento eletroquimico do par redox Fe(CN)g* %"

Os tempos de limpeza de 10 a 20 s (Fig. (a,b,c)) apresentaram
0s menores valores de corrente e potenciais um pouco mais positivos. A
partir do tempo de limpeza de 40 s ndo houve alteracdo significativa do
valor da densidade de corrente, portanto o tempo de 40 s foi escolhido
para a continuacgao dos experimentos.

5.2.4 Concentracao do eletrolito suporte
O eletrélito suporte € uma solugdo de substancia ibnica cuja

concentracdo costuma ser tipicamente entre 10 a 100 vezes maior que as
demais espécies na cela eletroquimica. O eletrdlito suporte deve ser
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eletroinativo na janela de potencial do eletrodo na qual os estudos com o
analito de interesse sdo realizados. Além disso, o eletrélito suporte deve
ser inerte, ndo reagindo com o analito eletroativo ou nenhum de seus
subprodutos.

As funcgdes principais do eletrélito suporte sdo, primeiramente,
ser responsavel por quase a totalidade da corrente i6nica da cela, uma
vez que ele estd em grande excesso em relagdo as demais substancias em
solucdo. A alta concentracdo do eletrolito suporte mantém baixa a
resisténcia da cela. Em segundo lugar, o eletrdlito suporte mantém a
forca idnica da solucdo constante, impedindo que a composi¢cdo da
interface entre a solugdo e o eletrodo mude significativamente com a
corrente proveniente da reagao.

Finalmente, o eletrdlito suporte suprime a contribuicdo da
corrente de migracdo (formacéo de um gradiente de carga elétrica) no
transporte do analito para a superficie do eletrodo.

Foram estudadas trés concentragbes diferentes (5,0 x 107
mol L, 5,0 x 102 mol L™ e 0,1 mol L™) de solucido de NaOH (pH 12,0)
em estrona 5,0 x 10”° mol L™.

As proporcOes, portanto, entre a concentracdo do analito e o
eletrélito suporte eram de 1:100, 1:1000, 1:2000.

Pelos perfis voltamétricos apresentados na Fig. 21, é possivel
perceber que para concentracdes onde a proporcao é maior que 1:1000,
as concentracdes 5,0 x 102 mol L e 0,1 mol L™ produziram sinal
pouco definido e de baixa densidade de corrente anddica. Portanto, a
concentracdo  escolhida para sequéncia de otimizagdes e
desenvolvimento da metodologia eletroanalitica para determinacéo de
estrona foi 5,0 x 10° mol L™.
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Figura 21: Voltamogramas ciclicos (v = 100 mV s ') da estrona 5,0 x 10" mol
L™ em diferentes concentracdes do eletrélito suporte NaOH (pH 12,0) (a) 5,0 x
10 mol L™ (b) 5,0 x 10® mol L™ (c) 0,1 mol L™ usando EDDB.
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5.2.5 Comportamento eletroquimico da estrona sobre EDDB em
NaOH

Os voltamogramas ciclicos apresentados na Fig. 22 mostram o
comportamento eletroquimico de estrona 5,0 x 10° mol L™ em solucéo
NaOH 5,0 x 10° mol L™ (pH 12,0) sobre EDDB. A influéncia da
velocidade sobre o potencial de oxidagdo da estrona foi estudada numa
faixa de 10 - 200 mV s*. O potencial foi variado de 0,0 - 0,8 V e de
volta para 0,0 V.

Os voltamogramas ciclicos sdo caracteristicos de uma reagdo
eletroquimicamente irreversivel mostrando apenas um pico de oxidacéo
num potencial de 0,48 V para uma velocidade de 200 mV s™.
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Figura 22: Voltamogramas ciclicos para estrona 5,0 x 10> mol L™ em eletrodo
EDDB imerso em solu¢do de NaOH (pH 12), v (a) 10, (b) 20, (c) 30, (d) 40, (e)
50, (f) 60, (g) 70, (h) 80, (i) 90, (j) 100, (k) 150 e (I) 200 mV s,
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O potencial de pico deslocado para valores mais positivos com
0 incremento da velocidade, também estd de acordo com o
comportamento de um sistema eletroquimicamente irreversivel. Além
disso, uma variacéo linear foi observada ao plotar o gréfico j x v, com
r = 0,9954 (Fig. 23) indicando um processo controlado por difusdo da
reacdo de oxidacdo.
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Figura 23: Variagdo da j com v'? para estrona 5,0 x 10° mol L™ sobre
eletrodo EDDB imerso em NaOH 5,0 x 10° mol L™ (pH 12,0).
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O gréfico log j x log v (Fig. 24) mostrando uma inclinagdo de
0,67 (r = 0,9937), semelhante ao observado para o hormdnio estriol,
também confirmou que a reacdo é controlada por difusdo e apresenta

uma pequena contribuicdo do processo de adsorcao.
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Figura 24: Variacéo de log j com log de v para estrona 5,0 x 10~° mol L™ sobre
eletrodo EDDB imerso em NaOH 5,0 x 10° mol L™ (pH 12,0).
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Avaliando-se também o grafico da funcdo corrente (jv™*?)
versus a variacdo de velocidade (Fig. 25), observa-se que a
interdependéncia entre esses parametros indica que ndo ha reacdo

quimica acoplada ao processo de oxidacao.
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Figura 25: Variagdo da funcéo corrente (jv™*%) com v para estrona 5,0 x 10> mol

L™ sobre eletrodo EDDB imerso em NaOH 5,0 x 10° mol L™ (pH 12,0).
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A semelhanca entre os dados encontrados tanto para o estriol
guanto para a estrona esta relacionada com a estrutura das moléculas.
Ambos sdo hormonios estrogenos derivados do colesterol, logo possuem
anel fendlico, e o grupamento hidroxila que sofre oxidagdo esta
igualmente posicionado em ambas as moléculas.

Acreditamos, no entanto, que a presenca de ligacdo dupla com
oxigénio presente na molécula da estrona pode contribuir com o
deslocamento de potencial para valores mais positivos de oxidacéo
apresentado por essa molécula.

Um mecanismo de oxidacdo da estrona é proposto por Pereira
(2011). A reagdo de oxidagdo eletroquimica, como ndo envolve etapa
guimica, acontece apenas com a formacdo do ion fendxido num
processo que envolve a transferéncia de dois elétrons. Tal reacdo de
oxidacdo é controlada por difusdo, como indicado pelos dados obtidos
em diferentes velocidades de variacdo de potencial.

A Fig. 26 representa 0 mecanismo de reagao proposto.
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Figura 26: Mecanismo de reacdo proposto para a oxidagdo eletroquimica da
estrona.

Com objetivo de verificar a estabilidade do analito em solugédo
de NaOH (pH 12,0), utilizando a voltametria ciclica, realizou-se estudo
de uma solucdo de estrona 5,0 x 10° mol L* durante 6 horas. Os
voltamogramas ciclicos obtidos ao longo do tempo foram reprodutiveis
indicando que a solucdo de estrona era estavel. O mesmo
comportamento foi observado para uma solug¢do estudada durante 10
dias. Tais experiéncias indicam que a determinacdo de estrona pode ser
realizada em solugdo de NaOH (pH 12,0) sem modificar a composicao
da solugdo que contém o analito.

5.2.6 Otimizacdo dos parametros de voltametria de onda quadrada

Dos pardmetros instrumentais que podem influenciar
significativamente na resposta voltamétrica destacam-se a frequéncia de
aplicacdo dos pulsos de potencial (f), o incremento de varredura de
potencial (AEs) e a amplitude de aplicacdo dos pulsos de potencial (a).
Assim, visando melhorar a resposta voltamétrica relativa ao sinal de
oxidacdo, estes pardmetros foram avaliados nos seguintes intervalos: f
de 5 a 100 Hz, ade 5a 50 mV e AEs de 1 a 5 mV, ap6s andlise
eletroanalitica de estrona 1,0 x 10 mol L™ em meio contendo NaOH
5,0 x 10° mol L. Em todos os casos a escolha da melhor condicdo de
trabalho em termos da analise destes parametros foi realizada levando-se
em consideracdo o valor que apresentasse melhora significativa na
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intensidade do sinal analitico sem comprometer a resolucdo
voltamétrica.

O primeiro parametro investigado foi a frequéncia de aplicagéo
dos pulsos de potenciais (f). Portanto, para este estudo, variou-se a f no
intervalo e 5 a 100 Hz, mantendo-se constantes os demais parametros,
ou seja, AEs 4 mV e a 25 mV. Conforme se observa na Fig. 27, a Aj é
significativa e influenciada pelo aumento da f somente para valores
entre 5 e 60 Hz, a partir de 60 Hz o valor de Aj permanece constante.
Assim, um valor de frequéncia de 60 Hz foi escolhido como sendo ideal
para estudos visando analise quantitativa.

Figura 27: Influéncia da variacdo da f sobre os valores de Aj para oxidagdo
eletroquimica de estrona 1,0 x 10° mol L™ sobre a superficie do EDDB em
NaOH.
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Em seguida, a influéncia da amplitude de aplicacdo dos pulsos
de potencial (a) foi avaliada sobre a intensidade da Aj, mantendo-se f =
60 Hz e AEs =4 mV. A Fig. 28 descreve o efeito da variagdo da a no
intervalo de 5 a 50 mV para oxidacdo eletroquimica de estrona 1,0 x
10° mol L™ sob a mesma condicdo anteriormente citada.

Como pode ser observado, Aj aumenta com o aumento da a em
todos os valores até 50 mV. O perfil voltamétrico das curvas produzidas
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com valores de 50 mV foi satisfatorio. Assim sendo, o valor de a de 50
mV foi escolhido para prosseguir com os estudos.

Figura 28: Influéncia da variagcdo da a sobre os valores de Aj para oxidagéo
eletroquimica de estrona 1,0 x 10° mol L™ sobre a superficie do EDDB em
NaOH.
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Finalmente, foi realizada a otimizacdo do incremento de
varredura de potencial (AEs) empregando-se f = 60 Hz e a = 50 mV,
previamente otimizados. Analisando o comportamento da Aj (Fig. 28)
apos variacdo do AEs de 1 a 5 mV, verifica-se um aumento significativo
em todo intervalo estudado. Porém, em valores de AEs acima de 4 mV,
o perfil voltamétrico foi prejudicado por um alargamento do pico, entdo
o valor de AEs = 4 mV foi adotado como sendo ideal para estudos
visando propdsitos analiticos.
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Figura 29: Influéncia da variacdo da AE sobre os valores de Aj para oxidagéo
eletroquimica de estrona 1,0 x 10° mol L™ sobre a superficie do EDDB em
NaOH.

4,44
n
| |
4,0
| |
g
S 36 .
2
F
3,2-
u
2,8 : ' r . r
1 2 3 4 5
AE_ (mV)

Os valores dos pardmetros otimizados foram utilizados para
validar a metodologia proposta, bem como para a determinacdo de
estrona em amostras de leite, manteiga e nata.

5.2.7 Curva de calibragdo e parametros de validacdo do método
proposto para determinacéo de estrona

Usando a melhor condicdo de trabalho previamente otimizada,
estudos foram realizados em diferentes concentragbes de estrona,
monitorando-se o sinal de oxidacéo eletroquimica.

A Figura 30A apresenta os voltamogramas de onda quadrada
registrados em diferentes concentracdes (4,0 x 10%a 1,0 x 10”° mol LY
de estrona. A partir dos valores de Aj obtidos nos voltamogramas
(Figura 30 A), a curva de calibracdo foi construida. Uma relagéo linear
foi obtida no todo intervalo de concentracéo estudado (Figura 30 B) com
equacdo de regressio linear de Aj/uAcm® = 6,5 x 10* /[uA L mol™ —
0,2236 / pA cm?, r = 0,9988, cujos parametros obtidos para esta curva
estéo reunidos na Tabela 10.
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Figura 30: (A) Voltamogramas de onda quadrada para a estrona em NaOH (pH
12,0): na auséncia (a) e na presenca de estrona (b) 4,0 x 10®; (c) 8,0 x 10°%; (d)
4,0x107; (e) 6,0x107; (f)8,0x 107; (g) 2,0 x 10°%; (h) 6,0 x 10° ; (i) 8,0 x 10°
:(j) 1,0 x 10° mol L™ usando eletrodo de diamante dopado com boro (f = 60
Hz; a = 50 mV; AEs = 4 mV). (B) Curva de calibracdo obtida a partir desses
voltamogramas.
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Para a construcdo da curva de calibracdo, as correntes
mostradas nos voltamogramas de onda quadrada foram subtraidos a
partir da corrente de fundo.

A partir dos parametros extraidos da curva de calibracdo e
apresentados na Tabela 10, foi possivel calcular o limite de deteccdo
(LD) do sistema, empregando a seguinte relacdo matematica:
LD =255s/S. O LD obtido foi de 1,3 x 10¥mol L™ (Tabela 10). Além
disso, o limite de quantificacdo (LQ) foi calculado utilizando a equacéo:
LQ =105/S. O LQ calculado para a estrona foi de 3,8 x 10 mol L™.

Tabela 10: Pardmetros de validagdo do método proposto para determinagdo de
estrona.

Parametro Valor
Potencial de pico (V) 0,48
Faixa linear (mol L) 40x10%a1,0x10°
Coeficiente de correlagédo 0,9988
Inclinagdo (uA L mol™) (x 10%) 6,50
Desvio padrdo da curva (MA L mol™ cm™) (x 10%) 7,39
Intercepto (LA cm™) 0,2236
Desvio padrdo do intercepto (MA cm™) 0,0035
Limite de deteccdo (mol L™) 1,3x10°
Limite de quantificacdo (mol L™) 3,8x10°
Repetibilidade da corrente de pico (%)*° 0,73
Repetibilidade da corrente de pico (interdia) (%)*" 1,96
Repetibilidade da corrente de pico (intradia) (%)*° 1,04
Repetibilidade do potencial de pico (%)*° 1,05
Repetibilidade do potencial de pico (interdia) (%)*° 2,01
Repetibilidade do potencial de pico (intradia) (%)*° 1,72

?Desvio padréo relativo, n=5

A repetibilidade de cinco medicGes da corrente de pico para as
solugdes de 1,0 x 10° mol L™ de estrona, em condigées otimizadas,
apresentou desvio padrdo de 0,73%. A repetibilidade da corrente pico
foi testada por meio de duas metodologias: interdia, ao longo de 5 dias,
utilizando diferentes solucdes preparadas na concentracéo de 1,0 x 107
mol L™ e intradia, utilizando cinco diferentes solucées Ereparadas no
mesmo dia e a mesma concentracéo de estrona (1,0 x 10 mol L™). Os
desvios padrdes relativos (n = 5) foram 1,96 e 1,04 %, respectivamente.
Bons resultados também foram obtidos para a repetibilidade do
potencial de pico, como pode ser visto na Tabela 10.
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Estes resultados demonstram que o método proposto mostra
excelente  precisdo, repetibilidade e sensibilidade indicando
detectibilidade aceitavel. Além disso, viabiliza a utilizacdo da técnica no
desenvolvimento de um método eletroanalitico para quantificacdo de
estrona em amostras de produtos lacteos.

5.2.8 Determinagdo e recuperagdo de estrona em amostras de
produtos lacteos

A metodologia proposta foi aplicada para determinacdo de
estrona em amostras de leite, manteiga e nata utilizando o método de
adicdo de padrdo que é muito utilizado por ser realizado nas condicoes
da matriz.

Todas as amostras foram tratadas com etanol (como descrito no
item 4.1.3) a fim de eliminar os possiveis interferentes que seriam as
proteinas, gorduras e a lactose. Por esse motivo, ndo foram realizados
testes de interferentes.

5.2.8.1 Determinagdo de estrona em amostra de leite

Os resultados obtidos para quantificacdo de estrona em amostra
de leite através do método de adi¢do do padréo proposto e do método de
radioimunoensaio sdo apresentados na Tabela 11. A Fig. 31 mostra a
dependéncia da Aj em funcdo da concentragdo de estrona para
amostra de leite utilizando o método proposto.

Figura 31: Dependéncia da Aj em fungdo da concentracdo de estrona para
amostra de leite.
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Os valores médios para as cinco determinagGes (n = 5) de
ambas as técnicas foram muito proximos do valor encontrado por
Hartmann et al. (1998), os quais comparamos a seguir.

A partir dos valores de desvio padrdo relativo (D.P.R.)
avaliados para as medidas aplicadas na adicdo do padrdo, foi possivel
estimar a precisaio do método proposto. Estes resultados sdo
satisfatérios, de modo que pode ser uma alternativa para quantificacdo
deste hormdnio em matrizes como o leite. A curva de adi¢do de padrao
apresentada na Figura 31 foi linear em todo intervalo de concentracéo
adicionado e para um r = 0,991 apresentou inclinacdo de 7,45 x 10* pA
L mol™ cm™ cujo valor esta praticamente na mesma ordem de grandeza
guando comparada com aquela obtida com o padrdo da estrona,
representado na Tabela 10.

Na Tabela 11 encontra-se a comparacdo dos métodos
apresentando valores para a determinacao, desvio padréo relativo, erro e
teste estatistico F. Os limites de confianca foram calculados para um
nivel de significancia de 0,05.

Tabela 11: Determinag&o de estrona em amostra de leite

Método Radioimunoensaio Eletroanalitico Hartmann
etal.
(1998)
Encontrado (mol L) 1,33x10° 1,43 x 10° 4,18x10°
D.P.R. (%) 0,87 1,06 -
Er (%) " - +7,51 -
Fualor 1,75 1,75 -

a

n=>5
®Er = erro relativo entre os métodos eletroanalitico e radioimunoensaio
¢ Ftec’)rico = 6,39

A porcentagem de recuperagdo encontrada para as cinco
determinacdes esta apresentada na Tabela 12. Os valores de recuperacéo
sdo bastante satisfatérios, estando dentro da faixa de aceitacdo (106 —
109 %) e indicam a viabilidade de utilizagio do método para
determinacdo da estrona em amostras de leite.
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Tabela 12: Estudos de recuperacéo de estrona em amostra de leite.

Amostra Adicionado® Encontrado Recuperado
(%)
Leite (mol L™) 4,00 x 10° 4,41 x10° 109
8,00 x 10 8,81 x 1078 109
4,00 x 107 4,38 x 107 109
6,00 x 10”7 6,42 x 10”7 106
8,00 x 10”7 8,52 x 107 106
‘n=5

5.2.8.2 Determinacao de estrona em amostra de manteiga

A metodologia eletroanalitica descrita anteriormente e 0 método
padrdo de radioimunoensaio para a determinacdo de estrona foram
aplicados neste ensaio na determinacdo do hormoénio em uma amostra de
manteiga.

A Fig. 32 mostra a relacdo entre a concentragdo de estrona
adicionada a amostra de manteiga e Aj. Os valores médios para as cinco
determinacGes (n = 5) estdo dispostos na Tabela 13. Os limites de
confianca foram calculados para um nivel de significancia de 0,05.
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Figura 32: Dependéncia da Aj em funcdo da concentragdo de estrona para
amostra de manteiga.
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Na Tabela 13 podemos comparar os valores obtidos com os dois
métodos (o proposto e o radioimunoensaio) com o valor encontrado por
Hartmann et al. (1998) para 0 mesmo tipo de amostra. Observa-se que
os valores sdo concordantes e através dos calculos de erro entre os
métodos utilizados neste trabalho e dos valores obtidos a partir do teste
F, entendemos que ndo ha diferenca significativa entre eles, indicando
desempenho excelente do método eletroanalitico quando comparado ao
método padrao.

Tabela 13: Determinagdo de estrona em amostra de manteiga.

Método Radioimunoensaio  Eletroanalitico = Hartmann et
al. (1998)
Encontrado (mol L) 439x 107 443x 107 491x 107
D.P.R. (%) 0,34 0,35 -
Er (%) ° - +0,91 -
Fvalorc 110 1,0 -

a

n=>5
YEr = erro relativo entre os métodos eletroanalitico com o radioimunoensaio
¢ Fresrico = 6,39
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Testes de recuperagdo foram realizados na presenca da amostra
real (método da adicdo de padrdo). Como demonstrado na Tabela 14, a
recuperacdo de estrona variou de 105 — 109 %.

Além disso, a inclinagdo da reta 7,47 x 10* pA L mol™ cm™ (r =
0,995), obtida a partir da curva de determinacdo representada na Fig. 32,
é¢ muito préxima do valor da inclinacdo da curva de calibragdo,
indicando a excelente seletividade do método proposto.

Tabela 14: Estudos de recuperacdo de estrona em amostra de manteiga.

Amostra Adicionado® Encontrado Recuperado
(%)
Manteiga 4,00 x 10°® 4,39 x 10° 109
(mol L) 8,00 x 10°® 8,68 x 10°® 108
4,00x 10”7 4,22 x 107 105
6,00 x 107 6,37 x 107 106
8,00 x 107 8,46 x 107 105
‘n=5

Percebemos que o método proposto ndo sofre interferéncia
significativa de efeitos de matriz, podendo, portanto, ser aplicado com
sucesso aos ensaios de determinacdo de estrona em amostra de
manteiga.

5.2.8.3 Determinacao de estrona em amostra de nata

Neste estudo, 0 método eletroanalitico proposto foi aplicado na
determinacdo de estrona em amostra de nata. O mesmo método padréo
de radioimunoensaio também foi utilizado.

A Fig. 33. mostra a relacdo entre a concentracdo de estrona e
Aj. Os valores médios para as cinco determinagBes (n = 5) estdo
dispostos na Tabela 15.

Na Tabela 15 podemos comparar o valor obtido por Hartmann
et al. (1998) com os valores encontrados pelos dois métodos (o proposto
e o radioimunoensaio).
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Figura 33: Dependéncia da Aj em funcdo da concentracdo de estrona para
amostra de nata.
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A inclinag8o da reta obtida a partir dos dados da Fig. 32 (7,41 x
10* pA L mol™ ecm™ (r = 0,999) é muito préxima do valor obtido a partir
da curva de calibracdo indicando assim boa seletividade do método
proposto.

Com o intuito de verificar se a diferenca encontrada entre os
métodos é significativa, aplicou-se o teste F com limite de confianca
calculado para um nivel de significancia de 0,05. Observa-se, na Tabela
15, que os valores sdo concordantes, indicando que o desempenho do
método eletroanalitico foi satisfatério quando comparado ao método
padréo.

Tabela 15: Determinagdo de estrona em amostra de nata.

Método Radioimunensaio  Eletroquimico ~ Hartmann et al.
(1998)
Encontrado (mol L) 1,36 x 10° 1,45x10° 2,69x10°
D.P.R. (%) 0,85 1,73 -
Er (%) ° - +6,62 -
Fvalorc 4,75 4,75 -

“n =5 "Er = erro relativo entre os métodos eletroanalitico e radioimunoensaio
¢ Fresrico = 6,39
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Outros valores que corroboram com o bom desempenho do
método sdo os encontrados no teste de recuperacdo na presenca da
amostra real.

Como podemos observar na Tabela 16, a recuperacdo de estrona
variou de 107 - 111%.

Tabela 16: Estudos de recuperacéo de estrona em amostra de nata.

Amostra Adicionado® Encontrado Recuperado

(%)
Concentragéo de 4,00 x 10° 4,43 x10° 111
estrona em Nata 8,00 x 10°® 8,82 x 10 110
(mol L™ 4,00 x 107 4,41x107 110
6,00 x 10’ 6,47 x 10’ 108
8,00 x 107 8,59 x 107 107

‘n=5

Comparando-se os valores de estrona encontrados em todas as
amostras (leite, manteiga e nata), percebe-se que a concentracao
encontrada na amostra de leite € aproximadamente 100 vezes menor do
gue a encontrada nas amostras de manteiga e nata (que apresentaram
valores proximos). Essa discrepancia pode se dar pela quantidade de
gordura em cada amostra. O leite tipo B, utilizado neste trabalho tem em
média 3% de gordura, ja a nata e a manteiga apresentam
aproximadamente 80%. Considerando que a molécula de estrona €
lipossolivel, quanto maior a quantidade de gordura na amostra, maior
também serd a concentragdo de estrona.

Por fim, percebemos que o método proposto ndo sofreu
interferéncia significativa de efeitos de matriz em nenhuma de suas
aplicagdes, podendo, portanto, ser aplicado com sucesso aos ensaios de
determinacéo de estrona em amostra de leite, manteiga e nata.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Os desreguladores endécrinos tém sido destaque entre trabalhos
de quimica analitica pela necessidade emergente de desenvolvimento de
técnicas que possam quantificar a contento esses compostos. Em
destaque podemos citar os hormonios sexuais femininos tendo em vista
gue a concentracdo destes, principalmente em meio aquatico e em
alimentos, tem crescido alarmantemente nas ultimas décadas
impulsionado principalmente pela expansdo da inddstria farmacéutica.

Neste trabalho desenvolveu-se metodologia de quantificacdo
para dois horménios sexuais femininos estriol e estrona.

Para o desenvolvimento da metodologia de quantificagdo foi
utilizado o eletrodo de diamante dopado com boro. Outros eletrodos
também foram testados: o de ouro, platina e cobre, porém, sobre essas
superficies ndo foi observado sinal analitico para estes horménios.
Testes utilizando o eletrodo de carbono vitreo também foram realizados
contudo, os sinais obtidos sobre esta superficie foram insatisfatérios se
comparados aos obtidos sobre a superficie do eletrodo de diamante
dopado com boro.

Os dados iniciais obtidos para os hormdnios estriol e estrona
empregando a técnica de voltametria ciclica sobre a superficie do
eletrodo de diamante dopado com boro foram fundamentalmente
importantes para o0 conhecimento prévio do comportamento
eletroquimico bem como da caracterizagdo dos processos de
transferéncia de elétrons envolvidos na oxidacdo de ambos o0s
hormonios.

Percebeu-se que para ambos 0s horménios as reacles de
transferéncia de elétrons séo irreversiveis e controladas por difusdo, com
pequena contribuicdo da adsorcéo.

Além disso, a correlacdo dos resultados diagnosticados no
processo eletrédico com aqueles encontrados na literatura para o estudo
do comportamento eletroquimico de compostos similares aos horménios
confirma as evidéncias acima citadas.

As metodologias eletroanaliticas empregando a voltametria de
onda quadrada sobre a superficie do eletrodo de diamante dopado com
boro apresentaram grande potencialidade para monitoramento desses
hormdnios em diferentes amostras. Estas apresentam grande vantagem
se considerarmos 0s aspectos positivos de sensibilidade, faixa de
linearidade, precisao e ainda um limite de quantificacdo compativel com
o nivel de concentracdo encontrado nessas matrizes.
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Os métodos analiticos desenvolvidos empregando as técnicas
eletroquimicas mostraram-se competitivas em relagdo a outros métodos
e podem ser uma excelente alternativa na determinagdo de horménios
em fluidos bioldgicos (urina), em formulacbes farmacéuticas e em
produtos lacteos principalmente considerando a complexidade de
matrizes como estas.

A alta sensibilidade dos dois métodos desenvolvidos permitiu o
uso de pequenas quantidades de amostra minimizando assim o efeito de
matriz.

Outro aspecto positivo observado foi a auséncia de pré-
tratamento na determinagdo do hormoénio estriol em uma amostra
complexa, no caso, a urina. Por conseguinte, isto confere viabilidade de
uso da metodologia proposta para a determinacéo do estriol em amostras
de urina recolhidas durante a gravidez. Além disso, para as amostras de
produtos lacteos onde houve necessidade de pré-tratamento, na
determinacdo de estrona, este foi realizado de forma simples e rapida.

Finalmente, os métodos desenvolvidos apresentam resultados
analiticos satisfatorios, cujas informacdes sdo de grande relevancia em
estudos quantitativos envolvendo estas classes de compostos.
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