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RESUMO

O 17B-estradiol (E2) ¢ o principal hormdnio sexual feminino, sendo utilizado também
em formulacdes farmacéuticas (contraceptivo oral e em terapia de reposi¢ao hormonal). Devido
a secre¢do deste hormonio pelo organismo, contaminando o meio aquatico, o0 mesmo ¢
considerado um poluente organico importante a ser monitorado, devido sua a¢do no organismo
humano como desregulador enddcrino. Desta forma, o desenvolvimento de métodos rapidos,
sensiveis, precisos e portateis ¢ de suma importancia para sua quantificacdo “in loco" em
diferentes matrizes. O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de metodologia para a
determinagdo de E2 empregando eletrodo de trabalho composto por um substrato planar
impresso com filamento isolante de acrilonitrila butadieno estireno (ABS) revestido com
composito condutor de grafite e ABS (G/ABS). Os estudos eletroquimicos iniciais do E2 foram
investigados por voltametria ciclica (VC) em meio de eletrdlito suporte tampao Britton-
Robinson (BR) 0,04 mol L™! e solugio padrio do analito 50,0 umol L', no qual foi observado
um comportamento irreversivel com um potencial de pico anddico (Epa) em aproximadamente
+0,85 V. Os estudos posteriores foram realizados em sistema de anélise por injecdo em batelada
(BIA) com deteccdo amperométrica (AD) em condi¢des otimizadas. Nestas condigdes, foi
construida uma curva de calibragdo para E2, sendo obtida uma sensibilidade de 0,356 pA pmol
'L e uma faixa linear de 0,029 a 6,0 umol L. O limite de detec¢do (LD) e o limite de
quantificagdo (LQ) foram de 0,009 pumol L' e 0,029 umol L, respectivamente. A
repetibilidade do sistema foi avaliada para dez inje¢des sequenciais de E2 em trés niveis de
concentragio (0,5; 3,0 e 6,0 pmol L), sendo obtidos baixos coeficientes de variagio (DPR =
8,6; 3,2 € 5,0%; n = 10, respectivamente). Além disso, a reprodutibilidade de preparagdo do
sensor também apresentou baixo desvio (DPR = 5,5 %, n = 4), o que confirma uma fabricacao
reprodutivel. A metodologia desenvolvida foi aplicada para 4 diferentes amostras de dgua de
rio, obtendo-se concentragdes variando de 2,23 a 63,84 pmol L', Para uma das amostras de
agua foram obtidas recuperacgoes de 84, 89 e 129%, para concentragdes de 1,0; 3,0 e 5,0 pmol
L', respectivamente. Estes resultados sugerem que o eletrodo G/ABS em sistema BIA-AD ¢

promissor para a determina¢do de E2 nas amostras avaliadas.

Palavras-chave: 17p-estradiol; contaminantes ambientais; desregulador enddcrino;

composito condutor; impressao 3D.



ABSTRACT

17B-estradiol (E2) is the main female sex hormone and is also used in pharmaceutical
formulations (oral contraceptives and hormone replacement therapy). Because the body
secretes this hormone and contaminates the aquatic environment, it is considered an important
organic pollutant to monitor, due to its action on the human body as an endocrine disruptor.
The development of rapid, sensitive, accurate, and portable methods is therefore of the utmost
importance for its quantification “in situ” in different matrices. This work aimed to develop a
methodology for the determination of E2 using a working electrode composed of a planar
substrate printed with an insulating filament of acrylonitrile butadiene styrene (ABS) coated
with a conductive composite of graphite and ABS (G/ABS). The initial electrochemical studies
of E2 were investigated by cyclic voltammetry (CV) in a 0.04 mol L™! Britton-Robinson (BR)
buffer support electrolyte and 50.0 umol L' analyte standard solution, in which irreversible
behavior was observed with an anodic peak potential (Epa) of approximately +0.85 V.
Subsequent studies were carried out in a batch injection analysis (BIA) system with
amperometric detection (AD) under optimized conditions. Under these conditions, a calibration
curve was constructed for different concentrations of E2, obtaining a sensitivity of 0.356 pA
pumol™! L and a linear range of 0.029 to 6.0 umol L', The limit of detection (LOD) and limit of
quantification (LOQ) were 0.009 umol L' and 0.029 pmol L™, respectively. The repeatability
of the system was assessed for ten sequential injections of E2 at three concentration levels (0.5,
3.0, and 6.0 umol L), and low coefficients variation were obtained (RSD = 8.6, 3.2, and 5.0%;
n = 10, respectively). In addition, the reproducibility of the sensor preparation also showed a
low deviation (PRD = 5.5%, n = 4), which confirms a reproducible manufacturing process. The
methodology developed was applied to 4 different river water samples, obtaining
concentrations ranging from 2.23 to 63.84 umol L!. For one of the water samples, 84, 89, and
129% recoveries were obtained for concentrations of 1.0, 3.0, and 5.0 umol L', respectively.
These results suggest that the G/ABS electrode in a BIA-AD system is promising for

determining E2 in the samples evaluated.

Keywords: 17p-estradiol; environmental contaminants; endocrine disruptor;

conductive composite; 3D printing.
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LD — Limite de Detecc¢ao (do inglés “Limit of Detection™)

LQ - Limite de Quantificacdo (do inglés “Limit of Quantification”)

MEYV — Microscopia Eletronica de Varredura



MEV-EDS — Microscopia Eletronica de Varredura acoplada a Espectroscopia de Energia
Dispersiva

MWCNTSs — Nanotubo de Carbono de Paredes Multiplas (do inglés “multi-walled carbon
nanotube™)

PLA — Acido Polilatico (do inglés “polilactic acid”)

RE — Eletrodo de referéncia (do inglés “reference electrode™)

STL — Linguagem triangular padrao (do inglés “Standard Triangle Language”)

TRH - Terapia de Reposi¢ao Hormonal

VC — Voltametria Ciclica (do inglés “Cyclic Voltammetry”)

VD — Detecgdo Voltamétrica (do inglés “Voltametric detection™)

VOQ - Voltametria de Onda Quadrada

VPD - Voltametria de Pulso Diferencial

VPN — Voltametria de Pulso Normal

WE - Eletrodo de Trabalho (do inglés “working electrode”)

v — Velocidade de Varredura
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1 INTRODUCAO

O 17 B-estradiol (E2) ¢ o principal estrogénio em vertebrados, sendo associado ao
sistema reprodutivo feminino e a manutengdo das caracteristicas sexuais femininas. O E2
também tem sido fabricado em grandes quantidades para ser usado como contraceptivo
hormonal oral e para terapia de reposi¢do hormonal (ALVES; FIORUCCI; ARRUDA, 2019).
O E2 excretado da urina humana e animal contamina os recursos hidricos e os animais
aquaticos. Como resultado, o E2 ¢ um contaminante emergente e tornou-se um problema global
(DONG et al., 2018; SUPCHOCKSOONTHORN et al., 2021; WONG et al., 2019)

Devido a presenca do E2 no meio ambiente como desregulador enddcrino ¢ muito
importante que se tenham métodos simples, rapidos, sensiveis e precisos para sua determinagao.
Virios métodos foram desenvolvidos para a deteccdo do E2, incluindo cromatografia liquida
de alto desempenho (ZOU et al., 2012), imunoensaio de quimioluminescéncia (KANSO et al.,
2017) e ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica (CARON; SHEEDY; FARENHORST, 2010).
Entretanto, essas técnicas t€ém varias desvantagens como, por exemplo, custo elevado e
impossibilidade de realizagdo de ensaio no local da amostragem. Recentemente, as técnicas
eletroquimicas tém recebido grande aten¢do devido a vérias vantagens, como alta sensibilidade,
0 uso de instrumentos com custo menores que os de métodos convencionalmente utilizados, e
serem portateis, o que possibilita realiza¢do de anélises no local de amostragem (DONG et al.,
2018; SUPCHOCKSOONTHORN et al., 2021).

O desenvolvimento de metodologias de analise que utilizam técnicas eletroquimicas
associadas a tecnologia de impressao 3D (trés dimensdes) para a construgdo de dispositivos
eletroquimicos tem sido reportado na literatura (DE MORAES et al., 2023; DE OLIVEIRA;
DE MELO; DA SILVA, 2022; LOPES et al., 2023; NOVAIS et al., 2024). Artigos de revisao
recentes resumem os avancos dos dispositivos eletroquimicos impressos em 3D (células e
sensores), uma area de conhecimento com aumento exponencial no nimero de publicagdes nos
ultimos cinco anos (DE OLIVEIRA; DE MELO; DA SILVA, 2022). A impressao direta de
sensores eletroquimicos requer termoplasticos que geralmente consistem em ABS (acrilonitrila
butadieno estireno) ou PLA (&cido polilatico) contendo grafeno ou negro de fumo (CB) para
proporcionar condutividade (SILVA et al., 2020; VELOSO et al., 2023). Esses filamentos
condutores sdo geralmente adquiridos comercialmente e, embora demonstrem aplicabilidade

promissora na fabricacdo de sensores, normalmente necessitam de etapas de tratamento
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quimico-eletroquimico devido as baixas quantidades de material condutor que sdo incorporadas
(DI-OLIVEIRA et al., 2022).

Um recente estudo apresentou um novo material termoplastico condutor fluido
composto de particulas de grafite e ABS (G/ABS) utilizado para recobrir uma matriz polimérica
de ABS (PETRONI et al., 2021). Esse novo compdsito G/ABS apresentou sensibilidade
analitica significativamente melhor para detecc¢ao eletroquimica em comparagao com eletrodos
construidos com filamento comercial de CB/PLA amplamente utilizado para essa finalidade
(ROCHA et al., 2023). Outra vantagem da utilizacdo do composito grafite-ABS no
revestimento de substratos de ABS para a fabricacao de eletrodos ¢ a possibilidade e facilidade
de incorporacdo de modificadores, que objetivam melhorar o desempenho analitico dos
sensores (PETRONI et al., 2021).

Embora o desempenho eletroanalitico de um sistema dependa fortemente do material
do eletrodo, a configuracao da célula e a técnica utilizada também s3o igualmente importantes.
Técnicas analiticas de fluxo, incluindo anélise de fluxo e injecdo em batelada, podem ser
utilizadas como alternativa as medigdes estacionarias para aumentar o transporte de massa dos
analitos para a superficie do eletrodo, resultando em alta sensibilidade e limites de detecgao
baixos (ARANTES et al., 2023).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho ¢ o desenvolvimento de metodologia com
analise por injecao em batelada e deteccdo amperométrica (BIA-AD) empregando eletrodo de
trabalho composto por um substrato planar impresso com filamento isolante de acrilonitrila
butadieno estireno (ABS), revestido com composito condutor de grafite e ABS (G/ABS) para

a determinagdo de 17B-estradiol em amostras de dguas naturais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 17B-ESTRADIOL

Os estrogénios sao hormonios derivados do colesterol, liberados por glandulas (cortex
adrenal, testiculos, ovario) e pela placenta durante a gravidez em humanos e animais (ALVES;
FIORUCCI; ARRUDA, 2019) sendo também indicadores do estado de maturagdo sexual
(SUPCHOCKSOONTHORN et al., 2021). No entanto, ele ¢ mais do que um hormonio sexual,
este hormonio esteroide controla quase todos os aspectos da saude feminina e até mesmo
masculina. Este hormonio ¢ também responsavel pela regulacdo de outras fungdes que ndo estao
apenas relacionadas com o sistema reprodutor, como o crescimento e fortalecimento dsseo e a
manuten¢do do cérebro (WONG et al., 2019). Fungdes criticas como a homeostase da glicose,
a homeostase lipidica, crescimento folicular, ovulagdo, entre uma miriade de outras fungdes,
dependem dos seus sinais. O sexo, a idade e o estado de saude sdo fatores que definem o nivel
de estrogénio no organismo. Em ambos os sexos, a deplecdo de estrogénio pode levar a
problemas digestivos, osteoporose, doenca de Alzheimer etc. (PATEL et al., 2018).

Ha trés compostos principais que contribuem para a atividade hormonal estrogénica:
estrona (E1), 17B-estradiol (E2), e estriol (E3) (SUPCHOCKSOONTHORN et al., 2021). O
estradiol (E2) ((17p)-estra-1,3,5(10)-trieno-3,17-diol) (Figura 1), € o principal estrogénio em
vertebrados, sendo associado ao sistema reprodutivo feminino e a manutencdo das
caracteristicas sexuais femininas (ALVES; FIORUCCI; ARRUDA, 2019). Na literatura ¢
relatado que niveis anormais de 173-estradiol em mulheres podem causar problemas de satde
como o risco de desenvolver cancer da mama e cancer da bexiga, estando relacionado com
cancer de pulmao, de ovarios e de utero, podendo afetar o aumento de peso, a depressdo, a
fadiga, a alterag@o de humor, a dificuldade de dormir etc. (SUPCHOCKSOONTHORN et al.,
2021) (WONG et al., 2019). O E2 tem sido sintetizado em grandes quantidades para ser usado
como contraceptivo hormonal oral e para terapia de reposicdo hormonal (TRH) devido a gama
de doengas que estao ligadas ao estrogénio, no entanto, sua utilizacdo nao ¢ isenta de efeitos
secundarios (ALVES; FIORUCCI; ARRUDA, 2019)(SUPCHOCKSOONTHORN et al.,
2021).
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Figura 1 - Estrutura quimica do 17pB-Estradiol.

OH

HO

Fonte: adaptado de (HAO et al., 2011).

Estudos efetuados nas ultimas décadas demonstraram que muitas substancias quimicas
- tanto as de origem natural como as sintéticas - podem interferir no funcionamento correto do
sistema endocrino e causar efeitos nocivos a satde e a vida de animais e seres humanos. Estes
compostos tém sido designados como compostos desreguladores endécrinos (EDCs). A
concentragdo de EDC no ambiente € pequena, no entanto, uma exposi¢do cronica pode causar
efeitos biologicos nocivos nos animais e nos seres humanos (SPYCHALSKA et al., 2020).
Todos os dias, o E2 e os seus derivados sdo excretados pelos mamiferos através da urina e
chegam as aguas residuais juntamente com residuos da industria farmacéutica. Este hormonio
¢ bioacumulativo e a sua presenga no ambiente pode provocar graves complicagdes (mesmo em
pequenas quantidades, apresenta alta toxicidade), interferindo na reproducdo e
desenvolvimento da fauna, como por exemplo, pela indu¢do da producdo hormonal fora do
tempo correto, alteragdo da concentragdo natural de hormodnios na corrente sanguinea e
influéncia nos processos metabolicos. Além disso, ha relatos de peixes expostos a hormonio
que se feminizam; aves que se alimentam de peixes contaminados com altas concentracdes de
E2 também desenvolveram problemas, como o enfraquecimento do sistema imunoldgico
(WONG et al., 2019). O consumo continuo de animais aquaticos como alimento, pelos seres
humanos, leva entdo a uma elevada ingestdo de E2, o que pode perturbar o sistema enddcrino.
Como resultado, o E2 € considerado um EDC, sendo assim um contaminante emergente e
tornou-se um problema global (DONG et al., 2018; SUPCHOCKSOONTHORN et al., 2021;
WONG et al., 2019).
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Devido a presenga do E2 no meio ambiente como poluente organico ¢ muito importante
que se tenham métodos simples, rapidos, sensiveis e precisos para sua determinagdo. Varios
métodos foram desenvolvidos para a deteccao do 17p-estradiol, incluindo cromatografia liquida
de alto desempenho (ZOU et al., 2012), imunoensaio de quimioluminescéncia (KANSO et al.,
2017) e ensaio de imunoabsor¢dao enzimatica (CARON; SHEEDY; FARENHORST, 2010).
Entretanto, essas técnicas tém vdarias desvantagens como, por exemplo, custo elevado e
impossibilidade de realizacao de ensaio no local da amostragem. Recentemente, as técnicas
eletroquimicas tém recebido grande atengao devido a varias vantagens, como alta sensibilidade,
o uso de instrumentos com custo menores que os de métodos convencionalmente utilizados, e
serem portateis, o que possibilita realizagdo de analises no local de amostragem (DONG et al.,
2018; SUPCHOCKSOONTHORN et al., 2021).

Na literatura, existem estudos sobre a determinagao deste farmaco utilizando varios
tipos de sensores eletroquimicos, como o sensor desenvolvido por (HAO et al., 2011) que se
baseia na modificacdo de um eletrodo de grafite com MWCNTs, com AuNPs e acido
poliacrilico, e utiliza a técnica layer-by-layer, obtendo limite de dete¢dao (LD) de 0,01 umol L~
. (MORAES et al., 2015) determinaram o estradiol em amostras ambientais utilizando um
eletrodo de carbono vitreo modificado com uma suspensao contendo 6xido de grafeno reduzido
e uma porfirina de cobre, obtendo uma faixa de concentragio linear de 0,1 a 10 umol L' e um
LD de 5,3 nmol L. Outros tipos de sensores também foram explorados, como os sensores
hibridos de polimeros com impressdo molecular (DES AZEVEDO et al., 2013) e polimeros
magnéticos nanoestruturados com impressao molecular (LAHCEN et al., 2017). Porém a
desvantagem destas técnicas sdo as etapas complexas de modificagdo da superficie do eletrodo

e custo dos modificadores.

2.2 TECNICAS ELETROANALITICAS

As técnicas eletroanaliticas sdo alternativas interessantes, devido ao baixo custo,
facilidade e portabilidade dos instrumentos, além da obtencdo de resultados rapidos
(ASADIAN; GHALKHANI; SHAHROKHIAN, 2019; NUNES ef al, 2016; SOUZA,;
MACHADO; AVACA, 2003). Estas técnicas fundamentam-se na relagdo entre a quantidade da
substancia com alguma propriedade elétrica como, condutividade elétrica, potencial, corrente

ou carga elétrica (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). Por meio dessas técnicas obtém-se
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informagdes qualitativas e quantitativas sobre a espécie eletroativa de interesse (ALEIXO,
2018).

Existem diferentes técnicas eletroanaliticas como por exemplo, voltametria,
potenciometria, amperometria, condutometria etc. (HARRIS, 2016). Dentre estas técnicas
destacam-se as técnicas voltamétricas devido a grande quantidade de informagdes fornecidas e
ao elevado desempenho analitico de algumas modalidades da voltametria. As voltametrias mais
aplicadas sdo a ciclica (VC), onda quadrada (VOQ), pulso diferencial (VPD) e voltametria de
pulso normal (VPN) que possuem perfis de acordo com a forma dos sinais de excitagdo
aplicados (PACHECO et al., 2013). A VC ¢ uma técnica voltamétrica bastante aplicada, capaz
de caracterizar os processos de reagdes redox gerados através da aplicacdo de uma diferenca de
potencial e da medicao do sinal de corrente (FONSECA; PROENCA; CAPELO, 2015). Ela
opera através da aplicagdo controlada de uma varredura de potencial sobre um eletrodo de
trabalho. Essa abordagem compreende uma progressao incremental de potencial até um ponto
predeterminado, seguido por uma varredura inversa ao sentido inicial. O resultado desse
processo ¢ representado graficamente, mostrando a relacdo entre a corrente elétrica e o
potencial, e ¢ conhecido como voltamograma ciclico (WANG; JIANG; LI, 2001). A VC ¢ uma
das técnicas voltamétricas mais usuais quando se tem por finalidade adquirir informagdes
qualitativas sobre o comportamento eletroquimico de uma molécula ou da superficie de um
eletrodo, fornecendo rapidamente informacdes sobre a termodinamica dos processos redox, da
cinética de reagdes heterogéneas da transferéncia de elétrons e sobre reagdes quimicas
acopladas a processos adsortivos (PACHECO et al., 2013; WANG, 2006).

A amperometria tem por principio de funcionamento a aplicacdo de um potencial
constante em fun¢do do tempo, ou seja, a resposta de corrente obtida com o potencial aplicado
decai gradativamente com o tempo da analise. Essa caracteristica define a amperometria
convencional como uma técnica usada para medir um valor de corrente a partir de um Unico
potencial constante fixado, € uma vantagem associada € a baixa corrente capacitiva gerada no
processo (DE RESENDE; DA SILVA; PEREIRA, 2020).

Andlise por injecdo em batelada (BIA) ¢ uma técnica analitica, proposta por Wang e
Taha (WANG; TAHA, 1991). A associagdo desse sistema a deteccdo amperométrica € uma
ferramenta poderosa para a andlise de alimentos, amostras ambientais e farmacéuticas
(QUINTINO; ANGNES, 2004). Nos sistemas BIA, a amostra ou solu¢des padrao sdo injetadas
com o auxilio de uma micropipeta, diretamente na superficie do eletrodo de trabalho (este modo
de injecdo ¢ denominado “wall jet”) (DE RESENDE; DA SILVA; PEREIRA, 2020), que esta

imerso num grande volume de eletrolito de suporte. Esta abordagem apresenta vérias
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caracteristicas desejaveis, como a utiliza¢do de pequenos volumes de amostra (tipicamente 10-
150 pL), elevada sensibilidade, baixo custo, simplicidade e a possibilidade de desenvolver
métodos analiticos com caracteristicas portateis para analise no local. Além disso, apds o
posicionamento dos trés eletrodos (de trabalho, auxiliar e de referéncia ou pseudo-referéncia) e
o enchimento da célula de BIA com eletrélito suporte, o sistema permite um elevado nimero
de injegoes, tipicamente, superior a duzentas injegdes sem substituicdo de qualquer componente
do sistema (PEREIRA ef al., 2016). A utilizagdo de uma micropipeta eletronica na etapa de
injecdo, aumenta a precisdo da analise, em comparagao com o uso de seringas ou micropipetas
manuais, pois as condigdes - volume e velocidade de injecdo - sdo programadas
eletronicamente. Deste modo, as inje¢des, no sistema BIA, podem ser realizadas de forma
bastante reprodutivel (QUINTINO; ANGNES, 2004). Nesse sistema, a amostra ¢ injetada e sdo
gerados sinais transientes correspondentes as injecdes por meio dos quais se obtém a corrente
do processo redox (resposta analitica) proporcional de altura do pico de acordo com a
concentragdo da amostra, que pode ser explicada a cada etapa da injecdo do analito (DE

RESENDE; DA SILVA; PEREIRA, 2020) (Figura 2).

Figura 2 - Tlustracdo do processo de inje¢@o do analito no sistema BIA mostrando as fases de
variacdo de corrente em relacdo a presenga de amostra na superficie do eletrodo.

A
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|. Antes da

injegao

Transporte de massa na superficie do eletrodo

Fonte: (DE RESENDE; DA SILVA; PEREIRA, 2020).
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No primeiro momento (em I), antes da injecdo do analito, a presenca do eletrdlito
suporte de carater inerte apresenta resposta constante de corrente, idealmente préxima a zero,
formando uma linha base, que ¢ indicativa de que ndo ha troca ou transferéncia eletronica entre
o eletrodo e a solugdo. Na segunda fase (em II), durante a inje¢ao do analito ocorre o transporte
das espécies de interesse até a superficie do eletrodo e hd um ganho elevado de corrente
relacionado as reagdes redox que ocorrem no sistema; o transporte pode ser auxiliado por
processos de convecgao no sistema. Em seguida (em III), na etapa de término da injecdo da
amostra ou até que todo o analito seja transferido para a superficie do eletrodo, a corrente gerada
por meio das reagdes redox € constante, enquanto acontecerem oxidagdo ou reducao de espécies
quimicas. Ao fim da inje¢do da amostra (em IV), quando as substancias participantes da reagao
redox, por um processo de transporte por difusdo, sairem da interface eletrodo/solucao para o
seio da solucao, ocorre uma queda brusca da corrente medida e o sinal de corrente tende a
retornar para os valores iniciais antes da inje¢do da amostra ou padrao. Quando a condicao
inicial ¢ atingida, a corrente se estabiliza novamente até que outra aliquota de amostra ou padrao
seja injetada sobre a superficie do eletrodo, restando apenas uma corrente residual no sistema.
Para que o estado inicial seja estabelecido mais rapidamente, geralmente ¢ utilizada a agitagao
mecanica da solugdo (convecgdo), o que induz ainda um aumento da frequéncia analitica do
método por permitir outra injecdo de amostra em intervalo de tempo menor (DE RESENDE;

DA SILVA; PEREIRA, 2020).

2.3 TECNOLOGIA 3D FDM (MODELAGEM POR DEPOSICAO FUNDIDA, DO
INGLES “FUSED DEPOSITION MODELING”) NA ELETROANALITICA

Artigos recentes de revisdo resumem os avangos de dispositivos eletroquimicos
impressos em 3D na construgdo de eletrodos, células e sensores (CARDOSO et al., 2020;
SILVA et al.,2021), uma area com aumento exponencial no nimero de publicagdes nos ultimos
anos (OLIVEIRA, 2023). Na eletroanalitica, a impressd@o 3D FDM ¢ a tecnologia mais popular
na construgdo de sistemas eletroquimicos devido ao baixo custo em comparagdo a outras
tecnologias de manufatura aditiva, devido aos custos acessiveis das impressoras e dos
filamentos poliméricos, além do uso de softwares gratuitos de codigo aberto (JOAO et al., 2020;

RICHTER et al., 2019). Nesse sentido, o desenvolvimento de eletrodos, células e sensores
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personalizados fabricado por impressdo 3D ¢ uma tendéncia na Eletroquimica e Eletroanalitica
(OLIVEIRA, 2023).

Na construgdo de dispositivos eletroquimicos de analise sdo utilizados filamento
poliméricos isolantes (por exemplo, ABS e PLA) e condutores, provenientes da mistura de PLA
ou ABS isolante com material condutivo, como nanotubos de carbono, grafite, grafeno ou negro
de fumo (CARDOSO et al., 2020; DE OLIVEIRA; DE MELO; DA SILVA, 2020, 2022). Estes
filamentos condutores sao normalmente adquiridos comercialmente e, embora demonstrem
uma aplicabilidade promissora na fabrica¢do de sensores funcionais, apresentam tipicamente
uma insatisfatoria resposta eletroquimica devido as baixas quantidades de material condutor
que sdo incorporadas (PETRONI et al., 2021). Em virtude disso, para ter seu desempenho
melhorado os eletrodos produzidos por impressao 3D necessitam de execugao de protocolos de
tratamento de superficie da regidio a ser usada como sensor (JOAO et al., 2021). Pesquisadores
de diferentes grupos de pesquisa tém explorado e proposto protocolos variados, desde a imersao
em solventes organicos a tratamento eletroquimicos com a aplicagdo de potenciais com tempo
médio superior a 30 minutos, o que pode ser desvantagem no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos em larga escala(CASTRO et al., 2022).

O desenvolvimento de abordagens alternativas de fabricagdo baseadas em impressao 3D
que possibilitem o uso de termoplésticos com altas quantidades de material condutor também ¢
um topico de suma importancia e representa um avanco em relagdo a estudos anteriores na area.
Um recente estudo (PETRONI et al., 2021) apresentou um novo material termoplastico
condutor fluido composto por particulas de grafite e ABS (G/ABS) utilizado para revestir uma
matriz polimérica de ABS. Este novo compdsito G/ABS mostrou uma sensibilidade analitica
significativamente melhor para a deteccao eletroquimica do paracetamol quando comparado
com o filamento condutor comercial CB/PLA, amplamente utilizado para este fim. Este
desempenho melhorado ¢ atribuido a elevada quantidade de material condutor incorporado,
sendo muito superior a quantidade encontrada nos filamentos comerciais, pois o revestimento
acontece na base ja impressa, superando a impossibilidade de usar grandes quantidades de
material condutor que sdo necessdrias para obter uma condutividade satisfatoria para os
termoplasticos (PETRONI et al., 2021). O compdsito grafite-ABS que reveste o substrato
impresso em ABS no formato desejado pode ser utilizado para fabricacao de eletrodos com
elevada condutividade elétrica. Esta abordagem permite a utilizacdo de termoplasticos com
elevadas percentagens de material condutor, e mantém as vantagens da utilizagdo da impressao
3D. Além disso os eletrodos G/ABS obtidos ndo necessitam de ativag@o da superficie, como os

eletrodos fabricados com filamentos comerciais, sendo realizado apenas um passo de
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polimento, ou seja, mais simples em comparac¢do a ativagdo de eletrodos construidos com
CB/PLA (DE OLIVEIRA; DE MELO; DA SILVA, 2020). Outra vantagem da utilizacao do
composito grafite-ABS no revestimento de substratos de ABS para a fabricacao de eletrodos ¢
a possibilidade e facilidade de incorporagao de modificadores, que objetivam melhorar o
desempenho analitico dos sensores, além do baixo custo em comparacdo aos filamentos

condutivos comerciais (PETRONI et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como principal objetivo desenvolver uma metodologia eletroanalitica
com analise por injecdo em batelada e detec¢do amperométrica (BIA-AD) empregando eletrodo
de trabalho composto por um substrato planar impresso com filamento isolante de acrilonitrila
butadieno estireno (ABS), revestido com composito condutor de grafite e ABS (G/ABS) para

determinar 17p-estradiol em amostras de dgua de rio.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Produzir os eletrodos de trabalho G/ABS;

v' Investigar o comportamento eletroquimico do 17B-estradiol utilizando eletrodo de
trabalho G/ABS por voltametria ciclica;

v' Otimizar os pardmetros da técnica amperométrica acoplada a BIA para a detecgdo do
E2;

v' Obter os parAmetros analiticos para a detecgdo do 17p-estradiol em eletrodo de G/ABS
nas condigdes otimizadas;

v" Analisar as diferentes amostras de agua de rio empregando a metodologia eletroanalitica

proposta.
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4.1 REAGENTES, MATERIAIS, SOLUCOES E AMOSTRAS

Todos os reagentes empregados apresentavam pureza analitica e foram utilizados sem

purificacdo adicional (Tabela 1).

Tabela 1 - Lista de reagentes e materiais utilizados.

Reagente/Material

Fornecedor

Acetato de s6dio (CH3COONa) — 99% m/m

Acetona (C3HeO) — 99,5% v/v

Acido acético (CH;COOH) — 99,8% v/v
Acido bérico (H3BO3) — 99,5% m/m
Acido cloridrico (HCI) — 37% v/v
Acido fosforico (HsPOs) — 85% v/v
Cloreto de potassio (KCI) — 99% m/m
Etanol (C2HeO) — 99,5% v/v

Hidroxido de sodio (NaOH) — 99% m/m

P¢ de grafite — tamanho da particula < 20um
Padrdo de 17B-estradiol (C1sH2402) - > 98% m/m

Filamento de ABS — 1,75mm de diametro

Lixas — granulometria 1500 e 2000

Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
Sciavicco (Belo Horizonte, MG, Brasil)
Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
Dinamica (Diadema, SP, Brasil)

Vetec (Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
Isofar (Duque de Caxias, RJ, Brasil)
Labsynth (Diadema, SP, Brasil)
Sciavicco (Belo Horizonte, MG, Brasil)
Isofar (Duque de Caxias, RJ, Brasil)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)
3D Fila (Belo Horizonte, MG, Brasil)
3M (Lojas locais)

Fonte: A autora (2024)

Todas as solugdes usadas durante os experimentos foram preparadas com agua

purificada (resistividade 0,14 MQ cm) fornecida por um sistema de purificacao de agua por

osmose reversa Lucadema 50EG (Sao José do Rio Preto, SP, Brasil).

Solugdes estoque de E2 (5000 pmol L) foram preparadas mensalmente, através da

dissolu¢io em etanol de Pureza Analitica. Solugdes estoque de E2 (100 pumol L) foram

preparadas semanalmente, através da diluicdo da solugdo estoque de 5000 pmol L' em etanol

e eletrdlito suporte, na propor¢do 1:1. Solugdes de leitura de E2 foram preparadas diariamente



29

para prevenir a degradacio, através da dilui¢io da solugio estoque de 100 pmol L™! em eletrélito
suporte.

O tampdo Britton-Robinson (BR) (0,04 mol L) foi utilizado como eletrdlito de suporte
para todas as medicdes eletroquimicas. Este tampao era composto por uma mistura dos acidos
acético, borico e fosférico, todos com uma mesma concentra¢ido (0,04 mol L). Foi utilizada
uma solugio de hidroxido de sédio (1,0 mol L) para ajustar os valores de pH.

A solugdo de acetato de sodio (0,1 mol L) e a solugfio de cloreto de potassio (0,5 mol
L) foram utilizadas para otimizagdo do eletrolito de suporte, sendo utilizada uma solugio de
4cido cloridrico (0,1 mol L) para ajuste do pH.

As amostras de dgua foram coletadas em diferentes pontos do Cérrego Mumbuca, na
cidade de Monte Carmelo, Minas Gerais, Brasil (Figura 3), sendo denominadas de M1, M2 M3
e M4. Os quatro pontos de monitoramento estao inseridos no alto e médio curso, em regides a
montante da urbanizagdo (ponto M1), na regido urbanizada (pontos M2 e M3) e jusante da
urbanizag¢do (ponto M4). As amostras foram recolhidas em garrafas de polietileno de alta
densidade previamente limpas e armazenadas em geladeira até a andlise. Antes da utilizagdo,
os recipientes foram lavados com detergente neutro e imersos numa solucdo aquosa de acido
nitrico a 10% (v/v) durante 24 horas, seguindo-se uma lavagem abundante com agua purificada

(APHA, AWWA, 2012).
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Figura 3 - Localizacdo da éarea de estudo e pontos de amostragem no cérrego Mumbuca.

231800

Legenda
1:72000 Fonte de dados: Google Earth Professional (2024)
0 1 2km @ Pontosdeamostragem M Monte Carmelo  giroma Geadésico de Referéncia: SIRGAS 2000/WGS 84
— Cursos d'dgua [ Minas Gerais Sistema de Projecdo Cartografica: UTM Fuso 23S

[ Badia hidrografica [ Brasil

Fonte: A autora (2023)

Curvas de adicao de padrao foram obtidas preparando solu¢des com amostra (volume
de amostra conforme dilui¢ao descrita na Tabela 2) e E2 nas concentragoes 0,5; 1,0; 2,0; 3,0;
4,0; 5,0 e 6,0 umol L em eletrolito suporte (Tampao BR 0,04 mol L', pH 3,00). Essas solugdes

foram analisadas no sistema BIA-AD (Figura 6).

Tabela 2 — Fatores de dilui¢cdo por amostra.

AMOSTRA FATOR DE DILUICAO
MIl 2,5
M2 2,5
M3 25
M4 10

Fonte: A autora (2024).

A amostra de agua M1 foi fortificada com E2 em trés niveis de concentragao (1,0; 3,0 e
5,0 umol L), Curvas de adi¢do de padrdo foram obtidas preparando solu¢des com amostra M1
fortificada (diluigdo 2,5 vezes) e E2 nas concentragdes 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 € 6,0 umol L
!'em eletrolito suporte (Tampdo BR 0,04 mol L™, pH 3,00). Essas solugdes foram analisadas

no sistema BIA-AD (Figura 6).
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4.2 INSTRUMENTACAO

As medicoes eletroquimicas usando deteccdo voltamétrica (VD) e deteccao
amperométrica (AD) foram realizadas com um mini potenciostato Pocket Stat (Ivium
Technologies, Eindhoven, Holanda) controlado pelo software Ivium Soft. Eletrodos comerciais
de Ag/AgCl/KClsa. e platina (Pt) foram usados como eletrodo de referéncia e contra eletrodo,
respectivamente, na deteccdo amperométrica. Na deteccdo voltamétrica foram utilizados
eletrodos de referéncia de Ag/AgCl/KClsa. e contra eletrodo de platina (Pt) adaptados de
(PEDROTTI; ANGNES; GUTZ, 1996).

As células eletroquimicas foram fabricadas utilizando filamento de acrilonitrila
butadieno estireno (ABS) (3Dfila; 1,75 mm) em impressora 3D/FMD 3D-printer (Creality
Ender-3, Shenzhen, China). Para analise por injecdo em batelada (BIA) foi utilizada célula
eletroquimica impressa em ABS adaptada de (RICHTER et al., 2016) com pipeta eletronica
(Eppendorf® Multipette XStream).

O eletrodo G/ABS foi caracterizado por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
com instrumento TESCAN VEGA3 LMU e Microscopia Eletronica de Varredura acoplada a
Espectroscopia de Energia Dispersiva (MEV-EDS) equipamento Thermo 200 (SEM-EDS). A
caracterizacdo do pd de grafite foi realizada por Espectroscopia em infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) utilizando um espectrofotometro de infravermelho (Shimadzu
modelo Prestige-21-IR). A caracterizacdo do p6 de grafite foi realizada por Espectroscopia em
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) utilizando um espectrofotdometro de
infravermelho (Shimadzu modelo Prestige-21-IR) Todos os equipamentos da Rede de
Laboratorios Multiusuarios (RELAM-UFU)).

Os seguintes equipamentos também foram usados: balanca analitica (Shimadzu,
AUY?220), pHmetro (Tecnopon, MPA-210), agitador magnético (Hanna Instruments, HI
190M).
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43 CARACTERIZACAO DO PO DE GRAFITE

O p¢ de grafite (sem nenhum tipo de preparacao) foi caracterizado por FTIR utilizando
um espectrofotdometro de infravermelho. Os dados da anélise de FTIR foram obtidos na regiao
de namero de onda entre 400-4000 cm™ com resolugdo de 2 cm™ e foram registrados 32 scans

para o material analisado.

44 FABRICACAO DO COMPOSITO CONDUTOR DE GRAFITE E ABS E DO
ELETRODO G/ABS

O compdsito termoplastico condutor de grafite/ABS (G/ABS) foi fabricado com o
seguinte protocolo desenvolvido, ja descrito na literatura (PETRONI ez al., 2021), e otimizado
por nosso grupo (Figura 4): primeiro, pedagos do filamento ABS foram misturados com acetona
(5 mL) em um recipiente de vidro com tampa, e colocados sob agitacio magnética, por 30
minutos. Apds este tempo foi adicionado o p6 de grafite e a mistura foi deixada sob agitagao
por mais 15 minutos. A propor¢do de ABS/p6 de grafite utilizada foi 50/50% (m/m), valor
escolhido para este trabalho, seguindo o protocolo citado anteriormente (para o volume de 5
mL de acetona foi utilizada uma massa de 0,828 gramas, sendo 0,414 gramas de ABS ¢ 0,414
gramas de grafite). Apos esse procedimento, o compdsito termoplastico G/ABS esta pronto para

a fabrica¢do dos sensores eletroquimicos.
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Figura 4 - Processo de fabricacdo do compdsito condutor de grafite e ABS, e producio do
eletrodo G/ABS.
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15 min
r\.—r—n.—.f
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Q Polimento _;
— r'

eletrodo G/ABS

Fonte: A autora (2023)

O protocolo usado para fabricar os eletrodos G/ABS também foi desenvolvido por
(PETRONI et al., 2021) e otimizado pelo nosso grupo (Figura 4). Primeiramente o modelo 3D
desejado para o eletrodo de trabalho foi projetado usando o software de design FREE CAD -
0.20.2 gratuito (Free Software Foundation, Inc., Boston, MA, EUA). O arquivo CAD foi entao
convertido para o formato STL e processado utilizando o software Ultimaker Cura 5.0
(Geldermalsen, Holanda) para obter o arquivo que contém os comandos de impressdo. Uma
impressora 3D FDM foi entdo utilizada para imprimir a base dos eletrodos na orientacdo
horizontal usando filamento ABS ndo condutor. A resolucdo da camada foi de 0,20 mm ¢ a
velocidade de impressao foi de 50 mm/s. A base de ABS impressa tem as dimensoes: diametro
de 10,5 mm e 1,5 mm espessura. Foram impressas 40 unidades (bases de filamento nao
condutivo) de uma s6 vez. Posteriormente, essas bases de ABS impressas em 3D foram imersas
por cerca de 5s no compdsito termoplastico G/ABS (descrito na Secdo 4.4), com agitacao
desligada no momento da imersdo, € apoOs esse tempo a base ¢ retirada do composito e deixada
para secar (30s), sendo esse procedimento repetido por doze vezes promovendo o recobrimento
da base de ABS. O processo ¢ facilitado pela presenca de acetona e ABS dissolvido no

compdsito. Os eletrodos sdo entdo deixados em repouso por 72 horas, em temperatura ambiente
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para cura, gerando uma superficie mais rigida rica em grafite. Em seguida, os eletrodos tém sua
superficie homogeneizada por polimento com lixa de granulometria 1500 e 2000 na presenca
de 4gua purificada até obtencao de uma superficie lisa e plana. Apos essas etapas, os eletrodos
de G/ABS estdo prontos para uso e devem ser armazenados em eletrolito de suporte para nao

ressecamento da superficie, mantendo sua resposta eletroquimica.

4.5 CARACTERIZACAO DO ELETRODO G/ABS POR MEV-EDS

O sensor G/ABS preparado foi caracterizado por (MEV-EDS). As imagens MEV foram
obtidas com um TESCA VEJA-3 LMU sob condi¢do de vacuo e 15 kV de aceleragdo do feixe
de elétrons. A composicdo elementar semiquantitativa dos materiais foi estimada por imagens

de mapeamento quimico obtidas com Thermo 200 SEM—EDS com resolugdo de 131 eV.

4.6 CALCULO DA AREA ELETROQUIMICAMENTE ATIVA DO ELETRODO

A éarea eletroquimicamente ativa (AEA) do eletrodo foi calculada aplicando a técnica de
voltametria ciclica em velocidades de varredura variando de 10 a 100 mV.s™' em solugdo
K3[Fe(CN)s] 2,0 x 10~ mol L' em KC1 0,5 mol L' e empregando-se a equacio 01, de Randles-
Sevcik (DEFFO et al., 2021; OLDHAM, 1979; RANDLES, 1948; SEVCIK, 1948).

Ip = Kn3/2ADY/?C y1/2 equagdo 01

Onde: Ip a corrente de pico em ampere (A), A a drea ativa em cm?, n: € o n° de elétrons da
reac¢do redox (n=1), D é o coeficiente de difusdo do Ferricianeto (7,26x10°° cm?/s) (KONOPKA;
MCDUFFIE, 1970), K é constate (2,69x10%) (SHUKLA et al., 2018), C é a concentracdo do

ion Ferricianeto (2 x 10 mol/cm?), V é a velocidade de varredura (mV/s).
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4.7 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

A voltametria ciclica (VC) foi empregada para estudos preliminares do comportamento
eletroquimico do E2 no eletrodo G/ABS em tampdo Britton-Robinson 0,04 mol L' (tamp3o
BR). As medicdes eletroquimicas foram realizadas em temperatura ambiente usando o
potenciostato portatil e uma célula eletroquimica miniaturizada impressa em 3D feita de ABS,
adaptada de (NOVAIS et al., 2024) (Figura 5). Nesta c¢lula, qualquer eletrodo de trabalho
planar (com diferentes espessuras) ¢ perfeitamente selado sem vazamento de solugao ou ruptura
do eletrodo entre duas partes da célula (tampa e base), utilizando imas de neodimio e um
parafuso roscado, enquanto os eletrodos de referéncia e contra-eletrodos (em forma de ponta)
sdao fixados na tampa. Neste trabalho, foi utilizado o eletrodo avaliado como eletrodo de
trabalho (G/ABS), Ag/AgCl/KClsaa como eletrodo de referéncia e eletrodo de platina
como auxiliar, adaptados de (PEDROTTI; ANGNES; GUTZ, 1996) .

Figura 5 - (A) Esquema e (B) imagens reais da célula impressa em ABS.

Fonte: Adaptado de (NOVAIS et al., 2024).

A detec¢do amperométrica (AD) foi utilizada para determinagao do E2 usando o eletrodo
G/ABS em sistema BIA (Figura 6). As medicdes eletroquimicas foram realizadas em

temperatura ambiente usando o potenciostato portatil e uma célula eletroquimica impressa em
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3D feita de ABS, adaptada de (RICHTER et al., 2016) (Figura 6). A tampa superior desta célula
utilizada era constituida por quatro orificios para a montagem dos eletrodos de Pt,
Ag/AgCl/KClsa, agitador mecanico € um suporte para a acomodacao firme da micropipeta
eletronica. O volume interno da célula ¢ de, aproximadamente, 80 mL, e o fechamento entre a
parte superior e inferior da célula ¢ feito por imas de neodimio, garantindo uma forte vedacao
para evitar possiveis vazamentos. Neste trabalho, foi utilizado o eletrodo avaliado como
eletrodo de trabalho (G/ABS), eletrodo comercial de Ag/AgCl/KCls: como eletrodo de
referéncia e eletrodo comercial de platina como auxiliar, ligados a um mini potenciostato
interface via cabo com computador controlado pelo software Ivium Soft. As solugdes foram
injetadas no G/ABS colocado na célula de BIA (modo de jato na parede), no qual um potencial

constante otimizado foi aplicado no eletrodo G/ABS para conversao redox do E2.

Figura 6 — (A) Imagem real da célula BIA; (B) Imagem real do sistema BIA; (C) Esquema do
sistema BIA completo utilizado nas analises.
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Fonte: Adaptada de RICHTER et al., 2016.
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4.8 CINETICA DE TRANSFERENCIA DE ELETRONS

Com o proposito de entender a cinética de transferéncia de elétrons do E2 para a
superficie do eletrodo G/ABS, foram realizados voltamogramas ciclicos com variagdo das
velocidades de varredura de 10 a 100 mV s, na presenga de 50 pmol L' de E2 e tampio BR
0,04 mol L (pH 3).

4.9 OTIMIZACAO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS

Com o intuito de determinar a configuracdo experimental mais eficaz em termos de
corrente de pico do E2, foram realizadas otimizacdes de diversos parametros das medidas
eletroquimicas. Os parametros otimizados incluiram o pH ideal da solu¢do de andlise, usando
solugdo 50 umol L! de E2 em tampido BR 0,04 mol L™}, variando o pH na faixa de 2,0 a 8,0. O
tampao BR foi empregado devido sua ampla capacidade tamponante, sendo possivel variagdes
de pHs numa faixa de 2,00 a 12,00 (BRITTON; ROBINSON, 1931). A escolha do eletrdlito de
suporte também foi realizada, sendo avaliadas trés diferentes solucdes (tampao BR 0,04 mol L~
I, solugdo de acetato de sodio 0,1 mol L' e KCI 0,5 mol L'') em pH 3, contendo 50 pmol L
de E2. Também foram otimizados os parametros da BIA-AD, tais como: potencial aplicado,
volume de injecdo e vazao, realizados utilizando G/ABS, em tampdo BR 0,04 mol L™, com pH

ajustado para 3 e na presenga de 50 umol L' de E2.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DO PO DE GRAFITE

A Figura 7 mostra o espectro obtido para o pd de grafite na Espectroscopia em
infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Através das bandas observadas pode-se

identificar os grupos funcionais presentes no grafite.

Figura 7 - Espectro FTIR do p6 de grafite.
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Fonte: A autora (2023)

Observou-se bandas em 3446 cm™', 2928 cm™!, 1429 cm™', 1097 ecm™!, 950 cm™!, 798 cm!
e 692 cm™. De acordo com a andlise de (OLIVEIRA; POLETTO; SEVERO, 2018) a banda
3446 cm™! corresponde aos grupos -OH, a banda em 2928 cm™! é caracteristica de grupos C-H
alifaticos (carbonos primarios e terciarios), 1429 cm™ refere-se a grupos C=C, em 1097 cm™' é
caracteristica de C-O. Em 950 cm™, 798 cm™ e 692 cm! sdo bandas de anel aromatico. Os
grupos polares, especialmente os grupos hidroxila superficiais, resultam da formagdo de
ligacdes de hidrogénio entre o grafite e as moléculas de agua (ALAM; SHARMA; KUMAR,
2017).
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5.2 CARACTERIZACAO DO ELETRODO G/ABS POR MEV-EDS

Com o objetivo de avaliar as alteracdes morfologicas geradas diretamente na superficie
do eletrodo G/ABS antes e apos polimento, as imagens de MEV foram obtidas (Figura 8). A
composicdo quimica qualitativa para a superficie de G/ABS foi investigada por MEV-EDS
(Figura 8E). As Figuras 8C e 8D mostram as imagens da superficie do eletrodo sem polimento.
E possivel visualizar uma superficie bastante rugosa com grandes irregularidades, que podem
ter sido formadas a partir da evaporacao do solvente (acetona) no processo de producdo dos
sensores. Nas Figuras 8A e 8B estdo as imagens da superficie do eletrodo polido, que passou
por um processo de lixamento manual. Pode-se observar uma certa homogeneidade da
superficie, com menos irregularidades quando comparadas ao eletrodo sem polimento. No caso
do G/ABS a eficiéncia do sensor foi melhorada com o polimento, o que pode ser explicado pela
maior exposic¢ao do grafite na superficie ap6s o lixamento, resultando em uma eficiéncia maior
na detec¢do do composto E2 por BIA-AD.

Os resultados da analise por EDS para G/ABS (Figura 8D) revela a predominancia do
elemento carbono (99,67%) com uma presencga residual de silicio (0,33%). Essa composicao,
com alta concentragdo de carbono, sugere uma superficie do eletrodo homogénea em relagao a

presenca do grafite.
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Figura 8§ - Imagens de MEV obtidas da superficie do eletrodo G/ABS com ampliacao de 1.000
vezes para: (A) eletrodo polido e (C) eletrodo ndo polido. Amplia¢do de 10.000 vezes para:
(B) eletrodo polido e (D) eletrodo nao polido. (E) Composi¢ao quimica qualitativa obtida por
EDS.
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41

5.3 CALCULO DA AREA ELETROQUIMICAMENTE ATIVA

A parte da superficie do eletrodo que € capaz de trocar elétrons com a espécie eletroativa
¢ chamada de area eletroquimicamente ativa (AEA). Para estimar a AEA do sensor G/ABS foi
empregada a técnica de voltametria ciclica e a varia¢do das velocidades de varredura. Segundo
a equacdo de Randles-Sevcik, existe uma relacdo entre a corrente de pico e a area ativa do
eletrodo em sistemas reversiveis com transporte de massa controlado por difusao. A area efetiva
de um eletrodo de trabalho pode ser obtida a partir da equagdo de Randles-Sevcik desde que
conhecidos o numero de elétrons, coeficiente de difusdo, concentracao da espécie eletroativa,
velocidade de varredura e corrente de pico a uma dada temperatura (OLDHAM, 1979;
RANDLES, 1948; SEVCIK, 1948).

Na Figura 9 sdo apresentados os graficos das corrente de pico anddica e catodica vs. a
raiz quadrada da velocidade de varredura para o sensor G/ABS, e estdo plotados os
voltamogramas ciclicos registrados em KCI 0,5 mol L na presenca de 2,0 mmol L' de

[Fe(CN)6]>" em diferentes velocidades de varredura (10, 20, 30, 40, 50, 75 ¢ 100 mV s™).

Figura 9 - Variacio de ip vs. v'* e os voltamogramas ciclicos (2° ciclo) correspondentes
(inser¢do) registrados em 0,5 M KClI contendo 2,0 x 10 M [Fe(CN)6]> para G/ABS. A
velocidade de varredura potencial foi 10; 20; 30; 40; 50; 75 ¢ 100 mV s™!, para (m) Ox e (®)

Red.
1,2x10% | Ip(A) =236 x 107 V*((Vs)"*) + 1,28 x 10°
A R’= 0,991
8,0x107 |
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< '
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- X -
9
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-1,2x10™ | 1p(A) =-2,53 x 10” V**((Vs™)'") - 1,63 x 10°

0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35
V2 \ S-1)1/2

Fonte: A autora (2023).
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O coeficiente angular do modelo foi usado para calcular a AEA do eletrodo G/ABS na
equacdo de Randles-Sevick (equagdo 01). A AEA obtida foi de 0,1628 cm? e a 4rea geométrica
foi de 0,1256 cm? (AG=mn 1, com r = 0,2 cm). A 4rea geométrica foi calculada utilizando o raio
interno do anel de silicone (r = 0,2 cm) localizado abaixo da base da célula, que delimita a area
de contato da solugdo com o sensor. A AEA foi superior a area geométrica em 29,6%, o que
pode ser explicado pelo fato das interagdes entre a espécie eletroativa e as irregularidades
presentes na superficie do eletrodo que nao foram contabilizadas no calculo da area geométrica.
Outra contribuigdo para o aumento da area eletroativa pode estar relacionada ao processo de
lixamento do G/ABS que pode ter removido resquicios do ABS e deixado mais exposto o grafite

na superficie do eletrodo.

54 RESPOSTA ELETROQUIMICA DO SENSOR G/ABS

A resposta eletroquimica do sensor G/ABS para 17-estradiol foi investigada pela
técnica de voltametria ciclica em 0,04 mol L' de tampdo BR (Figura 10). O voltamograma
ciclico obtido na presenca de E2, apresenta apenas um pico de oxidacdo em aproximadamente

+0,85 V e ndo ¢ evidenciado pico de reducao, sugerindo um processo eletroquimico irreversivel.
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Figura 10 - Voltamogramas ciclicos obtidos na auséncia (preto), e na presenca de 50,0 pmol
L' de E2 no eletrodo G/ABS: (vermelho) 2° ciclo; ( ) 5° ciclo; ( ) 10° ciclo.
Condigdes experimentais: Eletrolito suporte: tampao BR 0,04 mol L' (pH 3,0); v=50mV s~
!: Degrau de potencial: 5 mV.
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Fonte: A autora (2023).

Observando o comportamento eletroquimico do E2 pode-se perceber que a cada ciclo a
resposta voltamétrica diminui. Esse comportamento pode ser atribuido a interagdes de produtos
da reagdo redox com a superficie do eletrodo, interferindo na resposta voltamétrica. Este foi um
dos motivos de escolha do método BIA-AD, pois a amostra ou solugdes padrdo sdo injetadas
com o auxilio de uma micropipeta, diretamente na superficie do elétrodo de trabalho, ndo

apresentando perda de sinal analitico.

5.5 CINETICA DE TRANSFERENCIA DE ELETRONS

Com o objetivo de avaliar o grau de reversibilidade e a natureza de transporte do
material eletroativo para a superficie do eletrodo G/ABS, realizou-se o estudo com variagdo das
velocidades de varredura no intervalo de 10 a 100 mV s'. A Figura 11 apresenta os
voltamogramas ciclicos obtidos na presenca de E2 50 umol L™ e tampédo BR 0,04 mol L' (pH
3,00).
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Figura 11 - Voltamogramas ciclicos (1° ciclo) de uma solucio de E2 50,0 umol L' em tampdo
BR 0,04 mol L' (pH 3) com diferentes velocidades de varredura de potencial (10, 20, 30, 40,

50, 60, 70, 80,90 € 100 mV s™).
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Fonte: A autora (2023).

E(V) vs Ag/AgCl

A Figura 11 mostra, que o aumento da velocidade de varredura promoveu o

deslocamento dos potenciais anodicos para valores mais positivos. Este comportamento

caracteriza um sistema irreversivel, pois alguns dos critérios que permitem identificar sistemas

irreversiveis sdo: (i) auséncia de pico na varredura reversa de potencial; e (ii) E, desloca com

aumento de v (BRETT; BRETT, 1994).

A relagdo entre a corrente de pico (Ip) e a variacdo da velocidade de varredura (v)

permite identificar se a cinética de transferéncia de elétrons € ou ndo controlada pela difusdo da

espécie eletroativa. (BRETT; BRETT, 1994) (GROSSER JR, 1994). A Figura 12 apresenta a

relacdo entre: corrente de pico e a velocidade de varredura; corrente de pico e a raiz da

velocidade de varredura e o logaritmo da corrente de pico pelo logaritmo da velocidade de

varredura.



Figura 12 - (A) ip vs v ; (B) ip vs V"2 € (C) log iy vs logv.
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Nota-se que a relagdo entre a corrente de pico de oxidacao e a velocidade de varredura

(Figura 12A) e a corrente de pico de oxidacdo em funcdo da raiz quadrada da velocidade de

varredura (Figura 12B) ndo apresentou diferenga nos valores dos coeficientes de determinagao

(R?). Desta forma estes resultados nio permitiram identificar o processo responsavel pelo

transporte do E2 para a superficie do eletrodo G/ABS.

De acordo com a literatura a relagdo log da corrente de pico vs log da velocidade de

varredura gera um coeficiente angular que fornece informacdes sobre o processo de cinética de

transferéncia de elétrons da espécie eletroativa para a superficie do eletrodo. Coeficientes

angulares com valores proximos a 0,5 caracterizam transportes de massa por difusdo, enquanto

valores proximos a 1,0 indicam processo de adsor¢ao (BARD; FAULKNER; WHITE, 2022;

GROSSER JR, 1994).
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Analisando os resultados obtidos pela relagdo log ip vs. log v para o eletrodo G/ABS
(Figura 12C), o coeficiente angular de 0,482 indica que o processo de transporte de massa por
difusdo ¢ responsavel por transportar o E2 para a superficie do eletrodo. Este mesmo resultado
foi observado no caso do E2 em eletrodo de carbono vitreo modificado com negro de fumo

(CBGC) (SMAJDOR et al., 2018).

5.6 ESTUDO DO pH E ELETROLITO DE SUPORTE

O efeito do pH na resposta voltamétrica de 50,0 umol L' de E2 no eletrodo G/ABS foi
avaliado. Os voltamogramas ciclicos obtidos no tampdo BR 0,04 mol L! na faixa de pH de 2,00
a 8,00 sdao mostrados na Figura 13. Foram evidenciadas mudangas no comportamento
voltamétrico do E2 em fun¢ao do pH, com diminui¢dao da corrente de pico e do potencial de

oxidacdo em relagdo ao aumento do pH.

Figura 13 - Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) na presenga de E2 50 pmol L' em tampao BR
0,04 mol L' (pH 2,00 a 8,00) sobre o eletrodo G/ABS. Condi¢des experimentais: v = 50 mV
s'!; Degrau de potencial: 5 mV
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Fonte: A autora (2023).
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A Figura 14A mostra as variagdes das correntes de pico (ip) em fungdo do pH.
Estatisticamente, pelo teste de comparagao de médias (Scott-Knott, a= 0,05) ndo houve
diferenca na corrente de pico para pH (2,00; 3,00 e 4,00). Os demais valores de pH (5,00; 6,00;
7,00 e 8,00) avaliados apresentaram diferenca estatistica devido a valores menores de correntes
de pico. O método de Scott-Knott consiste em testar o quio significativo ¢ a divisdo de k
tratamentos em grupos que maximizem a soma de quadrados entre eles utilizando a razdo de
verossimilhanga (OLIVEIRA; BRASILIA, 2017).

O pH 3,00 foi estabelecido para ensaios posteriores, pois apresentou uma resposta
analitica satisfatoria, e devido ao pH 2,00 apresentar um potencial de pico de oxidagdo para o
E2 mais positivo, onde existe a ocorréncia da oxidagao do oxigénio da agua e outras moléculas

que possam estar oxidando em potenciais maiores, o que pode promover a perda de seletividade.

Figura 14 - Graficos, por VC, de (A) ip vs pH e (B) Ep(V) vs pH. Condigdes experimentais: v
=50 mV s’!; Degrau de potencial: 5 mV; tampdo BR 0,04 mol L'! (pH 2,00 a 8,00); E2 50,0

pmol L!
3,0+ A B
a A) 0o (B)
2,51 a
: 0,8
2,0 r — sO [0
< S
3, ~a
< 1.5+ b =
2 b
] b 0’7 -
1,0 b E (V) =-0,048 pH + 1,004
R’ = 0,999
0,5 B ’—\—‘ 0,6 |
0’0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
2,03 3,05 4,03 5,03 6,01 7,02 8,06 2 3 4 5 6 7 8
pH pH

Fonte: A autora (2023).

Figura 14B mostra a variacdo dos potenciais de pico (Ep) em fun¢do do pH. O grafico
foi modelado por uma equacao de reta, e apresentou um coeficiente de determinacgao de 0,999.
O modelo linear também ¢ adequado para descrever o comportamento das duas varidveis
(Featcutado = 1334,17 > Fravelado = 4,283 para 95% de confiabilidade). A estatistica F usual,
proposta por Snedcoor, testa a significdncia de um conjunto de pardmetros de um modelo de
regressao linear multipla, quando o modelo ¢ ajustado aos dados através do método dos

minimos quadrados (RIBEIRO et al., 2008).
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Como observado, os potenciais de pico deslocaram para valores menos positivos com o
aumento do valor de pH, indicando que a transferéncia eletronica ¢ dependente do pH do meio.
O coeficiente angular do modelo obtido pode fornecer informagdes sobre a relacao entre a
quantidade de protons e elétrons envolvidos no mecanismo eletroquimico de oxidacao do E2.
Conforme descrito na equagdo da reta (Figura 14B), para o G/ABS, o deslocamento de potencial
foi de 48 mV por unidade de pH. Este valor estd proximo ao valor teorico de 59 mV para
processos que ocorrem com o mesmo numero de elétrons e prétons (GROSSER JR, 1994)
(COMPTON; BANKS, 2007), o que sugere que o processo de transferéncia eletronica para
reacdo de oxidagdo do E2 ocorre com numeros iguais de protons e elétrons para G/ABS. O
mecanismo para esta reagdo ¢ proposto na Figura 15, e adaptado da literatura (NGUNDI ef al.,

2003).

Figura 15 - Mecanismo de reacdo proposto para a oxidagao eletroquimica do estradiol.

Cetona

Radical fenoxi

Fonte: Adaptado de (NGUNDI et al., 2003).

A fim de confirmar a faixa de pH ideal para andlise do E2 (pKa= 10,46) (PUBCHEM,
2024) e confirmar o mecanismo de reacdo envolvido, voltamogramas ciclicos foram obtidos
para trés valores de pH (3,00; 10,46 e 12,00; abaixo do pKa, no pKa e acima do pKa,

respectivamente) e sdo apresentados na Figura 16.
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Figura 16 - Voltamogramas ciclicos (2° ciclo) na presenga de E2 50,0 pmol L' em tampdo
BR 0,04 mol L' em diferentes pHs (A) pH = 3,00 (abaixo do pKa); (B) pH = 10,46 (no valor
do pKa); e (C) pH = 12,00 (acima do pKa). Condi¢des experimentais: v =50 mV s!; Degrau

de potencial: 5 mV.
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Fonte: A autora (2023).

Pode ser observado que somente no pH 3,00 (Figura 16A) evidencia-se o pico de

oxidagao para o E2, no potencial +0,85V. Este fato pode ser explicado pela distribuicdo das

espécies do E2 em funcdo do pH (Figura 17), onde verifica-se que no pH 3,00 h4 predominancia

da espécie protonada. De acordo com o mecanismo proposto na figura 15, o produto da reagdo

¢ o ion fenoxido, bastante estavel em meio acido, além de em pHs mais altos ele formar dimeros,

dificultando sua oxidagdo (SALC; BIRYOL, 2002), portanto o pico de oxidagdo para o E2 ¢ da

espécie protonada.
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Figura 17 - Distribuicdo das espécies de 17B-estradiol em fungdo do pH.
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Fonte: A autora (2023).

Com a finalidade de escolher um eletrolito mais adequado para determina¢do do E2,
foram avaliadas as seguintes solu¢des no sistema BIA-AD (solucdo de acetato de s6dio 0,1 mol
L', KCl 0,5 mol L; tampao BR 0,04 mol L, todas em pH= 3,00) (Figura 18A).
Voltamogramas ciclicos na presenca de E2 50 umol L™! para os trés eletrdlitos (pH 3,00) foram

obtidos (Figura 18A inser¢ao).
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Figura 18 - (A) Amperogramas obtidos na presen¢a de E2 50,0 pmol L' em diferentes
eletrolitos: KC1 0,5 mol L™ (preto), Solucdo de Acetato de sédio 0,1 mol L! (vermelho) e
Tampdo BR 0,04 mol L™ (azul). (B) Corrente de pico média como histograma com teste de

comparagao de médias de Scott-Knott (p-valor = 0,05) para os eletrdlitos avaliados.

Condig¢des experimentais: pH: 3,00; Volume de injecdo: 150,0 uL; Vazio: 166 pL s™!;

Potencial de trabalho: +1,4 V.
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Fonte: A autora (2023).

Os voltamogramas ciclicos mostraram um deslocamento de pico no sentido positivo
para o tampao BR, solugdes de acetato de sodio e KCl, respectivamente. A comparagdo dos
sinais analiticos (altura de pico no amperograma) e o resultados do teste de comparacdo de
médias de Scott-Knott (p-valor = 0,05) (Figura 18B) mostraram que o tampao BR 0,04 mol L-
! apresentou maior sinal analitico, assim essa solugdo foi escolhida como eletrélito suporte para

estudos posteriores.

5.7 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DA BIA-AD

Para a investigagdo da resposta eletroquimica do E2 no sistema BIA com deteccdo
amperométrica, uma solu¢io de 50,0 pmol L foi injetada em triplicata na célula de BIA
preenchida com 0,04 mol L' de tamp3o BR (pH 3,0), enquanto potencial constante foi aplicado

no eletrodo G/ABS (0,0 a +1,6V) (Figura 19A).
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Figura 19 - (A) Amperogramas obtidos para injecdes em triplicata de E2 50,0 umol L' em
tampdo BR 0,04 mol L' (pH 3,00) em diferentes potenciais aplicados (a=+0,8; b=+1,0;
c=+1,2; d=+1,4; e=+1,5 e f=+1,6 V). (B) Correntes de pico anddicas médias (+DPR) (n=3)
injecdes de solugio de E2 50,0 umol L™ no sistema BIA (E: 0,0 a +1,6 V). Volume de
injecdo: 150,0 uL; Vazdo: 166 uL s
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Fonte: A autora (2023).

A resposta analitica média (altura de pico no amperograma) em funcdo dos potenciais
avaliados esta apresentada na Figura 19B. Nao foi observada nenhuma resposta analitica em
valores de potencial aplicado menores que +0,85 V pois o pico de oxidacao do E2 ocorre nesse
potencial (Figura 10). Para potenciais aplicados de +0,8 a +1,4V observa-se um aumento da
resposta analitica, e para potenciais maiores que +1,4 verifica-se decréscimo da resposta devido
ao aumento da corrente de fundo, como consequéncia da descarga anddica do eletrolito. Valores
acima de +1,2V nao foram escolhidos por serem valores muito altos de potencial, onde ha
bastante interferéncia de outras espécies que podem oxidar, desta forma, o potencial de +1,1 V
foi o escolhido para estudos posteriores.

Os parametros de BIA (volume de injecdo e vazao) foram avaliados injetando 50,0 umol
L' de E2 em triplicata (em cada condi¢dio) e usando uma agitacdo constante e fixada para todas
as avaliacdes, que proporcionou uma transferéncia de massa mais efetiva para
reestabelecimento da linha base. Volumes de inje¢do (10 a 300 pL) foram avaliados (Figura
20). Verifica-se um aumento linear na resposta analitica at¢ o volume de 100 microlitros e a
partir desse volume a resposta de corrente fica constante € com variacdo mais elevada. Assim,

um volume de 100,0 pL foi selecionado para utilizagdo nos proximos experimentos.
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Figura 20 - (A) Amperogramas ¢ (B) Correntes de pico anddicas médias (£DPR) para
inje¢des em triplicata de solugdio de E2 50,0 pmol L™! no sistema BIA variando volumes de
inje¢do (10 - 300 uL). Eletrolito: tampio BR 0,04 mol L™ (pH 3,0); Potencial de trabalho:
+1,1 V; Vazio: 166 pL s
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Fonte: A autora (2023).

A vazao foi avaliada em todos os valores de velocidade possibilitados pela micropipeta
eletronica (24 a 325 pL s, avaliados e calculados previamente) usando uma ponteira de 1,0
mL, mantendo o volume de injecdo de 100,0 pL. Na Figura 21 observa-se que os valores de
corrente de pico sdo proporcionais a vazao, esse comportamento e a observacao de picos mais
finos pode ser atribuido a diminui¢do da camada de difusdo de Nernst e a redugao da dispersao
da zona de amostra sobre o G/ABS (QUINTINO; ANGNES, 2004). No entanto, desvios
padrdes maiores foram mais frequentes para valores de vazdo acima de 142 pL s
! provavelmente devido a rapida passagem do E2 sobre o G/ABS. Assim, foi usada uma vazio
de 142 pL s nos experimentos subsequentes. Todos os pardmetros otimizados estdo resumidos

na Tabela 3.
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Figura 21 - (A) Amperogramas ¢ (B) Correntes de pico anddicas médias (£DPR) para
inje¢des em triplicata de solugdo de E2 50,0 pmol L™! no sistema BIA variando vazio (24 -
325 uL s). Eletrolito: tampdo BR 0,04 mol L™ (pH 3,0); Potencial de trabalho: +1,1 V;
Volume de injecao: 100,0 L.
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Fonte: A autora (2023).

Tabela 3 - Pardmetros avaliados e otimizados para quantificacdo de E2 utilizando o G/ABS.

Parametro Faixa estudada Valor
otimizado
Condicoes pH 2-8 3,0
da solucao Eletrolito suporte Tampao BR, Solucao Tampao BR
de leitura Acetato e KC1
Potencial aplicado (V) 0,0a+1,6 +1,1
Parametros
Volume de injecao (uL) 10 - 300 100
do BIA-AD
Vazdo (uL s™) 24 - 325 142

Fonte: A autora (2023).

5.8 DESEMPENHO ANALITICO DO G/ABS

O desempenho analitico do G/ABS foi avaliado nas condigdes otimizadas conforme
Tabela 2, onde a resposta analitica para concentracdes de E2 (0,5 a 6,0 umol L) foi obtida
(Figura 22A). Figura 22B mostra modelo matematico linear satisfatorio entre as correntes de

pico (ip) em funcio da concentragdo de E2 (aumento da concentragdo E2: R?=0,991; Feaiculado =
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806,7. Diminui¢do da concentragdo E2: R? = 0,993; Fealculado = 424, 1. Fuabelado = 4,28; 0. = 0,05).
A sensibilidade do método BIA/AD foi de 0,356 e 0,371 pA umol! L para aumento e
diminui¢do de concentracdo, respectivamente, nao apresentando efeitos de memoria nesse

intervalo de concentragao.

Figura 22 - (A) Respostas amperométricas para injecdes em quadruplicata no sistema BIA de
solugdes padrio de E2 (0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0 umol L!) em ordem crescente e
decrescente de concentracao; (B) Respectivas curvas de calibragdo usando a corrente de pico
média (£DPR) (n=4). Eletrdlito: tampdo BR 0,04 mol L'! (pH 3,0); Potencial de trabalho:
+1,1 V; Volume de injecdo: 100,0 uL; Vazio: 142 pL s™!
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Fonte: A autora (2023).

O limite de deteccao (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) reais foram obtidos pela
relagdo sinal/ruido, através da resposta analitica de concentracdes decrescentes de solucdes
padrdes de E2 até se obter um valor de, aproximadamente, 3x e 10x o sinal da solu¢do do branco

injetada, respectivamente (Figura 23) (RIBEIRO et al., 2008).
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Figura 23 - Amperogramas obtidos para inje¢des em triplicata de solug¢des padrao de E2
(a=1,0; b=0,5; ¢=0,2 e d=0,1 umol L) e n=8 inje¢des de solucio do eletrdlito suporte (E).
Eletrélito: tampdo BR 0,04 mol L™! (pH 3,00); Potencial de trabalho: +1,1 V; Volume de
inje¢do: 100,0 uL; Vazdo: 142 uL s
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Fonte: A autora (2023).
O LDrear € LQreal calculados foram de 0,10 e 0,20 pmol L', respectivamente, com base
nos valores de corrente de pico médio dessas solu¢des em relacio ao sinal analitico do eletrolito

(Tabela 4).

Tabela 4 -Resultados obtidos ao reduzir gradualmente a concentra¢do de E2 de 1,00 para 0,10

umol L.
E2(umol L) Ipmédio (MA)(=DPR) (n=3)
0,00 0,006 £+ 0,0004
0,10 0,025 £ 0,0034
0,20 0,050 £+ 0,0040
0,50 0,115+ 0,0068
1,00 0,228 + 10,0082

Fonte: A autora (2023).

A detectabilidade do método BIA-AD também foi verificada pelas regras da IUPAC,
através do método simplificado (RIBEIRO et al., 2008) na qual:
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LD = (3x DPb)/a e LQ = (10x DPb)/a equacao 02

Onde: DPb= desvio padrao do branco (sinal analitico de 8 injegdes eletrolito suporte (Figura
23)); a= sensibilidade (coeficiente angular da curva de calibragao (Figura 22B)) (MILLER;
MILLER, 2010).

Os valores de LD e LQ obtidos por esse método foram 0,009 pmol L' e 0,029 pmol L
!, respectivamente. Esses resultados demonstram que os valores obtidos por este método
simplificado podem ser superestimados.

A repetibilidade do método BIA-AD foi avaliada para dez inje¢des sequenciais de E2
em trés niveis de concentracio (0,5; 3,0 € 6,0 pmol L), utilizando o mesmo eletrodo, em meio
de solugdo tampdo BR 0,04 mol L', pH= 3,00 (Figura 24). Os resultados revelam valores de
desvio padrdo relativo (RSD) satisfatorios para as concentragdes analisadas, registrando-se,
respectivamente, 8,6%, 3,2% e 5,0%. Esses resultados demonstram a consisténcia e

confiabilidade do método BIA-AD, refor¢ando a capacidade de fornecer dados precisos para a

detecg¢do do E2 para os niveis de concentracdo avaliados (RIBEIRO et al., 2008).

Figura 24 - Amperogramas obtidos no ensaio de repetibilidade, para injecdes consecutivas de
E2 (a=0,5; b=3,0 € c=6,0 umol L!) (n=10). Eletrolito: tampido BR 0,04 mol L' (pH 3,00);
Potencial de trabalho: +1,1 V; Volume de injegdo: 100,0 uL; Vazdo: 142 uL s,
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Fonte: A autora (2023).
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A corrente de pico média de oxidagdo do E2 para 4 eletrodos (Figura 25), obtida pelo
método BIA/AD, foi utilizada para avaliar a reprodutibilidade na producdo dos sensores
G/ABS. De acordo com o teste de Scott-Knott, dentre os 4 eletrodos avaliados, um eletrodo
apresentou diferenga estatistica na resposta eletroquimica. A variacao na produgao dos sensores
G/ABS dada pelo RSD, incluindo o eletrodo 3, foi de 5,5%, indicando boa reprodutibilidade no
processo de fabricacao dos eletrodos (RIBEIRO et al., 2008).

Figura 25 - Corrente de pico médias (=DPR) (n=3) como histograma com teste de
comparag¢do de médias de Scott- Knott (p-valor = 0,05) para quatro diferentes eletrodos.
Condicdes experimentais: [E2] = 1,5 umol L' em tamp3o BR 0,04 mol L™! pH = 3,00.

290 i 3 a a
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2
= 1,0}
0,5F
0,0 T T T T
1 2 3 4
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Fonte: A autora (2023).

A Tabela 5 apresenta as caracteristicas analiticas do G/ABS otimizado para a
determinag¢do de E2 por BIA-AD. Os resultados evidenciam boa detectabilidade, com destaque
para a alta sensibilidade e linearidade. O método proposto demonstrou ser promissor para

futuras analises de E2 em amostras reais.
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Tabela 5 - Caracteristicas analiticas para BIA-AD com G/ABS na determinagao de E2 nas

condi¢des otimizadas.

Parametros analiticos

Sensibilidade (pA L pmol™) 0,356
LD rea (umol L) 0,10
LD teorico (umol L71) 0,009
LQRreal (umol L) 0,20
LQteorico (umol L) 0,029
R? 0,991
[E2]=0,5 umol L™! 8,6
Repetibilidade (% RSD; n = 10) [E2] =3,0 pmol L™} 3,2
[E2] = 6,0 umol L™! 5,0
Reprodutibilidade intercomposito (%RSD; n=4/eletrodos) 5,5

Fonte: A autora (2023).

A Tabela 6 compara as principais caracteristicas analiticas do sensor G/ABS e sensores

da literatura para a determinacdo de E2.
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Tabela 6 - Comparagao do método proposto (BIA-AD com G/ABS) com outros métodos para
determina¢do de E2 reportados na literatura.

Técnica (eletrodo) LD' (umol L") LR? (umol L) Referéncia
(SALCG; BIRYOL,
DPV? (GCE) 12,1 40,12 —1003,6
2002)
(ARVAND:;
DPV (GCE/GQDs/PSSA) 0,0002 0,001 — 6,0
HEMMATI, 2017)
DPV (CuPc-P6LC- (WONG et al., 2019)
0,005 0,08-17,3
Nafion/SPEF)
(SMAJDOR et al,
ASV*(CBGC) 0,092 0,15-3,5
2018)
(OZCAN;
DPV (CPE/GNR-FS-Au-CA) 0,007 0,1 499  TOPCUOGULLARI,
2017)
(ALVES; FIORUCCI;
SWV? (CPE) 0,08 0,22 -11,00
ARRUDA, 2019)
BIA-AD® (G/ABS) 0,009 0,029 — 6,0 Este trabalho

Limite de detecgdo tedrico; 2Faixa linear (Linear range); 3Voltametria de pulso diferencial (Differential Pulse
Voltammetry); *Voltametria de Redissolu¢do Anddica (Anodic stripping voltammetry); SVoltametria de Onda
Quadrada (Square Wave Voltammetry). Eletrodos de trabalho: Eletrodo de carbono vitreo (GCE); Eletrodo de
carbono vitreo com pontos quanticos de grafeno dopado com acido poli-sulfosalicilico (GCE/GQDs/PSSA);
Eletrodo descartavel serigrafado feito de tinta de carbono modificada com CuPc, P6LC e pelicula de Nafion (CuPc-
P6LC-Nafion/SPEF); Eletrodo de carbono vitreo modificado com negro de fumo (CBGC); Eletrodo de pasta de
carbono com nanoparticulas de ouro modificado com silica pirogénica decorada com nanofibras de grafeno e auto-
organizado com cisteamina (CPE/GNR-FS-Au-CA); Eletrodo de pasta de carbono (CPE).

Fonte: A autora (2023).

Os valores de LD obtidos com o G/ABS foram préximos aos valores da maioria dos
sensores descritos na literatura, cujos custos de fabricagdo sdo mais elevados que o G/ABS,
devido a utilizagdo de modificadores tais como: nano particulas de ouro, € com procedimento
de fabricagdo mais complexos. O procedimento de fabricagdo do eletrodo G/ABS ¢ rapido e
simplificado, ao contrario de outros eletrodos modificados da literatura que requerem etapas
mais complexas, além do que o eletrodo G/ABS nao requer ativagdo da superficie, apenas uma
etapa de lixamento. Ademais, o compdsito pode ser utilizado para revestir diferentes formatos

de substratos de ABS (impressos em 3D) promovendo uma diversidade de dispositivos
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analiticos que podem ser fabricados, além de facilitar a incorporac¢do de outros modificadores

junto ao pé de grafite.

59 ANALISE DE AMOSTRAS REAIS

No sentido de avaliar o efeito matriz na determinacao do E2 nas amostras de agua foram

obtidas curvas de adi¢do de padrdo para as amostras (M1, M2, M3 e M4) (Figura 26).

Figura 26 - (A) Respostas amperométricas para injecdes em quadruplicata no sistem BIA das
amostras de agua (M1, M2, M3 e M4) e de solugdes de cada amostra adicionada com padrdes
de E2 nas concentracdes (0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0 pumol L!); (B) Respectiva curva de
calibracao por adi¢do de padrao usando a corrente de pico média (+DPR) (n=4). Eletrolito:
tampao BR 0,04 mol L™ (pH 3,00); Potencial de trabalho: +1,1 V; Volume de inje¢io: 100,0
uL; Vazdo: 142 pL s™!.
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Fonte: A autora (2023).

A porcentagem do efeito matriz foi calculada de acordo com a equacdo seguinte:

EM(%) = ZAT: —~1x100 equacio 03

Onde: EM: efeito matriz (%); Sap: Sensibilidade da curva de calibragdo por adigdo padrao; Spk:

Sensibilidade da curva de calibragdo por padrao externo.

O efeito de matriz de cada amostra pode ser expresso como porcentagem de aumento
(>0%) ou supressao (<0%). Quanto mais a porcentagem se afastar de zero (0%), maior € o efeito
de matriz. O EM ¢ tipicamente classificado como “suave” para valores entre -20% e 20%,
“médio” quando se situa entre -50% a -20% ou 20% a 50%, e “forte” quando se situa abaixo de

-50% ou acima de 50% (KIM et al., 2023; SHIN et al., 2019). Neste estudo observou-se EM
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“médio” para as amostras M1 e M4 (-23,31% e -26,97%, respectivamente), e EM “forte” para
as amostras M2 e M3(-60,11% e -87,08%, respectivamente). Isso indica que a matriz das
amostras de agua tem um impacto na sensibilidade do método, resultando em menores valores
de inclinagdo da curva analitica por adi¢ao padrao (S=0,273; 0,142; 0,046 ¢ 0,260 pA L umol
1) em comparacdo com a curva de calibragio por padrdes externos (S= 0,356 pA L umol™).
Este resultado confirma a influéncia da matriz de amostra na resposta analitica, portanto ¢
necessario aplicar a curva de calibragao por adi¢do de padrao para quantificacao correta de E2
nas amostras.

Utilizando as equacdes de reta (Figuras 26B), fazendo y = 0 (ip(nA) = 0), foi possivel
calcular as concentracdes de E2 para cada amostra diluida, e apos aplicagdo do fator de
correcdo, foi possivel chegar aos valores de concentragdo de E2 para cada amostra: (M1 =2,23
pumol L'; M2 = 6,66 pmol L™'; M3 = 63,84 umol L' e M4 = 11,84 pmol L!). No Brasil ndo h4
uma legislagdo sobre limites de estrogénios em aguas, o que se tem é a PL 4541/2020 que
“Dispde sobre o controle da concentracdo de estrogénio nos efluentes das estagdes de
tratamento de esgoto e na 4gua de abastecimento publico”, de autoria da deputada Paula
Belmonte, em tramitacdo na Cémara dos Deputados, aguardando Parecer do Relator na
Comissdo de Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel (CMADS) (PORTAL DA
CAMARA DOS DEPUTADOS, 2020).

Objetivando avaliar a exatiddo do método, curvas de adicao de padrao para a amostra a
amostra de 4gua M1 fortificada com E2 em trés niveis de concentracgao (1,0; 3,0 ¢ 5,0 pmol L°

1) foram obtidas (Figura 27) e os resultados de recuperacio constam na Tabela 7.
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Figura 27 - (A) Respostas amperométricas para injecdes em quadruplicata no sistem BIA das

seguintes concentra¢des do padrio E2 adicionado (0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 ¢ 6,0 umol L)

para amostras de agua fortificadas com padrao de E2 em trés niveis de concentragdo (1,0; 3,0

e 5,0 umol L); (B) respectivas curvas de calibragdo por adi¢ido de padrio usando a corrente
de pico média (+DPR) (n=4).
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Fonte: A autora (2023).
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Tabela 7 - Valores de recuperagao obtidos por analise em BIA-AD com G/ABS apds
dopagem da amostra M1 com padrdes de E2 (1,0, 3,0 e 5,0 umol L.

[EZ] sem fortificacio [EZ] fortificada [EZ] encontrada

Amostra (umol L) (umol L) (umol L) Recuperacao (%)
2,21 1,0 2,68 84
MI 2,16 3,0 4,59 89
2,12 5,0 9,22 129

Fonte: A autora (2023).

Os resultados obtidos, conforme mostrados na Tabela 7, revelam que os valores de
recuperacdo na amostra fortificada variaram de 84% a 129%. Esses resultados destacam a boa
exatiddo do método BIA-AD, demonstrando sua confiabilidade e reforcam sua aplicabilidade

em amostras de dgua (RIBEIRO et al., 2008).
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6 CONCLUSAO

O método BIA-AD utilizando o eletrodo de grafite/acrilonitrila butadieno estireno
(G/ABS) foi eficiente para quantificagdo do hormoénio 17B-estradiol em amostras de agua de
rio. Ao otimizar as condigdes experimentais, resultados adequados para determinagdo de E2
foram alcangados, com limites de deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ), compardveis com os
dados previamente relatados na literatura cientifica. Além disso, a precisdo do método foi
comprovada pelos valores de repetibilidade e reprodutibilidade obtidos. Os testes de adi¢ao de
padrdo e recuperagdo apos fortificacdo nas amostras de dgua comprovaram a exatiddo do
método. O G/ABS também se destacou por sua ampla faixa linear de resposta, tornando-o uma
ferramenta versatil para a andlise das amostras de forma confiavel e precisa.

Os resultados demonstram a viabilidade do método BIA-AD, rapido e portatil, capaz de
quantificar niveis tragos de hormonios, e a aplicagdo bem-sucedida do G/ABS representa um
avanco significativo na area ambiental, que abre porta a criagdo de solugdes eficazes para o
monitoramento ¢ o controle de hormonios no ambiente aquatico, contribuindo assim para a
protecao da qualidade da saude publica.

A ndo modificagdo quimica do sensor G/ABS e a auséncia de ativacdo de superficie
facilita e viabiliza a fabricacdo do compdsito e a produgdo do eletrodo. A possibilidade de
revestimento de outros formatos de substratos de ABS podem promover o desenvolvimento de
uma diversidade de dispositivos analiticos, além de possibilitar a incorporacdo de outros
modificadores junto ao compdsito. Estas caracteristicas demonstram as vantagens na utilizacao

do sensor e perspectivas para proximos trabalhos.
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