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Resumo

O etinilestradiol é um desregulador enddcrino, detetado cada vez com mais frequéncia no
meio aquatico, que pode causar efeitos adversos nos ecossistemas, meio ambiente e nos
seres vivos. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um sensor
eletroquimico usando papel de fibra de carbono (CP) como transdutor para a detecao deste
farmaco. O trabalho iniciou-se com a otimizagédo do pre-tratamento do CP, uma vez que
a limpeza e/ou ativacdo eletroquimica dos elétrodos séo fatores criticos para o bom
desempenho analitico. Diversos tipos de pré-tratamento foram avaliados por voltametria
ciclica (CV), nomeadamente quimicos e eletroquimicos com recurso a solventes
organicos e acidos, usando uma sonda eletroquimica a base de ferro (hexacianoferrato).
Verificou-se que para o hexacianoferrato o pré-tratamento conferido ao CP melhora o seu
comportamento eletroquimico em relacdo ao CP sem pré-tratamento, sendo o melhor pré-
tratamento do CP constituido por imersdo em banho de ultrassons numa solugdo de H2SO4
1 M seguido de tratamento eletroquimico (CV) na mesma solucéo. De seguida, procedeu-
se ao estudo do comportamento e mecanismo de reacdo de oxidacdo do farmaco
etinilestradiol através da CV, verificando-se aqui que o elétrodo sem pré-tratamento
apresenta melhor desempenho na detecdo do etinilestradiol do que o elétrodo pré-tratado,
sendo entdo aplicado um CP sem pré-tratamento no decorrer do trabalho, tornando os
ensaios mais simples e rapidos. Os ensaios voltamétricos indicaram que o etinilestradiol
apresenta apenas um pico de oxidagédo a cerca de + 0,53 V sendo entdo uma reacao
irreversivel. Através da CV realizada a diferentes velocidades de varrimento, verificou-
se que o0 mecanismo de reacao de oxidacdo do etinilestradiol a superficie do sensor CP é
controlado por adsorcdo. Posteriormente, otimizaram-se as condi¢bes analiticas,
nomeadamente o pH da solugdo, os parametros da técnica de voltametria de pulso
diferencial (DPV) e a deposicédo de analito. Para o eletrélito, obteve-se um pH 6timo de
7 enquanto que para os parametros DPV o valor determinado para a amplitude de
modulagé&o foi de 0,09 V, para o tempo de modulagéo de 0,003 s, para o tempo de intervalo
de 0,1 s e para o degrau de potencial de 0,01 V. Relativamente a deposicao de analito,
obteve-se um tempo de deposicdo 6timo de 180 s e um potencial de deposicdo de + 0,4
V. A curva de calibragdo para o etinilestradiol foi realizada nas condic¢Bes 6timas de
0,000100 a 6,00 puM, verificando-se saturacdo para concentragdes superiores a 4,00 uM.
O sensor CP revelou ser altamente sensivel para o etinilestradiol refletindo-se em baixos

valores de limite de detecéo para as diferentes zonas de linearidade (0,00045 a 0,29 uM).
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Por altimo, o sensor foi validado por ensaios de recuperagdo em agua de rio (recolhida
ap6s uma ETAR) obtendo-se valores entre 88,3 e 109%. Globalmente, os resultados
mostram que o sensor de CP pode trazer vantagens analiticas quer laboratorialmente, quer
in situ, devido a facilidade de construcédo e bom desempenho analitico, podendo, assim,
constituir uma alternativa viavel aos elétrodos convencionais e aos métodos

cromatogréaficos correntemente usados.

Palavras-chave: sensor eletroquimico; etinilestradiol; contaminante emergente; aguas.
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Abstract

Ethinylestradiol is an endocrine disruptor, detected with increased frequency in the
aquatic environment, that can cause adverse effects on ecosystems, environment and
living beings. Thus, the objective of this work was to develop an electrochemical sensor
using carbon fiber paper (CP) as a transducer for the detection of this drug. The work
started with the optimization of the CP pretreatment since the electrochemical cleaning
and/or activation of the electrodes are critical factors for improved analytical
performance. Several types of pretreatments were evaluated by cyclic voltammetry (CV),
namely chemical and electrochemical ones using organic solvents and acids, in an iron-
based electrochemical probe (hexacyanoferrate). It was found that for hexacyanoferrate,
the pretreatment given to the CP improves its electrochemical behavior compared to the
CP without pretreatment, with the best CP pretreatment being constituted by immersion
in an ultrasonic bath in a 1 M H2SO4 solution followed by electrochemical treatment (by
CV) in the same solution. Next, the behavior and reaction mechanism of the oxidation of
ethinylestradiol were studied through CV, verifying that the electrode without pre-
treatment performs better in detecting ethinylestradiol than the pre-treated electrode. The
voltammetric tests indicated that ethinylestradiol presents only one oxidation peak at
about + 0.53 V, being therefore an irreversible reaction. Through the CV performed at
different scan rates, it was found that the reaction mechanism of oxidation of
ethinylestradiol in the CP sensor surface is controlled by adsorption. Subsequently, the
analytical conditions were optimized, namely the solution pH, the parameters of the
differential pulse voltammetry (DPV) and the analyte deposition. For the electrolyte, an
optimum pH of 7 was obtained while for the DPV parameters the value determined for
the modulation amplitude was 0.09 V, for the modulation time 0.003 s, for the interval
time 0.1 s, and for the potential step 0,01 V. Regarding the analyte deposition, an optimal
deposition time of 180 s and a deposition potential of + 0.4 V were obtained. The
calibration curve for ethinylestradiol was performed at optimum conditions from
0.000100 to 6.00 uM, with saturation occurring for concentrations above 4.00 uM. The
CP sensor proved to be highly sensitive for ethinylestradiol reflecting in low detection
limits for the different linearity zones (0.00045 to 0.29 uM). Finally, the sensor was
validated by recovery tests in river water (collected after a wastewater treatment plant)
obtaining values between 88.3 and 109%. Overall, the results show that the CP sensor

can bring analytical advantages both in the laboratory and on-site, due to its facile
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construction and good analytical performance, thus being a viable alternative to
conventional electrodes and chromatographic methods currently used.

Keywords: electrochemical sensor; ethinylestradiol; emerging contaminant; water.
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1 Introducdo

1.1 Contaminantes emergentes

Os oceanos, mares e rios sdo geralmente o destino final dos mais variados tipos de
efluentes devido a capacidade de transporte da 4gua, levando assim & inevitavel presenca
de poluentes, com destaque para os contaminantes emergentes (CEs) [1, 2]. Os CEs s&o
compostos quimicos (poluentes) que podem apresentar efeitos adversos ao meio ambiente
e aos seres Vivos, devido as suas potenciais caracteristicas de persisténcia, bioacumulagéo
e toxicidade e cuja regulamentacdo e legislacéo é ainda escassa ou inexistente [1, 3]. Nas
ultimas décadas tem havido consciéncia ecoldgica na utilizacdo destes compostos, dado
0S Seus potenciais impactos negativos no meio ambiente e consequentemente na sadude
humana [1, 4, 5]. Contudo, existe ainda pouca informacao relativamente a presenca e ao
efeito destes compostos no meio ambiente [1, 2]. Existem dois tipos de CEs, 0s de origem
antropolégica como € o caso dos pesticidas, farmacos, produtos de beleza, fragrancias,
plastificantes, hormonas e entre outros, e os de origem natural tal como os

microrganismos e toxinas de algas [1, 4].

A presenca de CEs no meio ambiente ocorre por diferentes vias, como se pode verificar
na Figura 1.1 [3, 6, 7]. Provavelmente, a principal fonte de contaminantes s&o as aguas
residuais [8]. De acordo com a Organizacdo das Nagfes Unidas (ONU), globalmente
cerca de 80% das aguas residuais ndo sdo tratadas, o que leva a potencial ocorréncia de
substancias perigosas, tanto quimicas como bioldgicas, no meio aquatico [8]. Mesmo
quando as aguas residuais sdo devidamente tratadas, uma questdo relevante que surge é a
eficacia desses mesmos tratamentos, uma vez que muitos destes poluentes sdo detetados
em efluentes de estagdes de tratamento de aguas residuais [9, 10]. Descargas ilegais de
efluentes industriais sdo muitas vezes comuns, sendo também responsaveis pelo
lancamento de contaminantes no meio ambiente dado que o processo de tratamento é
dispendioso [11]. Outra grande via de contaminacéo depreende-se com praticas agricolas
e agropecuarias, sendo nestes casos 0s solos contaminados, mas podendo depois ocorrer
escoamentos para massas de agua tanto de superficie como subterraneas [12]. Os
ecossistemas marinhos sdo assim os principais afetados por este problema [1, 4].

Contudo, a saude humana pode também ser afetada indiretamente através do consumo de
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espécies animais ou mesmo diretamente através do consumo de &guas subterraneas

contaminadas [1, 4].

Aplicagao Producgao
}\Ied'ici'nfl Medicina Aquicultura Indastria
Veterinaria Humana
Aterro Estacdo
Excregdo Sedimento Sanitario de tratamento
de efluentes
industriais
Estagdo de
Esterco Esgoto Erctamento
de dguas
Estacdo de residuais
Solo
tratamento
de dguas
residuais

Aguas subterrineas e Aguas superficiais

\ 4

Estacido de tratamento de agua

Agua potavel
Figura 1.1 — Possiveis rotas de farmacos no meio ambiente (adaptado de [3, 6, 7]).

1.2 Compostos farmacéuticos como importantes contaminantes emergentes

Os farmacos tém contribuido para a reducdo de doencas e mortalidade, promovendo a
melhoria da qualidade de vida individual, mas quando libertados para 0 meio ambiente,
estes podem ser considerados poluentes ambientais e causar efeitos adversos nos
ecossistemas e na saude humana. A elevada quantidade e diversidade de residuos de
farmacos produzidos e libertados pela sociedade tem levado a que o meio ambiente, em
particular o meio aquatico, esteja exposto a presenca destes contaminantes emergentes [2,
6]. De referir ainda que este problema tende a exacerbar-se, uma vez que a toma de

produtos farmacéuticos tem aumentado com o crescente envelhecimento da populagéo e
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aumento da populagdo mundial [5, 6]. Isto faz com que os fa&rmacos sejam considerados
um grupo importante de CEs a ter em especial atencdo, num futuro préximo, no que refere

a criacao de regulamentacdo apropriada [2].

A principal causa da ocorréncia de farmacos no ambiente € a ineficiéncia dos tratamentos
existentes para as aguas residuais, podendo mesmo ocorrer balangos de massa negativos
(metabolitos reconvertidos no composto mée por acdo do tratamento) [7]. Exemplo disto,
s80 0s varios estudos existentes na literatura que identificaram em &guas residuais [13],
aguas superficiais [14] e aguas subterraneas [15], destinadas ao consumo humano, varios
farmacos de diferentes classes terapéuticas tais como analgésicos, anti-inflamatorios,
antibidticos, antidepressivos, hormonas e entre outros [2, 6]. Apesar de muitos farmacos
apresentarem uma boa e rapida degradacdo no meio ambiente, a frequéncia e a quantidade
com que sdo lancados fazem com que sejam considerados como compostos pseudo-
persistentes [16, 17]. Em termos de toxicidade, alguns farmacos sdo conhecidos por
exercer um efeito disruptor no sistema enddcrino, tal como as hormonas, certos anti-
inflamatorios e antidepressivos [5, 16, 17]. Outra preocupacdo depreende-se com a
capacidade dos antibidticos criarem resisténcia microbiana no meio aquético [18].

A presenca destes compostos ndo é apenas detetada em aguas, mas também em espécies
marinhas, dado o poder bioacumulativo de muitos farmacos frequentemente lancados
para 0 meio ambiente [19]. Existe, assim, um risco elevado de consumo de espécies
marinhas contaminadas com farmacos [20]. Dado que Portugal € um dos maiores
consumidores de peixe da Unido Europeia, estes riscos podem ter um efeito muito

negativo em termos de saude publica e em termos socioeconémicos [21].

1.3 Analise de farmacos no meio ambiente

1.3.1 Meétodos convencionais

As andlises ambientais sdo correntemente realizadas por métodos convencionais de
andlise [5], em particular em técnicas de separacdo cromatograficas acopladas a
espectrofotometria e a sistemas de detecdo de espectrometria de massa. Os compostos
farmacéuticos tém sido determinados por estes métodos em diversos tipos de amostras de
agua com concentragdes que variam entre os ng/L e os pg/L [5, 10, 22]. Estes tipos de
detecdo permitem a andlise de uma vasta gama de contaminantes emergentes, tendo a

vantagem de apresentar elevada sensibilidade e seletividade devido a capacidade

3
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separativa e de processamento simultdneo. Contudo, tém como desvantagem o uso de
aparelhos complexos e volumosos que restringem as andlises ao laboratdrio,
impossibilitando o0 seu uso no local de amostragem. S&o ainda técnicas caras que
necessitam de pessoal técnico altamente especializado para a sua correta operacdo. Em
termos de sustentabilidade, estas técnicas também apresentam a desvantagem de usarem
elevados volumes de amostra e solventes. Por sua vez, 0s sensores eletroquimicos
poderdo ser uma opcao viavel no que refere as analises ambientais in loco e de baixo
custo [5].

1.3.2 Sensores eletroquimicos

A eletroanélise insere-se na tecnologia de sensores e € baseada nas reacOes
eletroquimicas, mais concretamente na capacidade das espécies se oxidarem ou se
reduzirem [23, 24]. Nesta tecnologia especifica, um material condutor de eletrGes
denominado de transdutor (ou elétrodo) € utilizado para converter uma dada quantidade
fisica num sinal elétrico, sendo este sinal posteriormente processado e amplificado no
potencidstato/galvanostato e apresentado como grafico num computador (Figura 1.2) [25,
26]. Os sensores eletroquimicos destacam-se pela sua simplicidade enquanto tecnologia,
ndo necessitando de pessoal especializado para a sua operacdo, mas também pelas suas
notaveis caracteristicas [25, 27]:

= Sensibilidade: detecdo de analitos com concentracGes extremamente baixas;

= Seletividade: possibilidade de detetar um analito especifico na presenca de
interferentes;

= Rapidez: tempo de resposta muito baixo e em tempo real;

» Reprodutibilidade: capacidade de obter os mesmos resultados quando a analise é
feita por diferentes pessoas ou com diferentes sensores fabricados da mesma
forma;

= Portabilidade: capacidade de miniaturizacdo dos componentes e de autonomia,
permitindo analises in-situ;

= Sustentabilidade: uso de reduzidos volumes de amostra e reagentes.

Os sensores eletroquimicos sdo também versateis na forma como podem ser projetados e
modificados, consoante a especificidade pretendida para a analise. O exemplo € o
desenvolvimento de sistemas bioldgicos através da inclusdo de entidades bioldgicas na

construcdo do sensor, tal como microrganismos, enzimas, acidos nucleicos, anticorpos,

4
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entre outros, sendo designados concretamente como biossensores. Estas entidades
biologicas permitem um bioreconhecimento especifico de compostos alvo, privilegiando

assim a seletividade do sistema sensor [24].

Material

catalisador Transdutor Amplificador Resposta / sinal
S (elétrodo) (equipamento) (computador)
A
©
c
B ——T
Pe

Figura 1.2 — Representacdo simplificada de um sensor eletroquimico (adaptado de [25, 26]).

Para a caracterizacdo dos sensores eletroquimicos sdo usadas Varias técnicas,
nomeadamente as voltamétricas (voltametria ciclica, voltametria de onda quadrada,
voltametria de pulso diferencial, etc.) e amperométricas (cronoamperometria), baseadas
em fendmenos que ocorrem na interface entre a superficie do elétrodo de trabalho e a
camada fina de solucdo adjacente a essa superficie (eletrélise da espécie em estudo) [24,
28].

Uma célula eletroquimica é constituida por trés elétrodos: elétrodo de trabalho (sensor no
qual ocorre a reacdo eletroquimica), elétrodo de referéncia e elétrodo auxiliar. Esses
elétrodos sdo colocados em contacto com um eletrolito no estado liquido. Na voltametria,
as informacdes sobre o analito sdo obtidas através de reacdes de oxidacao-reducdo [24,
29].

Uma reacdo de oxidagdo resulta no fluxo de eletrbes do elétrodo de trabalho para o
elétrodo auxiliar e uma reagdo de reducdo resulta no fluxo de eletrdes do elétrodo auxiliar
para o elétrodo de trabalho. Esse fluxo de eletrBes constitui uma corrente elétrica
proporcional a concentracdo de analito em solugdo. O potenciostato deteta e amplifica a
corrente elétrica. Na Figura 1.3 esta representada uma célula eletroquimica com 3
elétrodos [29, 30].
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Elétrodo de
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L)
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L referéncia o
potencial é mantido
constante

Corrente elétrica

Entre o elétrodo de
trabalho e auxiliar
observa-se o fluxo de
eletrdes

Figura 1.3 — Célula eletroquimica com trés elétrodos (adaptado de [31]).

A voltametria ciclica é uma técnica muito usada, principalmente para adquirir
informacBes qualitativas sobre os processos eletroquimicos, apresentando uma Vvisao
global dos processos que resultam de reac6es de oxidagdo-reducéo, que possam ocorrer
num elétrodo, por efeito da polarizacdo eletroquimica [24, 28]. Nesta técnica ocorre um
varrimento de potencial a uma velocidade constante entre um valor inicial e final, sendo
depois o varrimento revertido até ao valor inicial [24, 30]. Quando o varrimento €
realizado no sentido anddico (para potenciais mais positivos) obtém-se uma curva de
polarizacdo anddica e quando é efetuado no sentido catédico (para potenciais mais
negativos) obtém-se uma curva catddica [24]. De uma forma simples, esta técnica € util
para se conhecer 0s potenciais (voltagem) a que ocorre a oxidacao e/ou reducdo da espécie
em estudo. A resposta do sistema é uma curva de intensidade de corrente em funcéo do

potencial aplicado, designada de voltamograma ciclico [24, 28].

Na Figura 1.4 estd representado um voltamograma tipico para a espécie redox
hexacianoferrato, exemplificando a forma como determinar a intensidade da corrente e o

potencial dos picos anodico (oxidagéo) e catodico (reducao) [32].
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Figura 1.4 — Representacdo de um voltamograma ciclico para uma espécie redox
(hexacianoferrato), indicando a medicdo da intensidade dos picos anddico e catodico. Insercéo:

representacdo do perfil de potencial ao longo do tempo [32].

1.3.3 Sensores eletroquimicos baseados em papel e tecido de fibra de carbono

A Engenharia de Materiais tem permitido o desenvolvimento de elétrodos mais versateis,
mais estaveis, de facil utilizacdo, com alta sensibilidade e baixo custo instrumental e
operacional [22]. Os elétrodos a base de carbono apresentam boa condutividade elétrica
e area de superficie comparativamente aos elétrodos convencionais, assim como uma
excelente estabilidade quimica e afinidade para absorver moléculas organicas ou
inorganicas. O carbono nas suas diferentes formas esta entre os materiais mais utilizados
em eletroquimica devido ao seu custo acessivel, elevada reprodutibilidade e sensibilidade,
facilidade de utilizacdo e réapida limpeza, o que permite a sua utilizacdo de forma

sucessiva [22, 33].

Os elétrodos feitos de papel de fibra de carbono (CP — carbon paper) e tecido de fibra de
carbono (CC — carbon cloth) sdo muito utilizados, principalmente em células de
combustivel devido a sua elevada porosidade, boa condutividade eletronica e elevada
resisténcia mecanica e quimica. [33, 34]. Estas fibras sdo produzidas a partir do
poliacrilonitrilo (PAN). Durante a sua produgéo o polimero é esticado formando uma liga
rigida e resistente. Segue-se depois uma etapa designada de estabilizaco, que consiste na
oxidacéo das fibras numa atmosfera com O: a temperaturas de cerca de 200 °C, seguido

da carbonizagdo a 1000-1700 °C sob uma atmosfera inerte e possivelmente um ultimo
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tratamento a temperaturas mais elevadas, resultando em fibras com alto teor de carbono
(> 90%) e excelentes propriedades mecénicas e eletronicas [35, 36]. Ambos os materiais
CC e CP apresentam um semelhante processo de fabrico, apresentando assim
propriedades idénticas, contudo o CP tem uma forma mais rigida, uma vez que é usada
uma resina para juntar as fibras de carbono numa matriz tipo papel (Figura 1.5a),
enquanto que no CC essas fibras passam por um processo de tecelagem tendo assim a
forma de um tecido (Figura 1.5b) [37].

Figura 1.5 — Imagens de microscopia eletronica de varrimento de a) papel fibra de carbono (CP)
e b) tecido fibra de carbono (CC) [37].

O uso dos CP e CC, especificamente, como sensores eletroguimicos é ainda muito
limitado e recente quando comparado com elétrodos mais convencionais, como por
exemplo os GCE, CPE, HDME, SPCE, etc. Os sensores a base de CP e CC caracterizam-
se por serem facilmente modificados com nanomateriais e polimeros através de diferentes
tipos de métodos, sendo assim versateis por serem ajustaveis a quaisquer dimensoes,
podendo ser miniaturizados, e por apresentarem uma elevada area de superficie o que
garante uma elevada sensibilidade. Como expectavel, a glicose € o analito mais estudado
por sensores CP e CC dada a sua importancia clinica, mas outros biomarcadores,
biomoléculas e compostos tdxicos foram também analisados, como por exemplo o
peréxido de hidrogénio, colesterol, ureia, acido ascérbico, dopamina, metais pesados,
nitrito, pesticidas e fendis, entre outros [38]. No que diz respeito a analise de farmacos
por este tipo de sensores, apenas 3 trabalhos foram identificados na literatura e referem-
se a detecdo dos farmacos progesterona (hormona) [22], ampicilina (antibiotico) [39] e
cetoprofeno (anti-inflamatério) [40], estando as caracteristicas destes sensores

apresentadas na Tabela 1.1.
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Tabela 1.1 — Sensores CP e CC utilizados na analise de farmacos.

) Limite de Limite de
) Configuracéo do ) ) . o
Analito linearidade detecdo  Referéncia
sensor
(nM) (nM)
Progesterona CP/CNPs 3,7x10° - 2,5x10% 0,012 [22]
CC/FesN-
Ampicilina  Co2N/bisacrylamide 0,0056 - 1900 0,365 [39]
(MIP)
Cetoprofeno CP 0,088 — 6,02 110 [40]

Assim a detecdo de farmacos por sensores a base de CP e CC constitui uma oportunidade
de investigagéo.

1.4 Sensores eletroquimicos para o etinilestradiol

As hormonas usadas como farmacos devem merecer uma atencdo especial no que respeita
ao seu tratamento, assim como a sua detecdo e controlo no meio ambiente devido ao
elevado potencial toxicoldgico, uma vez que sdo considerados disruptores enddcrinos [5,
16, 17]. Um exemplo relevante é a hormona sintética etinilestradiol, sendo amplamente
prescrita como contracetivo oral e, como consequéncia, encontrada com frequéncia em
amostras ambientais aquaticas [41]. Na literatura existem ja varios sensores
eletroquimicos para a detecdo desta hormona em especifico, estando as suas
caracteristicas apresentadas na Tabela 1.2.
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Tabela 1.2 — Sensores eletroquimicos reportados na literatura para a detecdo de etinilestradiol.

Limite de Limite de

Tipo de ) . . . ~ A
Configuragéo do sensor  linearidade detecdo  Referéncia
sensor
(nM) (nM)
Sensor HMDE 0,0019-0,6 0,59 [42]
Sensor CPE 0,05-20 30 [43]
Au/Magnetic_beads_NHo-
Imusosensor - 6x10™ [44]
GA-ADb
GCE/MWCNT-
Sensor ] ) 0,2 - 60 120 [45]
nafion/NiTPPS
GCE/MWCNT-nafion 2,4x107 -
Imusosensor _ 6,8x10° [46]
(Magnetic_beads-Ab) 4,8x10*
Sensor GCE/Ni 0,5-80 130 [47]
Sensor FTO/Chit/CNT 0,05-20 90 [48]
) GCE/SWCNT-
Biosensor 0,05-7 4 [49]
Cdot/laccase/GA
GCE/AgNPs-SiO2-
6,8%x10 -
Imusosensor  GO/ABA-NaNO,/EDC- 034 0,44 [50]
NHS/Ab/HRP-EE2 ’
Sensor HMDE 0-0,2 1,6 [51]
Sensor BDD 1-5.2 240 [52]

Ab — Anticorpo; ABA - Acido 4-aminobenzoico; AgNPs - Nanoparticulas de prata; BDD - Elétrodo de
diamante dopado com boro; Cdot - Dot de carbono; Chit - Quitosano; CNT - Nanotubos de carbono; CPE
- Elétrodo de pasta de carbono; EDC - 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil] cloridrato de carbodiimida; EE2 -
17a-etinilestradiol; FTO - Elétrodo de flior; GA - Glutaraldeido; GCE - Elétrodo de carbono vitreo; GO -
Oxido de grafeno; HMDE - Elétrodo de mercario; HRP - Peroxidase de rabano; MWCNT - Nanotubos de
carbono de parede multipla; NHS - N- hidroxisulfo-succinimida; NiTPPS - Ni(ll)tetraquis(4-sulfonatofenil)

porfirina; SWCNT- Nanotubos de carbono de parede simples.

10
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Tabela 1.2 — Sensores eletroquimicos reportados na literatura para a detecdo de etinilestradiol:

Continuacéo.

_ ) Limite de Limite de
Tipo de Configuracao do ) ) 3 o
linearidade detecdo  Referéncia
sensor sensor
(M) (nM)
Sensor GCE/CB-Nafion 0,25-3 130 [53]
_ FTO/PVP-Chit-
Biosensor 2,5x107 - 2x10°  1,5x10* [54]
rGO/GA/laccase
Sensor GCE/MWCNT/CoPc 2,5-90 2200 [55]
HMDE 33
Sensor SPCE - 610 [56]
SPCE(CNT) 650
GCE/Pd-C3Ns-
Sensor 2 -150 500 [57]
MWCNT
GCE/MWCNT/TA-
Sensor 0,01-120 3,3 [58]
Fe304-AuNPs
Sensor SPE/rGO-Nafion-GQD 0,01-25 2,6 [59]
Sensor SPCE/Ni 0,23-30 52 [60]
Sensor ITO/FeNPs/NiTsPc 0,07 -30 7,8 [61]

AUNPs - Nanoparticulas de ouro; CB - Negro de fumo; Chit - Quitosano; CNT - Nanotubos de carbono;
CoPc - Ftalocianina de cobalto; FeNPs - Nanoparticulas de ferro; FTO - Elétrodo de fldor; GA -
Glutaraldeido; GCE - Elétrodo de carbono vitreo; GQD - Quantum dots de grafeno; HMDE - Elétrodo de
mercurio; 1TO - Elétrodo de indio; MWCNT - Nanotubos de carbono de parede multipla; NiTsPc -
Ftalocianina de niquel; PVP - Polivinilpirrolidona; rGO - Oxido de grafeno reduzido; SPCE - Elétrodo de

carbono impresso; SPE - Elétrodo impresso; TA - Acido tanico.

E possivel verificar que diferentes tipos de elétrodos, modificados e ndo modificados,
foram efetivamente aplicados na dete¢&o de etinilestradiol, nomeadamente o de mercurio
(HMDE - hanging mercury drop electrode) [43, 51, 56], ouro (Au) [44], indio (ITO —
indium tin oxide) [61], fldor (FTO — fluorine tin oxide) [54] e os frequentemente usados
a base de carbono, tal como carbono vitreo (GCE — glassy carbon electrode) [45, 46, 47,
49, 50, 53, 55, 58], pasta de carbono (CPE — carbon paste electrode) [43], diamante
dopado com boro (BDD — boron-doped diamond) [52] e elétrodos impressos de carbono

(SPCE - screen printed carbon electrode) [56, 59, 60]. Contudo, ndo ha ainda descrito

11
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na literatura sensores para esta hormona a base de fibras de carbono. Analisando o
desempenho dos sensores descritos na Tabela 1.2, observa-se no geral que os que atingem
limites de detecdo (LOD) mais baixos, na ordem dos subnanomolar, sdo aqueles
designados de biossensores, integrando na sua composicéo entidades bioldgicas, tal como
enzimas [49, 54] ou anticorpos [44, 50], embora a concecédo especifica de biossensores
seja normalmente complexa e bastante dispendiosa. Por outro lado, existem também
sensores a base de mercurio que apresentam boa sensibilidade ao etinilestradiol [42, 51,
56], mas a toxicidade inerente ao mercurio constitui um enorme problema. Do ponto de
vista prético e de portabilidade, a aplicacdo dos elétrodos impressos, que integram na sua
concecdo os elétrodos auxiliar e referéncia, é bastante interessante embora possa
apresentar sensibilidade limitada se usados sem modificacdo [56]. No geral, os
(bio)sensores descritos para detecdo de etinilestradiol sdo nanoestruturados de forma a
aumentar o desempenho analitico, acarretando também outro nivel de dificuldade na sua

concegao.
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2 Objetivos

O objetivo principal do presente trabalho consistiu no desenvolvimento de um sensor
eletroquimico para a detecdo do farmaco etinilestradiol.

O material papel de fibra de carbono (CP) foi utilizado como sensor eletroquimico sem
qualquer modificacdo da sua superficie. Os objetivos parciais do trabalho foram os

seguintes:

v Otimizacdo e avaliacdo do pré-tratamento a conferir ao CP usando uma sonda
eletroquimica a base de ferro (hexacianoferrato);

v' Estudo do comportamento e mecanismo de reacdo de oxidacdo do farmaco
etinilestradiol através da voltametria ciclica;

v Otimizacdo das condicGes analiticas (pH da solucdo e parametros da técnica de
voltametria de pulso diferencial (DPV));

v' Determinacdo da curva de calibracdo do etinilestradiol nas condicBes 6étimas
previamente determinadas;

v Aplicacdo do sensor para detecdo de etinilestradiol em agua.
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3 Metodologia experimental

Neste capitulo sdo descritos os equipamentos, reagentes, solucBes e os procedimentos

experimentais utilizados no desenvolvimento deste trabalho.

3.1 Equipamento e material

Para a realizacdo das medicdes voltamétricas foi utilizado um potenciostato Metrohm
Autolab e para a obtencdo dos dados foi utilizado um Software GPES (Eco Chimie, Paises

Baixos).

A configuracédo do sistema eletroquimico é de trés elétrodos sendo o elétrodo auxiliar de
platina, o elétrodo de referéncia correspondente a Ag/AgCl (3 M KCI) e o elétrodo de
trabalho correspondente ao CP (TORAY, Alfa Aesar, EUA). De forma a garantir uma boa
ligacdo, uma das extremidades do CP foi revestida com papel de aluminio, como se pode

verificar na Figura 3.1.

Figura 3.1 — Elétrodo de CP revestido por papel de aluminio numa das extremidades.

Outros equipamentos foram também usados no auxilio de preparacdo de solucdes,
nomeadamente, um medidor de pH Crison micropH 2002 (Espanha) e um banho de

ultrassons JP Selecta (Espanha).
3.2 Reagentes e solucdes
3.2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados na realizag&o dos ensaios foram adquiridos a Merck (Alemanha):
etanol absoluto (CH3CH2OH > 99.5%), acido sulfurico (H2SOs4, 95 - 97%), acido
cloridrico (HCI, 37%) e &cido nitrico (HNOs, 65%), acetona (CH3(CO)CHsa),
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hexacianoferrato de potéssio (Il) trihidratado (Ks[Fe(CN)e)].3H20 > 99.8%),
hexacianoferrato de potassio (111) (KsFe(CN)e > 99%), cloreto de potéssio (KCI >99.8%),
acido fosforico (HsPO4, 85% m/v em H>0), &cido borico (HsBO4 > 99.5%), acido acético
(CH3COOOH > 99%), hidréxido de sodio (NaOH, 98%), fosfato dissodico (Na;HPOas),
fosfato monossodico (NaH2PO.) e etinilestradiol (C2oH2402 > 98%).

3.2.2  SolucBes

Todas as solugBes foram preparadas com &gua desionizada. O tampdo de Britton-
Robinson (BRB) 0,1 M e pH 7 foi preparado de acordo com as tabelas disponiveis na
literatura [62]. A partir desta solucdo, o acerto de pH para diferentes valores, para o estudo
de otimizacdo de pH, foi feito através da adi¢do de solucdes 1 M de HCI ou NaOH. O
tampao fosfato de sodio (PBS) 0,1 M e pH 7 foi preparado através de mistura equimolar
de Na;HPO4e NaH2PO4 e usado para o estudo e determinacdo do farmaco etinilestradiol.
Uma solucdo de hexacianoferrato foi preparada com concentrac@es iguais (5 mM) de
Ks[Fe(CN)g)]. 3H20 e K3[Fe(CN)s] em 0,1 M de KCI e usada como sonda eletroquimica

para avaliar cada tipo de pré-tratamento do CP.

3.3 Procedimento experimental
3.3.1 Otimizag&o do pré-tratamento do CP

Diferentes pré-tratamentos quimicos e eletroquimicos foram aplicados, a temperatura
ambiente, para limpeza e ativacdo do elétrodo de trabalho (CP). O pré-tratamento quimico
consistiu no uso de solventes orgénicos como o etanol e acetona, mas também &cidos
(concentrados e diluidos) nomeadamente H2SO4, HCI e HNO3. O CP foi imerso no
solvente (etanol ou acetona) e levado ao banho de ultrassons durante 30 minutos. De
forma a remover restos de solvente, o CP foi imerso em dgua em banho ultrassons durante
10 min seguido de secagem em estufa por 5 minutos. O tratamento quimico do CP usando
os diferentes acidos foi feito de forma semelhante através da aplicacdo do banho de
ultrassons e o passo de lavagem, testando também diferentes concentraces dos acidos
(sem diluicdo, diluidos 1:1 (v/v) e concentragdo 3 M). Como alternativa, a lavagem com
agua foi substituida por etanol ou acetona no caso do tratamento do CP com acidos
diluidos 1:1 (v/v) e concentracdo 3 M, sendo finalmente secos na estufa por 5 minutos.
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O pré-tratamento eletroquimico consistiu na aplicacdo de voltametria ciclica ao CP
através de 50 varrimentos de - 0,2 a 1 V com uma velocidade de varrimento de 0,05 V/s,

usando como eletrolito o H.SO4 com 3 concentragdes diferentes (0,1, 0,5 e 1 M).

Por altimo, conjugaram-se 0s pré-tratamentos quimicos e eletroquimicos. Este pré-
tratamento consistiu primeiro na aplicacdo do tratamento quimico com etanol ou acidos
1 M com recurso ao banho de ultrassons, seguido do procedimento eletroquimico usando

0 acido como eletrolito na concentragdo 1 M.

Todos os tipos e variagbes de pré-tratamentos conferidos ao CP foram avaliados e
comparados por voltametria ciclica usando como eletrélito 10 mL de uma solugdo
equimolar de hexacianoferrato em 0,1 M KCI, varrendo o potencial de 0,2 a 0,8 V (3

varrimentos) a uma velocidade de varrimento de 0,05 V/s.

3.3.2 Estudo do comportamento eletroquimico do etinilestradiol

Para avaliacdo do comportamento do etinilestradiol foi realizado um ensaio por DPV com
CP sem pré-tratamento e outro com CP pré-tratado com H.SOs 1 M e
electroquimicamente, numa solugéo de 0,300 uM de etinilestradiol em 0,1 M PBS pH 7.
Os parametros DPV usados foram os seguintes: tempo de modelagdo = 0,005 s, intervalo

de tempo = 0,2 s, degrau de potencial = 0,01 V e amplitude de modelagdo = 0,07 V.

O comportamento eletroquimico do etinilestradiol foi também caracterizado por CV
realizando 10 varrimentos consecutivos de 0 a 1,2 VV com uma velocidade de varrimento
de 0,1 V/s numa solucéo de 1,00 uM de etinilestradiol em 0,1 M PBS pH 7. O estudo da
velocidade de varrimento ocorreu de forma semelhante, mas para diferentes velocidades,
nomeadamente 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,07, 0,09, 0,1, 0,12, 0,14, 0,15, 0,2 V/s para
uma concentragédo de solucéo de etinilestradiol de 10,0 uM em 0,1 M PBS pH 7.

3.3.3 Otimizacéo das condicdes analiticas e determinacgéo de etinilestradiol

Para as subsequentes experiéncias foi aplicada a técnica eletroquimica DPV por ser uma

técnica altamente sensivel na determinagdo de baixas concentragdes de analito.

Na otimizagdo do pH foram testados diferentes valores, nomeadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11 e 12 usando como eletrolito a solugdo tampdo BRB 0,1 M contendo uma

concentracéo de etinilestradiol de 1,00 uM. Neste estudo varreu-se 0 potencial de 0 a 0,9
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V e o0s parametros DPV usados foram os seguintes: tempo de modelagdo de 0,005 s;
intervalo de tempo de 0,2 s; degrau de potencial de 0,01 V e modelagdo da amplitude de
0,04 V.

Em seguida, foi realizada a otimizacdo dos pardmetros DPV usando eletrélito PBS com
0 pH 6timo de 7. Iniciou-se por variar a amplitude de modulacao (0,01, 0,03, 0,05, 0,07,
0,09, 0,11, 0,13, 0,15, 0,17, 0,19, 0,2 V) mantendo os restantes parametros fixos, seguido
da variacdo do tempo de modelagéo (0,003, 0,005, 0,007, 0,009, 0,011, 0,015, 0,020,
0,025, 0,030 s), tempo de intervalo (2, 1, 0,5, 0,33, 0,25, 0,2, 0,143, 0,111, 0,1 s) e por
fim o degrau de potencial (0,0005, 0,001, 0,002, 0,003, 0,004, 0,005, 0,007, 0,009, 0,01,
0,0125, 0,015 V). Para finalizar, otimizou-se os parametros de deposicdo de analito,
designadamente, potencial de deposicédo e o tempo de deposic¢éo utilizando as condic¢oes
6timas de pH e parametros DPV. Testaram-se primeiro diferentes tempos de deposicao
(0, 60, 120, 180, 240 s) a um potencial de 0 V seguido da variacdo do potencial de

deposicdo (0, 0,2 e 0,4 V) realizado com o tempo de deposicdo 6timo.

A curva de calibracdo correspondente a determinacao do etinilestradiol realizou-se nas
condicGes Otimas de pH, pardmetros DPV e deposicdo de analito, através da adicdo de
diferentes tomas de solugédo padréo etinilestradiol (de concentracédo 50,0, 0,500 ou 0,0100

uM) em 10 mL de solug@o tampao PBS 0,1 M e pH 7 sem etinilestradiol (branco).

Nos ensaios de otimizagdo, para cada valor foi usado um CP novo sem pré-tratamento.
Antes de cada medicdo foi analisado 3 vezes o branco (solucdo tampdo sem

etinilestradiol).

3.3.4 Aplicacdo real do sensor - analise de uma amostra de agua residual

Uma amostra de adgua de rio obtida na saida de uma estacdo de tratamento de aguas foi
usada para validacao do sensor. Cerca de 10 mL de uma mistura de 15 mL de amostra e
7,5 mL de solu¢do PBS 0,3 M e pH 7 foram usados para o ensaio, procedendo-se a
fortificagdo com diferentes tomas de solucdo padréo de etinilestradiol obtendo-se assim
diferentes concentragdes correspondentes a 0,00100, 0,00500, 0,0100, 0,0500, 0,100 e
1,00 uM.

18



[ ]
GRAQ Isep Instituto Superior de
Engenharia do Porto
GRUPO DE REACAO E ANALISES QUIMICAS requ l mte g
LABORATORIO ASSOCIADO

PARA A QUIMICA VERDE

4 Resultados e discussao

4.1 Otimizagao do pré-tratamento a conferir ao CP

O trabalho experimental iniciou-se com a otimizacéao do pré-tratamento do CP. Neste tipo
de materiais a base de carbono, o pré-tratamento podera ser essencial para remover
impurezas resultantes do processo de fabrico, tornando assim o elétrodo mais eficiente na
transferéncia de eletrdes. Assim, diferentes tipos de pré-tratamentos (que s&o
normalmente empregues em estudos da literatura) foram testados, sendo eles quimicos
(solventes organicos e é&cidos), eletroguimicos (voltametria em &cido) ou uma
combinacdo dos dois. A avaliacdo eletroquimica do pré-tratamento foi feita através da
técnica de voltametria ciclica utilizando como solu¢do uma sonda de oxidag&o-reducao a
base de ferro (hexacianoferrato). Esta solucdo de hexacianoferrato € electroquimicamente
reversivel, envolvendo a transferéncia de 1 eletrdo. As equacfes 1 e 2 demostram o

comportamento redox do hexacianoferrato com a aplicacdo da voltametria ciclica.

[Fe(CN)s]* —» [Fe(CN)g]* + le° (Equacdo 1)

[Fe(CN)e]*> + 1e —» [Fe(CN)e]* (Equacéo 2)

E expectavel que o pré-tratamento melhore a intensidade e definicdo dos picos de
oxidacéo e reducédo da sonda, assim como, diminua o afastamento entre esses picos (maior
taxa de transferéncia de eletrfes). Na Figura 4.1 encontram-se apresentados 0s
voltamogramas ciclicos dos melhores pré-tratamentos, enquanto que, no Anexo A.1 cada

tipo de pré-tratamento é analisado individualmente.
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Figura 4.1 — Voltamogramas ciclicos dos melhores pré-tratamentos.

Analisando a Figura 4.1, a aplicacdo de pré-tratamento ao CP beneficia o sinal
eletroquimico da sonda de hexacianoferrato quando comparado com CP sem pré-
tratamento, dado que a intensidade dos picos de oxidacdo-reducdo € maior e o
distanciamento entre eles € menor. Numa analise concreta aos varios tipos de pré-
tratamento, verifica-se que a intensidade dos picos de oxidacdo e redugcdo do
hexacianoferrato parece ser maior nos tratamentos eletroquimicos do CP. Para clarificar
melhor esta comparagéo, foram determinadas as intensidades dos picos anddicos (Ipa) e
catddicos (Ipc), a fim de possibilitar o célculo da razdo entre as intensidades de pico

(Ipc/Ipa), e a variacao do potencial entre o pico anodico e o pico catddico (AEp), sendo

estes dados apresentados na Tabela 4.1.
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Tabela 4.1 — Pardmetros para avaliacdo de uma reacéo reversivel por voltametria ciclica.

Ipc Ipa AEp
Elétrodo Ipc/lpa

(A/lcm?) (A/lcm?) V)
HCI diluido 0,00186 0,00203 0,916 0,154
H2SO4 concentrado 0,00233 0,00245 0,954 0,155
Eletroquimico com H2SO4 1 M 0,00387 0,00388 0,997 0,172
H2SO4 diluido e etanol 0,00340 0,00353 0,964 0,203
HCI 3 M e etanol 0,00215 0,00222 0,969 0,154
H2S04 1 M e eletroquimico 0,00522 0,00516 1,01 0,227
Etanol e eletroquimico 0,00169 0,00170 0,989 0,184

Efetivamente, o pré-tratamento do CP (primeiro em H>SO4 1 M em banho de ultrassons
seguido do procedimento eletroquimico também em H;SOs 1 M) apresenta maior
intensidade de corrente de ambos o0s picos, comparativamente aos restantes pré-
tratamentos. Apresentou também uma boa reversibilidade (1,01) embora o
distanciamento entre picos também tenha aumentado (0,227 V), consequéncia do

aumento da intensidade dos picos.

Todos os elétrodos de trabalho, a excecdo do elétrodo pré-tratado em HCI diluido,
apresentaram uma razdo entre intensidades de pico anddica e catddica (Ipc/lpa) proxima
de 1,0, mostrando um bom desempenho analitico para um sistema de oxidacéo-reducao

reversivel.

Como a reacdo de oxidacdo-reducdo do hexacianoferrato envolve a transferéncia de 1
eletrdo, uma medicdo perfeita da variacdo entre os potenciais anddico e catddico resultaria
num valor tedrico de 0,059 V [63]. Assim, quanto mais afastado o valor obtido for do
valor tedrico, maior o afastamento da reversibilidade. Concluiu-se entdo que os elétrodos
pré-tratados analisam a solugdo de hexacianoferrato como um processo quase-reversivel.
E de salientar que a combinacio entre tratamento quimico com acido (H2S0s 1 M) e
eletroquimico conferido ao elétrodo apresentou melhor desempenho na detecdo do
hexacianoferrato em termos de intensidade de picos, por isso, este tipo de pré-tratamento

dado ao CP foi equacionado para os ensaios de dete¢do do farmaco etinilestradiol.
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4.2 Estudo do comportamento eletroquimico do etinilestradiol

O estudo do comportamento eletroquimico do farmaco etinielestradiol foi efetuado tanto
por voltametria ciclica como por DPV. Nesta Ultima técnica, para a determinacao de
eventuais picos do etinilestradiol foi usado um CP com o pré-tratamento 6timo
determinado na secgdo anterior e um CP sem pré-tratamento estando o resultado visivel
na Figura 4.2. Em ambos os sensores observou-se um pico de oxidacdo do farmaco tal

como indicado em estudos da literatura [43, 55].

3.00E-04

2.50E-04

2.00E-04

1.50E-04

j (A/cm?)

1.00E-04

5.00E-05

0.00E+00

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
E(V)

Pré-tratado

Sem pré-tratamento

Figura 4.2 — Comportamento do etinilestradiol por DPV com CP sem pré-tratamento e com CP
pré-tratado com H,SO4 1 M e electroquimicamente. As medigdes foram realizadas com 0,300
uM de etinilestradiol em 0,1 M PBS pH 7. Parametros de DPV: tempo de modelagdo = 0,005 s,

intervalo de tempo = 0,2 s, degrau de potencial = 0,01 VV e amplitude de modelacdo = 0,07 V.

Contudo, e surpreendentemente, verifica-se que o elétrodo sem pre-tratamento apresenta
maior intensidade e definicdo do pico de oxidagdo, sendo assim, todos o0s ensaios
referentes & determinacdo deste farmaco foram realizados com CP sem pré-tratamento, o

que torna os ensaios mais simples e rapidos.

Por CV e numa janela de potencial mais alargada, confirmou-se apenas a existéncia de

um pico referente a oxidagéo do farmaco (Figura 4.3).
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Figura 4.3 — Comportamento do etinilestradiol por voltametria ciclica. As medi¢des foram
realizadas com 1,00 uM de etinilestradiol em 0,1 M PBS pH 7. Parametro de CV: velocidade

de varrimento = 0,1 V/s.

Este pico apresenta-se a um potencial aproximado de + 0,53 V e, como esperado, a
intensidade do pico esbate-se significativamente ap0s o primeiro varrimento,
possivelmente devido ao lento mecanismo de difusdo de etinielestradiol da solucédo para

a superficie do sensor ou devido a passivacao do elétrodo com os produtos da oxidacao.

A medida que o potencial se desloca para valores mais positivos e superiores ocorrem
efeitos de eletrdlise da agua, originando o aumento da corrente. Para valores proximos de
0 V ndo se verifica qualquer efeito porque a corrente é praticamente constante e também

muito baixa.

Em seguida realizou-se um estudo de variac¢do da velocidade de varrimento (de 0,01 a 0,2
VIs), por CV, de forma a compreender melhor o mecanismo que envolve a oxidagéo do
etinilestradiol pelo CP, estando os resultados presentes na Figura 4.4. No estudo da
velocidade de varrimento obteve-se o sinal de intensidade de corrente do pico em fungéo

da velocidade de varrimento, como pode ser observado na Figura 4.4a.
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Figura 4.4 —a) Voltamogramas ciclicos obtidos para otimizagdo da velocidade de varrimento. b)
Intensidade da corrente do pico (A) em func¢do da velocidade de varrimento (V/s). ¢)
Intensidade da corrente (A) em funcéo da velocidade de varrimento®? ((V/s)¥?). As medicoes

foram realizadas com 10,0 uM de etinilestradiol em 0,1 M PBS pH 7.

A intensidade do pico aumentou com a velocidade de varrimento, deslocando-se para
valores mais positivos o que indica que a reacdo é irreversivel (Figura 4.4a). Verifica-se
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uma maior linearidade quando a intensidade da corrente se relaciona diretamente com a
velocidade de varrimento (v) (Figura 4.4b) quando comparado com a raiz quadrada da
velocidade de varrimento (v¥?) (Figura 4.4 c), concluindo-se que a reacdo é controlada

por adsorcdo e nao por difusdo [64].
4.3 Otimizacdo das condi¢des analiticas e determinacéo de etinilestradiol

A técnica eletroquimica de DPV foi escolhida para a determinacdo de etinilestradiol
devido a sua alta sensibilidade e capacidade de discriminacdo quando comparada com a
CV. As condicbes de analise foram primeiramente otimizadas, nomeadamente o pH do
eletrolito e os parametros da técnica DPV com finalidade de determinar as melhores

condicdes experimentais para realizacdo da calibracédo do etinilestradiol.

O pH é um fator muito importante, uma vez que para diferentes valores de pH o pico de
oxidagéo/reducdo de um composto pode sofrer alteracfes. Na Figura 4.5a encontram-se
os voltamogramas obtidos para os diferentes valores de pH, a intensidade do pico em
funcdo do pH (Figura 4.5b), assim como o potencial do pico em funcdo do pH (Figura
4.5¢).
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Figura 4.5 — a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para otimizacdo do pH. b)
Intensidade da corrente em funcéo do pH. As medicdes foram realizadas com 1,00 uM de
etinilestradiol em 0,1 M BRB. Os pardmetros DPV usados foram os seguintes: tempo de

modelacdo = 0,005 s; intervalo de tempo = 0,2 s; degrau de potencial = 0,01 V e modulacdo da
amplitude = 0,04 V.
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Ao analisar os voltamogramas da Figura 4.5, observa-se que tanto a intensidade do pico
como o potencial do pico sdo dependentes do pH, uma vez que o potencial se desloca
para valores menores com o aumento do pH. A solu¢do com pH 7 apresenta uma maior
intensidade do pico em comparacdo com os restantes valores de pH, de acordo com a

Figura 4.5b, sendo entdo escolhido como pH étimo para a determinacdo de etinilestradiol.

Apbs otimizacdo do pH do eletrélito foram otimizados os parametros da técnica DPV,
nomeadamente a amplitude de modulagéo, tempo de modulacdo, intervalo de tempo e
degrau de potencial. A relagdo entre o valor de intensidade de corrente do pico e a

amplitude de modulacdo pode ser observada na Figura 4.6.
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Figura 4.6 — a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para otimizacdo da amplitude de
modulacdo. b) Intensidade da corrente do pico em fungdo da amplitude de modulacdo. As
medic¢des foram realizadas com 1,00 uM de etinilestradiol em 0,1 M PBS pH 7. Os parametros
DPV usados foram os seguintes: degrau de potencial = 0,010 V, tempo de intervalo =0,2 s e

tempo de modulagéo = 0,005 s.
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Atraveés da analise dos voltamogramas da Figura 4.6a observa-se que com o aumento da
amplitude de modulacdo o pico desloca-se tendencialmente para o valor de potencial zero.
Relativamente a intensidade da corrente, verifica-se um aumento da intensidade da
corrente do pico até 0,09 V e posteriormente ocorre uma ligeira diminuicédo até 0,2 V.
Pode-se, assim, concluir que o valor mais indicado para subsequentes otimizagdes é 0,09
V.

Na avaliacdo do tempo de modulacdo, demonstrada na Figura 4.7, verificou-se por sua
vez que o valor mais baixo (0,003 s) foi o que correspondeu a uma maior intensidade do
pico do etinilestradiol, decrescendo sempre a medida que se aumentava o tempo de
modulacdo (Figura 4.7b). Assim o valor 0,003 s foi considerado 6timo e utilizado nas

seguintes otimizagoes.
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Figura 4.7 — a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para otimizagdo do tempo de

modulac&o. b) Intensidade da corrente em fung¢éo do tempo de modulagéo. As medigdes foram

realizadas com 1,00 uM de etinilestradiol em 0,1 M PBS pH 7. Os parametros DPV usados

foram os seguintes: degrau de potencial = 0,01 V, tempo de intervalo = 0,2 s e amplitude de

modulacdo = 0,09 V.

Os seguintes parametros, nomeadamente intervalo de tempo e degrau de potencial dizem
respeito a velocidade de varrimento da técnica (divisdo entre o segundo pelo primeiro).

Determinou-se primeiro o valor 6timo do intervalo de tempo mantendo o degrau de

potencial constante e correspondente a 0,01 V, estando os resultados apresentados na

Figura 4.8.
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Figura 4.8 — a) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para otimizagdo do tempo de
intervalo. b) Intensidade da corrente em funcéo do tempo de intervalo. As medigdes foram
realizadas com 1,00 uM de etinilestradiol em 0,1 M PBS pH 7. Os parametros DPV usados

foram os seguintes: degrau de potencial = 0,01 V, tempo de modulag¢éo = 0,003 s e amplitude de

modulacdo = 0,09 V.

Ao analisar os voltamogramas da Figura 4.8, observa-se que o potencial do pico
praticamente ndo se altera com a diminuicdo do tempo de intervalo. Relativamente a
intensidade da corrente, verifica-se que varia com a alteracdo do tempo de intervalo e é
possivel observar que o valor de 0,1 s é 0 que apresenta uma intensidade da corrente mais

elevada, sendo o valor selecionado para a otimizacdo do degrau de potencial.

Por fim, este ultimo pardmetro foi analisado usando os valores 6timos dos parametros
anteriores (tempo de intervalo = 0,1 s, tempo de modulacdo = 0,003 s e amplitude de

modulagdo = 0,09 V), com os resultados a serem apresentados na Figura 4.9.

30



n
GRAQ L/@/ I‘sep Instituto Superior de
: Engenharia do Porto
GRUPO DE REACAO E ANALISES QUIMICAS re q u l mte ‘
KEPYRELEE

2.00E-04 ——0,0005V
1.80E-04 —_—0001 V
1.60E-04 0,002V
——0,003V
1.40E-04
— 0,004V
_ L20E-04 0,005 V
§ 10004 —0007V
=
= —0,009 Vv
B.0OOE-05
—001lV
6.00E-05 0,0125V
4 00E-05 —_—0015V
2 00E-05
0.00E+00
02 0.3 0.4 05 0.6 07
E (V)
1.80E-04
1.60E-04 .
1.40E-04
1.20E-04 .
o L
£ 100E-04 .
¥
E B.00E-05 ]
X .
6.00E-05 -
4.00E-05 .
L
2.00E-05 ]
L ]
0.00E+00
0 0002 0004 0006 0008 0.01 0012 0014 0016
Degrau de potencial (V)

Figura 4.9 — a) Voltamogramas obtidos para analise do degrau de potencial. b) Intensidade da
corrente em funcdo do degrau de potencial. As medigdes foram realizadas com 1,00 uM de
etinilestradiol em 0,1 M PBS pH 7. Os parametros DPV usados foram o0s seguintes: tempo de

intervalo = 0,1 s, tempo de modulagdo = 0,003 s e amplitude de modulagédo = 0,09 V.

Através da Figura 4.9, observa-se que ocorre um aumento gradual da intensidade do pico
e um deslocamento do potencial ligeiramente para valores mais positivos com o aumento
do degrau de potencial. Apesar do pico ser maior para o um valor 0,015 V, selecionou-se
um valor de 0,01 V, correspondente a um varrimento de 100 mV/s, por apresentar uma

maior estabilidade e reprodutibilidade nos resultados obtidos.

Por ultimo, e finalizada a otimizacdo dos parametros DPV, procedeu-se a otimizagédo da
deposicdo eletroquimica de etinilestradiol a superficie do sensor, através da variacao do
potencial de deposicédo e do tempo de deposicdo. O tempo de deposicéo foi estudado com
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um potencial de deposicao de 0 V. Os resultados obtidos para esta variagdo encontram-se

apresentados na Figura 4.10.
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Figura 4.10 — a) Voltamogramas obtidos para analise do tempo de deposicdo. b) Intensidade da
corrente em fungdo do tempo de deposi¢do. As medicOes foram realizadas com 0,500 uM de
etinilestradiol em 0,1 M PBS pH 7 utilizando as condicfes 6timas de pH e pardmetros DPV e

um potencial de deposicdo =0 V.

Como pode ser observado e como expectavel, um maior tempo de deposi¢do origina um
maior pico de detecdo do composto. Apesar da intensidade de sinal ser ligeiramente

superior para 240 s, optou-se por definir como étimo o tempo de 180 s uma vez que

encurtara o tempo de analise.

Utilizando o valor de 180 s como tempo de deposicdo, procedeu-se a variagdo do

potencial de deposicdo selecionando-se para analise dois potenciais diferentes (0,2 e 0,4

V), com os resultados obtidos a serem apresentados na Figura 4.11.
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Figura 4.11 — VVoltamogramas obtidos para analise do potencial de deposicdo. b) Intensidade da
corrente em fungédo do potencial de deposicéo. As medicGes foram realizadas com 0,500 uM de
etinilestradiol em 0,1 M PBS pH 7 utilizando as condic@es 6timas de pH e parametros DPV e

um tempo de deposicao = 180 s.

Através da Figura 4.11, verifica-se que o potencial de deposicdo 0,4 V foi o0 que
apresentou maiores valores para este parametro, e, por isso, foi o valor escolhido para as
restantes andlises, ficando assim concluido o processo de otimizacdo do sensor

eletroquimico.

Concluido o processo de otimizacdo do sensor eletroquimico realizaram-se em seguida
ensaios de determinacdo de etinilestradiol em concentragdes crescentes nas condigdes
Otimas obtidas anteriormente. Aliquotas de solucdo padrdo de etinilestradiol foram
adicionadas ao eletrélito inicialmente sem farmaco, analisando-se numa gama de

concentracdes de 0,000100 a 6,00 uM (n = 3 para cada concentracdo). A determinagéo
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voltamétrica e a média das curvas de calibragdo obtidas na gama de concentracoes

estudada estdo apresentadas na Figura 4.12.
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Figura 4.12 — Determinacéo de etinilestradiol por DPV nas condigdes 6timas (pH do eletrdlito =
7; modulagéo da amplitude = 0,09 V; tempo de modulagéo = 0,003 s; intervalo de tempo = 0,1
s; degrau de potencial = 0,01 V; tempo de deposicéo = 180 s; potencial de deposi¢do = 0,4 V).

a) Voltamogramas obtidos na analise de concentragdes crescentes de etinilestradiol. b) Curva de

calibragdo na gama de 0,000100 — 6,00 pM de etinilestradiol.

Através da curva de calibracdo apresentada na Figura 4.12b é possivel observar que o
pico do etinilestradiol aumenta até 4,00 uM, atingindo assim a saturagdo nesta zona. Nesta
ampla gama de concentracdes € dificil constatar a existéncia de diferentes zonas de
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linearidade. Por esse motivo esta curva foi dividida em 4 curvas de calibragcdo que
correspondem as diferentes zonas de linearidade, que se apresentam na Figura 4.13.
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Figura 4.13 — Curvas de calibracdo correspondentes as diferentes zonas de linearidade. a)
0,000100 — 0,00100 puM. b) 0,00100 — 0,0100 puM. c) 0,0100 — 0,100 pM. d) 0,100 — 1,00 uM.

35



[ ]
GRAQ Isep Instituto Superior de
Engenharia do Porto
GRUPO DE REACAO E ANALISES QUIMICAS re q u l mte
LABORATORIO ASSOCIADO
PARA A QUIMICA VERDE

Assim, o sensor CP permite a determinacdo de etinilestradiol de 0,000100 a 1,00 uM
obtendo-se diferentes sensibilidades consoante a zona linear (equivalente ao declive da
reta). De 0,000100 a 0,00100 uM a sensibilidade corresponde a 0,00180 A/(uM.cm?), de
0,00100 a 0,0100 pM corresponde a 0,00238 A/(uM.cm?), de 0,0100 a 0,100 uM
corresponde a 0,000238 A/(uM.cm?) e de 0,100 a 1,00 pM corresponde a 0,000145
A/(uM.cm?). A determinagdo do limite de detecdo (LOD) e do limite de quantificacéo
(LOQ) para cada zona linear foi efetuada com base no desvio padréo (SD; equacao 3-5)
da ordenada na origem e no declive da reta (m; equacdo 3-5) de acordo com as respetivas
equacdes 3 e 4, em que o desvio padrdo da ordenada na origem (SD, equacdo 5) €
calculado com base na determinacgéo do desvio padrdo da regressao linear (Syix, equagéo
6):

LOD = 3,3xSD

(Equacéo 3)

10x SD

LOQ =

SD=5S __Lixi? (Equacio 5)
YIX X [ axziei-n)2 quag
Sy/x = /Zi(yi— 9i)? (Equagéo 6)
n-2

O LOD representa o teor minimo medido a partir do qual é possivel determinar a presenca

(Equacéo 4)

de um determinado analito, sem existir certeza estatistica suficiente para se poder
quantificar com exatiddo. O LOQ é definido como a menor concentracdo do analito que
pode ser quantificada na amostra com exatiddo e precisdo aceitaveis. A Tabela 4.2
apresenta o resumo das figuras de mérito do CP para a determinacéo de etinilestradiol nas

condicOes Otimas.
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Tabela 4.2 — Resultados associados a calibragdo do etinilestradiol.

Zona de o
] ] Sensibilidade LOD LOQ
Linearidade )
(A/(UM.cm?)) (HM) (HM)
(M)
0,000100 - 0,00100 0,00180 0,00045 0,0014
0,00100 - 0,0100 0,00238 0,00019 0,00058
0,0100 - 0,100 0,000238 0,016 0,048
0,100 - 1,00 0,000145 0,29 0,88

Apesar de se ter obtido sinal para concentragdes tdo baixas como 0,000100 uM, o LOD
nesta zona linear foi de 0,00045 uM, o que pode ser explicado pelo baixo valor de
correlagdo (R?) obtido na regressdo linear, correspondendo a 0,967.

Comparativamente aos limites de detecdo dos sensores eletroquimicos utilizados na
detecdo de etinilestradiol apresentados na Tabela 4.2, é possivel verificar que o elétrodo
de CP desenvolvido apresenta melhores resultados que o sensor HMDE [42] para a zona
de linearidade 0,00190 — 0,0100 uM, que os sensores CPE [43] e FTO/Chit/CNT [48]
para a zona de linearidade 0,0500 — 0,100 puM, que o imunosensor GCE/AgNPs-SiO-
GO/ABA-NaNO./EDC-NHS/Ab/HRP-EE?2 [50] para a zona de linearidade 0,00100 —
0,0100 uM, que o sensor HMDE [51] para as zonas de linearidade 0,000100 — 0,00100
UM e 0,00100 — 0,0100 uM, que o sensor HMDE [56] para as zonas de linearidade
0,000100 - 0,00100 pM, 0,00100 - 0,0100 uM e 0,0100 — 0,100 uM e que os sensores
SPCE e SPCE(CNT) [56] para as zonas de linearidade 0,000100 — 0,00100 puM, 0,00100
—0,0100 pM, 0,0100 - 0,100 uM € 0,100 — 1,00 pM.

4.4 Aplicagdo real do sensor - analise de uma amostra de agua de rio

Ap0s obtencdo da curva de calibragdo, o sensor foi finalmente validado numa amostra
real, neste caso concreto numa amostra de agua de rio recolhida apds a descarga de
efluente de uma estacao de tratamento de aguas residuais. Os resultados da &gua analisada
diretamente com o sensor e apés fortificagdo com 6 concentracdes diferentes de

etinilestradiol encontram-se apresentados na Figura 4.14.
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Figura 4.14 — VVoltamogramas obtidos por DPV na analise de uma amostra de agua de rio (pH
do eletrélito = 7; modulacdo da amplitude = 0,09 V; tempo de modulacdo = 0,003 s; intervalo
de tempo = 0,1 s; degrau de potencial = 0,01 V; tempo de deposicdo = 180 s; potencial de
deposicdo = 0,4 V).

Através dos resultados obtidos é possivel verificar que a amostra de dgua de rio ndo
contém qualquer vestigio de etinilestradiol, uma vez que o voltamograma obtido para a
agua sem qualquer fortificacdo ndo apresenta qualquer pico. A adicdo de diferentes
concentragdes (0,00100, 0,00500, 0,0100, 0,0500, 0,100 e 1,00 uM) de etinilestradiol a
agua levou assim a obtencdo de sinais proporcionais a essas concentracdes. A exatidao
do método foi determinada por ensaios de recuperacao a estas 6 concentracdes e calculada
com base na equagéo 7 em que C determinada representa a concentragdo determinada usando
a corrente obtida na curva de calibragéo e C real representa a concentracdo real existente
na amostra.

Recuperacio (%) = w x 100 (Equagdo 7)

real

Os resultados de recuperagdo obtidos para as concentracfes em estudo encontram-se

apresentados na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3 — Resultados obtidos na analise de uma amostra de agua de rio.

Creal Codeterminada Recuperagéo

(M) (HM) (%)
0,00100 0,000883 88,3
0,00500 0,00458 91,5
0,0100 0,00968 96,8
0,0500 0,0480 96,1

0,100 0,109 109

1,00 1,07 107

As recuperacdes obtidas situam-se entre 88,3 e 109% indicando que o sensor
eletroquimico desenvolvido pode ser utilizado para detecéo de etinilestradiol em amostras
ambientais.
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5 Conclusoes

A elevada quantidade e diversidade de residuos de farmacos produzidos e libertados pela
sociedade tém levado a que o meio ambiente, em particular 0 meio aquético, esteja
exposto a presenca destes contaminantes. Contudo, existe ainda pouca informacéo
relativamente a presenca e ao efeito destes compostos no meio ambiente. Isto faz com
que os farmacos sejam considerados um grupo importante de CEs e a ter especial atencao,

num futuro préximo, no que refere a criagdo de regulamentacéo apropriada.

Assim, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um sensor eletroquimico de
CP para a detecdo do farmaco etinilestradiol. Os elétrodos feitos de CP e CC apresentam-
se como uma solugdo inovadora devido a sua elevada porosidade, boa condutividade

eletrdnica e elevada resisténcia mecénica e quimica.

O pré-tratamento conferido aos elétrodos € normalmente um fator importante no
desempenho eletroquimico, nomeadamente na cinética de transferéncia de eletrdes.
Estudos de otimizacao de pré-tratamento demonstraram um melhor desempenho de CP
pré-tratado em comparacdo com CP sem pré-tratamento quando avaliados por CV em
hexacianoferrato. Contudo, avaliando o comportamento voltamétrico especificamente
para o etinilestradiol, o CP sem pré-tratamento demonstrou ser mais sensivel, o que leva
a concluir que a eficiéncia do pré-tratamento podera depender do tipo de analito em
estudo. Assim todos os ensaios referentes a determinacao deste farmaco foram realizados
com CP sem pré-tratamento, 0 que torna os ensaios mais simples e rapidos. O
comportamento voltamétrico revelou um pico de oxidacéo a cerca de + 0.53 V sendo este
mecanismo de oxidacdo para este elétrodo controlado por adsorcdo. Na otimizacdo das
condicGes analiticas em termos de pH da solucdo, parametros de DPV e deposicao de
analito obteve-se os seguintes valores 6timos: pH 7, amplitude de modulacao de 0,09 V,
tempo de modulacdo de 0,003 s, tempo de intervalo de 0,1 s, tempo de modulagdo de
0,003 s, degrau de potencial de 0,0125 V, tempo de deposic¢do de 180 s e potencial de
deposicéo de 0,4 V.

A curva de calibracdo geral do etinilestradiol nas condi¢des Otimas previamente
determinadas foi realizada com concentra¢es entre 0,000100 e 6,00 uM, indicando
saturacéo a partir dos 4,00 uM. Diferentes zonas de linearidade podem ser discriminadas
na curva de calibracéo sendo elas de 0,000100 a 0,00100 uM, de 0,00100 a 0,0100 uM,
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de 0,0100 a 0,100 uM e de 0,100 a 1,00 uM. O sensor CP apresentou altos valores de
sensibilidade, sendo eles respetivamente 0,00180, 0,00238, 0,000238 e 0,000145
A/(uM.cm?). Equivalentemente, os valores de LOD alcangados pelo CP foram excelentes,
correspondendo respetivamente a 0,00045, 0,00019, 0,016 e 0,29 uM.

No estudo do desempenho analitico do CP utilizou-se uma amostra de &gua do rio,
retirada apds uma ETAR, e ndo se obteve qualquer pico na zona de potencial do
etinilestradiol. Para validacdo do sensor procedeu-se a fortificacdo da amostra com a
adicdo de diferentes tomas de solucdo padréo de forma a obter concentracdes de 0,001,
0,00500, 0,0100, 0,0500, 0,100 e 1,00 uM, obtendo-se uma percentagem de recuperagéo
entre 88,3% e 109%, revelando uma boa aceitabilidade deste CP para determinacédo de

etinilestradiol em amostras de agua.

Pode concluir-se que o elétrodo CP pode trazer vantagens analiticas quer
laboratorialmente, quer in situ, devido & facilidade de construgdo, baixo custo e bom
desempenho eletroquimico, apresentando-se como uma boa solugdo analitica em

determinacOes ambientais.
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A Anexos

A.1l Preé-tratamento
Acetona, Etanol e Agua (Com/Sem ultrassons)

Os resultados de intensidade da corrente em funcdo do potencial aplicado para os pré-

tratamentos de acetona, etanol e 4gua encontram-se apresentados na Figura A.1.
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etanol + estufa
acetona + estufa
sem pré-tratamento

etanol + dgua + estufa
acetona + agua + estufa

Figura A.1 — Intensidade da corrente em funcéo do potencial aplicado em pré-tratamentos de

acetona, etanol e agua.

Comparando os 4 pré-tratamentos com o elétrodo sem pré-tratamento, verifica-se que
nenhum exibe um bom comportamento, uma vez que com 0s pre-tratamentos a

intensidade da corrente diminuiu e os picos de oxidacéo e reducéo nédo estéo definidos.

Acidos diluidos

Para os pré-tratamentos em acidos diluidos os resultados de intensidade da corrente em

funcédo do potencial aplicado encontram-se apresentados na Figura A.2.
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Sem pré-tratamento
Pré-tratamento 4cido diluido H,SO, ultrassons
Pré-tratamento &cido diluido HCl ultrassons
Pré-tratamento acido diluido HNO; ultrassons

Figura A.2 — Intensidade da corrente em funcéo do potencial aplicado em pré-tratamentos de

acidos diluidos.

Comparando o comportamento dos 3 pré-tratamentos apresentados na Figura A.2 €
possivel verificar que em relacdo ao elétrodo sem pré-tratamento, todos exibem picos de

oxidagéo e reducdo mais definidos e maior intensidade da corrente.

A partir dos voltamogramas foram determinados os picos anddicos (Ipa) e catodicos (Ipc),
a fim de possibilitar o calculo da razdo entre as intensidades de pico (Ipc/lpa), e a variacdo
do potencial redox anddico e catodico (AEp). Os parametros calculados para cada elétrodo

apresentam-se na Tabela A.1.

Tabela A.1 — Parametros para avaliacdo dos elétrodos pré-tratados em acidos diluidos.

) Ipc Ipa AEp
Elétrodo Ipc/lpa
(Alcm?) (Alcm?) V)
H2SO04 0,00191 0,00225 0,848 0,157
HCI 0,00186 0,00203 0,916 0,154
HNO3 0,00183 0,00205 0,893 0,171

A partir dos valores obtidos na Tabela A.1 conclui-se que o elétrodo pré-tratado com

H>SO4 diluido apresenta maior intensidade de corrente de ambos 0s picos, mas apresenta
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um valor baixo de reversibilidade (0,848). O elétrodo pré-tratado com HCI apresenta um
melhor desempenho quando comparado com os restantes, porque apresenta Ipc/Ipa mais

elevada (proxima de 1,0) e AEp mais baixa.
Acidos concentrados

Os voltamogramas obtidos para os pré-tratamentos em acidos concentrados encontram-

se apresentados na Figura A.3.
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Figura A.3 — Intensidade da corrente em funcéo do potencial aplicado em pré-tratamentos de

acidos concentrados.

Através dos resultados obtidos na Figura A.3 é possivel verificar que os trés pré-
tratamentos apresentam melhorias na definicdo dos picos e na intensidade da corrente,

quando comparados com o elétrodo sem pré-tratamento.

Para avaliacdo do melhor pré-tratamento foram calculados os parametros para cada

elétrodo. Os parametros encontram-se apresentados na Tabela A.2.
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Tabela A.2 — Parametros para avaliacdo dos elétrodos pré-tratados em acidos concentrados.

) Ipc Ipa AEp
Elétrodo Ipc/lpa
(Alcm?) (A/lcm?) V)
H2S0O4 0,00233 0,00245 0,954 0,155
HCI 0,00198 0,00207 0,955 0,158
HNO3 0,00237 0,00247 0,960 0,166

Ao observar os valores obtidos na Tabela A.2 verifica-se que o pré-tratamento que mais
se destaca é o pré-tratamento com H>SO4 concentrado, uma vez que apresenta elevada
intensidade da corrente para ambos os picos, Ipc/Ipa proxima de 1,0 e tem a variagdo do

potencial mais baixa.

Eletroquimico com H2SO4

Os voltamogramas para 0s pré-tratamentos eletroquimicos com H2SO4 encontram-se na
Figura A.4.
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Figura A.4 — Intensidade da corrente em funcéo do potencial aplicado em pré-tratamentos

eletroquimicos com H,SO..
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Ao analisar os resultados obtidos na Figura A.4 é possivel verificar que em relagdo ao
elétrodo sem pré-tratamento, todos os pré-tratamentos apresentam picos de oxidagdo e

reducao mais definidos.

Os parametros calculados para a avaliacdo dos elétrodos estdo apresentados na Tabela
A3.

Tabela A.3 — Pardmetros para avaliagdo dos elétrodos pré-tratados eletroquimicamente com
H2SOs.

) Ipc Ipa AEp
Elétrodo Ipc/lpa
(Alcm?) (Alcm?) (V)
H2S040,1 M 0,00295 0,00291 1,02 0,148
H25040,5 M 0,00300 0,00299 1,00 0,161
H2S041 M 0,00387 0,00388 0,997 0,172

Através dos valores obtidos na Tabela A.3 conclui-se que o elétrodo pré-tratado
electroquimicamente em H»>SOs 1 M apresenta picos de oxidagdo e reducdo mais
definidos, maior intensidade da corrente para ambos 0s picos e apresentou também uma
boa reversibilidade (0,997) embora o distanciamento entre picos também tenha

aumentado (0,172 V), consequéncia do aumento da intensidade dos picos.

Acidos Diluidos e Etanol

Relativamente aos pré-tratamentos em &cidos diluidos e etanol, os resultados de

intensidade da corrente em funcdo do potencial aplicado encontram-se na Figura A.5.
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Pré-tratamento &cido diluido H,SO, + etanol ultrassons
Pré-tratamento acido diluido HCI + etanol ultrassons
Pré-tratamento dcido diluido HNO; + etanol ultrassons

Figura A.5 — Intensidade da corrente em funcdo do potencial aplicado em pré-tratamentos de

acidos diluidos e etanol.

Nos voltamogramas da Figura A.5 é possivel verificar que em relacdo ao elétrodo sem
pré-tratamento, nem todos apresentam um bom desempenho. Para o elétrodo pré-tratado
em HCI diluido e etanol ocorre a diminuicdo da intensidade da corrente e 0s picos de

oxidag&o e reducdo nédo estao definidos.

Os parametros calculados para os elétrodos que apresentam um bom desempenho estdo

apresentados na Tabela A.4.

Tabela A.4 — Parametros para avaliacdo dos elétrodos pré-tratados em acidos diluidos e etanol.

) Ipc Ipa AEp
Elétrodo Ipc/Ipa
(Alcm?) (Alcm?) V)
H2SO04 0,00340 0,00353 0,964 0,203
HNO3 0,00283 0,00293 0,966 0,186

Através da Tabela A.4 conclui-se que o elétrodo pré-tratado em H2SO4 diluido e etanol
apresenta picos de oxidacdo e reducdo bem definidos, maior intensidade da corrente e

Ipc/Ipa préxima de 1,0.
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Acidos Diluidos e Acetona

Os resultados de intensidade da corrente em funcdo do potencial aplicado para os pré-

tratamentos de acidos diluidos e acetona encontram-se apresentados na figura A.6.
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Sem pré-tratamento
Pré-tratamento acido diluido H,SO, + acetona ultrassons
Pré-tratamento acido diluido HCI + acetona ultrassons
Pré-tratamento acido diluido HNO; + acetona ultrassons

Figura A.6 — Intensidade da corrente em funcéo do potencial aplicado em pré-tratamentos de

acidos diluidos e acetona.

Ao observar os voltamogramas dos 3 pré-tratamentos é possivel verificar que nenhum
exibe picos de oxidacdo e reducdo bem definidos e apresentam baixa intensidade da

corrente.
Acidos 3 M e Etanol

Relativamente aos pré-tratamentos em acidos 3 M e etanol, os resultados de intensidade

da corrente em funcdo do potencial aplicado encontram-se na Figura A.7.
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Figura A.7 — Intensidade da corrente em funcdo do potencial aplicado em pré-tratamentos de

acidos 3 M e etanol.

Observando os voltamogramas da Figura A.7 é possivel verificar que os 3 pré-tratamentos
exibem picos de oxidacdo e reducdo mais definidos e maior intensidade da corrente, em
comparagdo com o elétrodo ndo tratado. Na Tabela A.5 apresentam-se calculados os
pardmetros para avaliacdo dos elétrodos.

Tabela A.5 — Parametros para avaliacdo dos elétrodos pré-tratados em acidos 3 M e etanol.

) Ipc Ipa AEp
Elétrodo Ipc/lpa
(Alcm?) (Alcm?) (V)
H2S0O4 0,00205 0,00213 0,964 0,173
HNO3 0,00195 0,00205 0,951 0,170
HCI 0,00215 0,00222 0,969 0,154

Ao analisar a Tabela A.5 observa-se que o pré-tratamento com HCI é o que mais se

destaca pela positiva em todos 0s parametros.
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Os voltamogramas dos pré-tratamentos de acidos 1 M e eletroquimico encontram-se

apresentados na figura A.8.
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Figura A.8 — Intensidade da corrente em funcdo do potencial aplicado em pré-tratamentos de

acidos 1 M e eletroguimico.

Nos resultados obtidos na Figura A.8 é possivel verificar que em relacdo ao elétrodo sem

pré-tratamento, todos apresentam um bom desempenho. Os parametros calculados para

avaliacdo dos elétrodos estdo registados na Tabela A.6.

Tabela A.6 — Parametros para avaliagdo dos elétrodos pré-tratados em &cidos diluidos e

eletroquimico.

) Ipc Ipa AEp
Elétrodo Ipc/Ipa
(Alcm?) (Alcm?) (V)
H2S04 0,00522 0,00516 1,01 0,227
HCI 0,00496 0,00477 1,04 0,239
HNO3 0,00481 0,00330 1,45 0,268
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Na anélise da Tabela A.6 conclui-se que o elétrodo pré-tratado em H2SO4 é 0 que mais se

destaca, pois apresenta picos de oxidacao e reducdo bem definidos, Ipc/lIpa mais proximo

de 1,0 e AEp menor.

Etanol/Acetona e Eletroquimico (Com/Sem Agua)

Relativamente aos pré-tratamentos em etanol/acetona e electroquimicamente, 0s

resultados de intensidade da corrente em funcdo do potencial aplicado encontram-se

apresentados na figura A.9.
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Figura A.9 — Intensidade da corrente em funcéo do potencial aplicado em pré-tratamentos de

acetona/etanol e electroquimicamente com H,SO4 1 M.

Comparando os resultados obtidos na Figura A.9 é possivel verificar que o elétrodo pré-

tratado com etanol e electroquimicamente com H2SO4 1 M (2), apresenta uma maior

intensidade da corrente e picos de oxidacéo e reducdo definidos. Os restantes elétrodos

ndo apresentam picos bem definidos.

60



