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RESUMO

DETERMINACAO E  DEGRADACAO ELETROQUIMICA DO
ESTROGENIO NATURAL ESTRONA USANDO ANODOS DE DIAMANTE
DOPADO COM BORO - Diferentes tecnicas eletroquimicas foram usadas para
caracterizar o eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) e para a
determinacéo de estrona. Apos otimizacao de parametros, os valores de limite de
deteccédo obtidos usando a voltametria de pulso diferencial (0,27 umol L) e a
voltametria de onda quadrada (0,096 pmol L) com o eletrodo de BDD pré-
tratado catodicamente foram comparaveis aqueles na literatura. Um valor ainda
menor foi obtido quando se utilizou deteccdo amperométrica em um sistema de
injecdo em fluxo — FIA-EC (0,050 pmol L), dada a reducdo de interferéncias da
corrente capacitiva pela aplicacdo de um potencial fixo, fluxo continuo (transporte
de massa e renovacéo de superficie do eletrodo). Em todos os casos, o eletrodo de
BDD apresentou-se bastante estavel (repetibilidade intra-dia e entre-dias) e
diferentes matrizes néo tiveram influéncias significantes na deteccéo da estrona.
Consequentemente, as técnicas investigadas se mostraram promissoras para esse
propdsito, com excelentes precisao e exatiddao. Na degradacéo eletroquimica de
estrona em um reator em fluxo, devido ao alto poder oxidante do eletrodo de
BDD, obteve-se um decaimento rapido da concentracdo de estrona, dependente
das varidveis investigadas (densidade de corrente, vazdo volumétrica e pH);
melhores resultados foram obtidos a pH 3. Os intermediarios formados durante
eletrolises de estrona em diferentes pHs (3, 7 e 10) foram investigados por LC-
MS/MS, sendo que rotas inéditas de degradacdo (parcial) foram propostas, no
intuito de entender melhor a influéncia do pH na formacdo dos intermediarios.
Além disso, a degradacéo eletroquimica de estrona utilizando o eletrodo de BDD
foi ainda comparada com a obtida com um eletrodo de p—PbO,, também com
estudo mecanistico inédito.
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ABSTRACT

ELECTROCHEMICAL DETERMINATION AND DEGRADATION OF THE
NATURAL ESTROGEN ESTRONE USING BORON-DOPED DIAMOND
ANODES - Different electrochemical techniques were used to characterize the
boron-doped diamond (BDD) electrode and to determine estrone. After
parameters optimization, the detection limits obtained using differential pulse
voltammetry (0.27 pmol L) and square-wave voltammetry (0.096 pumol L)
with a cathodically pretreated BDD electrode were comparable to values reported
in the literature. An even smaller value was obtained when amperometric
detection was used with a flow injection system — FIA-EC (0.050 pumol L),
because there is a reduction of capacitive current interferences when a fixed
potential is applied, as the continuous flow rate (surface cleaning and mass
transport effect). In all cases, the BDD electrode presented a stable response
(inter- and intra-day repeatabilities) and different matrices did not have significant
influence on the detection of estrone. Consequently, the investigated techniques
are promising for this purpose, with excellent accuracy and precision. In the
electrochemical degradation of estrone studies in a flow reactor a rapid decay of
estrone concentration was attained, due to the high oxidation power of the BDD
electrode. This decay is dependent on the studied parameters (current density,
flow rate, and pH); best results were attained at pH 3. Intermediate products
formed during electrolyses of estrone at different pH (3, 7, and 10) were
investigated by LC-MS/MS; thus, inedited (partial) degradation pathways were
proposed, aiming at understanding the influence of pH on the generation of
intermediates. Finally, electrochemical degradation of estrone at pH 7 using the
BDD electrode was compared with the one attained with a p—PbO, electrode, also

with an inedited mechanistic study.
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Introducéo

1 - Introducao

1.1 — Caracteriza¢do do problema

A presenca de novos contaminantes (muitas vezes denominados de
poluentes emergentes) em ambientes aquaticos tem gerado preocupacéo de 6rgaos
internacionais e nacionais relacionados a salde e ao meio ambiente (por ex., a
Organizacdo Mundial de Saude — OMS e, no Brasil, o Conselho Nacional dos
Recursos Hidricos — CNRH). No final de 2006, o CNRH, por meio de sua Mogéo
n°® 40, destacou que “pesquisas relacionadas a novos contaminantes de meios
aquaticos” e “técnicas avancadas para tratamento de agua para abastecimento,
visando atender a nova gama de contaminantes existentes no meio” deveriam ser
priorizadas para investimento.

Entre 0os novos contaminantes, destacam-se 0s compostos
desreguladores enddcrinos. Segundo documento exarado pela OMS, um
composto desregulador endocrino (CDE) ¢ definido como “uma substancia ou
mistura que altera a(s) funcdo(des) do sistema enddcrino e consequentemente
causa efeitos adversos na salde de um organismo intacto, ou sua progénie, ou
(sub)populagdes™. A presenca de CDEs no meio ambiente, em especial nos
corpos de &gua, € uma preocupacdo crescente da sociedade e de instituicbes
governamentais e internacionais, como claramente revisto por BILA &
DEZOTTI?. Esta preocupacédo decorre do fato de que os CDEs podem afetar a
salide, o crescimento e a reproducdo de seres humanos e outros animais. Assim,
estes compostos necessitam ser detectados e quantificados, ao mesmo tempo que,
guando presentes em concentracbes acima das recomendadas, necessitam ser

degradados por meio de técnica avangada de tratamento.



Introducéo

1.2 — Estado da arte

Do ponto de vista ambiental, os estrogénios, naturais e sintéticos, e
alguns xenoestrogénios? sdo as classes de desreguladores enddcrinos que vém
merecendo maior destague, uma vez que suas ocorréncias no ambiente e seus
possiveis efeitos sobre a biota somente agora vém sendo elucidados. Os
estrogénios naturais mais conhecidos incluem, por exemplo, estrona (E1), 17p3-
estradiol (E2) e estriol (E3). Ja entre os estrogénios sintéticos destacam-se 0 17a-
etinilestradiol (EE2) e o dietilestilbestrol (DES), comumente utilizados como
contraceptivos orais (vide Tabela 1.1).

Atualmente, existem evidéncias convincentes de que a exposicao de
animais silvestres a niveis elevados de CDEs pode resultar em deficiéncias
reprodutivas e de desenvolvimento, tais como ma formacdo genital,
comportamento de acasalamento aberrante e insuficiéncia reprodutiva, entre
outras. Além disso, o impacto dos CDEs em animais abrange, também, um
desenvolvimento anormal da funcéo tiredide em passaros e peixes, além de
diminuicdo da fertilidade e alteracdes sexuais e imunoldgicas em crustaceos,
peixes, passaros e répteis. Em humanos, ha evidéncias de que diversas condi¢coes
patoldgicas (tais como o0s canceres de mama, testiculo e prostata e disfungdes

reprodutivas) sofram influéncias hormonais®.
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TABELA 1.1 — Estruturas quimicas dos estrogénios estrona,17-estradiol, estriol,

17a-etinilestradiol e dietilestilbestrol.

@ OH
GH, CH
HO HO
Estrona (E1) 17B-Estradiol (E2)
OH OH ~—
CH, CH, C—CH
OH
HO HO
Estriol (E3) 17a-Etinilestradiol (EE2)

Dietilestilbestrol (DES)

O principal meio de exposicdo a CDESs se da por meio da ingestdo de
alimentos contaminados. Especificamente no caso dos seres humanos, tem sido
estimado que mais de 90% dos CDEs séo absorvidas desta maneira?.
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As principais fontes de CDEs em aguas superficiais séo os efluentes
de estacBes de tratamento de esgoto (ETE) e/ou, no caso de paises onde parte
significativa das aguas residuais ndo é tratada, o esgoto bruto despejado nos
corpos aquaticos receptores. Assim, quando as aguas residuais sdo tratadas, a
presenca ou ndo de estrogénios naturais e sintéticos nas aguas resultantes esta
diretamente relacionada a eficiéncia dos processos de tratamento de efluentes e
de esgotos, e ainda tem sido relatado que ela ocorre na faixa de concentracgéo de
mg Ltang L1113

JANEX-HABIBI et al.* relataram a ocorréncia e o destino de quatro
estrogénios e cinco compostos alquilfendlicos em treze ETEs européias
(diferentes paises) com diversos tipos de processos de tratamento. Segundo estes
autores, do ponto de vista do impacto ambiental, a reducdo das concentracdes dos
CDEs decorrente dos processos de tratamento permite que seja obedecida a
regulamentacdo ambiental, dependendo do fator de diluicdo atingido ao se
descartar o efluente tratado.

As aguas subterraneas, fontes de agua potavel que podem ser contaminadas
por infiltragdo quimica atraves do solo, geralmente ndo requerem muitos estagios
de tratamento. Mas, frequentemente, essas aguas sdo sujeitas a etapas de
desinfeccdo, como, por exemplo, cloracdo. Na Figura 1.1 é ilustrado como ocorre

a contaminacao das aguas por hormonios.
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FIGURA 1.1 — Representacdo esquematica das principais vias de entrada de
horménios em sistemas aquaticos. Adaptada de REIS FILHO et al.’;
LINTELMANN et al.®.

Os estrogénios E1, E2 e EE2 tém recebido uma atencéo especial, pois
sdo continua e diariamente excretados no esgoto e ndo sdo completamente
removidos nas ETEs. Desta forma, esses CDEs séo langados continuamente nos
sistemas aquaticos e podem ser encontrados nas aguas superficiais, muitas vezes
usadas como suprimento de agua potavel?. Os estrogénios naturais sdo excretados
por mulheres e animais fémeas, e também, em menor quantidade, por homens,

conforme apresentado na Tabela 1.2. Essa excre¢do ocorre em grande parte na
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forma de conjugados polares inativos, predominantemente como glicuronideos e
sulfatos®.

TABELA 1.2 — Quantidade média diaria de estrogenos excretada na urina de
humanos (adaptado de BILA & DEZOTTI? e REIS FILHO).

Estrdgeno Excrecdo Excrecdo Excrecdo Excrecdo Excrecdo
masculina  feminina, na  feminina, feminina, na  feminina
/ ug menstruacao na menopausa / ug
/ ug gravidez / ug
/ug
17B-estradiol (E2) 1,6 3,5 259 2,3 -
Estrona (E1) 3,9 8,0 600 4,0 -
Estriol (E3) 1,5 4,8 6000 1,0 -
170-
Etinilestradiol - - - - 35
(EE2)

Os estrogénios sintéticos como o EE2, usados em anticoncepcionais
e terapias de reposicdo hormonal, merecem uma atencéo especial por serem mais
estaveis e resistentes a biodegradacéo.

Como ja elucidado, estrogénios presentes nos efluentes causam
efeitos relevantes aos seres vivos. Recentemente, SILVA et al.” realizaram um
estudo comparativo da exposicdo de peixes Zebra a uma mistura de perturbadores
enddcrinos presentes no rio Douro (Portugal), e uma solucdo padrdo de EE2 100
ng L~! por 21 dias. Em ambos os casos, constatou-se efeitos causados pelos CDES;
contudo, os autores destacam o grupo de peixes machos expostos as amostras
reais, devido a reducao de esperma. Peixes jovens da espécie Rutilus rutilus foram
expostos por 150 dias a concentragcfes gradativas de efluentes de ETE contendo
CDEs naturais e sintéticos, o que também resultou na feminizacdo de peixes
machos®. Em seguida, esses peixes foram expostos a dguas naturais por mais 150

dias, sendo que, como resultado, houve a reducdo da proteina vitelogenina no
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plasma; contudo, ndo se observou a alteracdo no sistema sexual feminizado,
indicando que o desenvolvimento da anomalia no sistema reprodutivo nao foi
revertida. Em outro estudo feito com peixes (espécie Pimephales promelas)
expostos a baixas concentracbes de EE2, foi observada a sintese da vitelogenina

apos apenas trés semanas de exposicao’®.

1.3 — Mecanismo de acdo dos CDEs

O sistema endocrino € um mecanismo complexo que coordena e
regula a comunicacao entre as células, constituido por combinag6es de glandulas
e hormonios, sendo responsavel pelas fungbes biol6gicas normais, como
reproducédo, desenvolvimento embrionario, crescimento e metabolismo®. Esse
sistema € acionado por reacdes das células nervosas a algum estimulo externo
(exemplos: fome, medo, etc.). Em outras palavras, o0 sistema nervoso envia um
sinal desencadeador a hipofise para liberar um determinado horménio, o qual
atuard sobre uma glandula enddcrina especifica, estimulando a producédo e
liberacdo do seu horménio especifico para a corrente sanguinea ou para acéo local.
Esses altimos hormonios produzidos levam instrugdes as celulas-alvos, onde se
ligardo a receptores especificos. O conjunto receptor-horménio interpreta a
mensagem hormonal e faz a transducdo, isto €, a transformacao do sinal numa
reacdo quimica que determinara o efeito hormonal®®. Segundo NOGUEIRA!, o
receptor interpreta a mensagem hormonal e faz a tradugdo mediante um de dois
processos distintos:

e ordena aos genes que produzam novas proteinas, o que causa efeitos a
longo prazo, como é o caso, por exemplo, do crescimento ou maturacdo
sexual e reprodutiva;

e altera a atividade de proteinas existentes na célula, provocando uma
resposta rapida por parte do organismo, que repercute, por exemplo, no

aumento do ritmo cardiaco ou na variacdo do nivel de agucar no sangue.
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A desregulacdo enddcrina ocorre, quando os CDEs interagem com
0s receptores de hormdnio, alterando a resposta padrdo do sistema endocrino e,
consequentemente, as fungdes vitais nos seres vivos. Na Figura 1.2 sdo ilustrados

dois mecanismos possiveis de atuacdo dos perturbadores endocrinos.

1

Os horménios encaixam-se
perfeitamente nos receptores e
transmitem sinais indispensaveis
as células.

2

Os perturbadores endécrinos
ocupam o lugar dos horménios
encaixando-se perfeitamente nos
receptores, enviam sinais
diferentes e fora de tempo as
células.

3

E por fim, os mesmos
perturbadores enddcrinos atuam
como bloqueadores dos sinais
normais dos horménios que
seriam enviados as células.

Horméonio Perturbador Receptor
FIGURA 1.2 — Mecanismos de atuacdo dos CDEs (figura reproduzida da ref. 12).

A alteracdo do sistema endocrino pode estar associada a
interferéncias na sintese, secrecdo, transporte, ligacdo e acdo ou eliminacdo de
hormonios naturais do organismo, conduzindo a uma nova resposta hormonal,
fraca ou forte, que resulta num sinal inexato para o corpo. Alguns CDEs podem
levar o organismo a desencadear, de um modo exagerado ou em tempo

inapropriado, a um estimulo falso (efeito agonista). Outros podem bloquear os
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receptores especificos a determinado hormonio, reduzindo ou anulando os
estimulos em certas partes do organismo que normalmente Ihe sdo sensiveis

(efeito antagonista)*®.

1.4 — Diamante

O diamante, além de seu atrativo como pedra preciosa, exibe, entre
diversas propriedades, a mais alta condutividade térmica a temperatura ambiente,
transparéncia em uma janela ampla de comprimentos de onda, rigidez e inércia a
maioria dos reagentes quimicos®®. Também é conhecido por ser o material mais
duro de formacdo natural, isto é, ndo pode ser riscado pode nenhum outro
material, exceto por ele mesmo. Apesar dessa gama ampla de propriedades
excepcionais, 0 sonho de obter diamante sintético somente foi alcancado e
concretizado na década de 1950, As condicOes basicas necessarias para a
formacédo do diamante natural € o aguecimento do grafite sob extrema pressao,
conhecido como técnica de crescimento sob alta pressdo e temperatura (high
pressure / high temperature growth technique; HPHT). Conforme relatado por
MAY?13, a General Electric foi a primeira empresa a produzir diamante industrial.
O processo baseava-se em comprimir grafite em uma prensa hidraulica a dezenas
de milhares de atmosferas sob aguecimento acima de 2000 K na presenca de um
catalisador metalico adequado. Devido a sua alta dureza e resisténcia, esse tipo de
diamante industrial é amplamente utilizado em processos industriais, como, por
exemplo, no corte e usinagem de componentes mecanicos e em polimento 6tico.
O inconveniente em relagdo a técnica HPHT é a formacdo de diamante como
monocristais com grande variagdo de tamanho (de nanémetros a milimetros), o
que limita suas aplicacBes. Nessa mesma década, em 1952, foi realizada pela
primeira vez a sintese de diamante por deposi¢do quimica por vapor (DQV),
usando um fluxo de metano sobre uma grade de diamante aquecida, contudo, com

baixa taxa de crescimento e quantidade significativa de grafite. Apds anos de
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pesquisa e aprimoramento dos reatores de DQV associados a filamento quente e
de plasma por micro-ondas, filmes finos de diamantes sdo sintetizados usando-se
diferentes protocolos®®. A deposicédo do filme de diamante em um reator de DQV
(Figura 1.3) pode ser feito em diferentes substratos, inclusive no proprio

diamante, a partir da ativacdo de uma fase gasosa introduzida de reator.

Reagentes:
em geral

H: + CH, " Regido 1

Regiao de ativagao
reacdes na fase gasosa:

H, 890 oH. \- Regido 2

J\

CHs + He —— CHase + CHye + CoHe + ... + H,

Fluxo e reagéo

= =

Py

J\

>- Regido 3

FIGURA 1.3 — Esquema geral do processo de deposicao de filmes de diamante, a

partir de uma fase gasosa, pelo método DQV (figura reproduzida da ref. 15).

Os gases injetados no reator (regido 1) passam pela regido de
ativacdo (regido 2), onde ocorre, inicialmente, a formacéo de hidrogénio atdmico,
e, em seguida, radical metila, principal precursor do crescimento do diamante por
DQV. Embora ocorra a formagdo de outros radicais, eles tém participacao
secundaria no mecanismo, sendo o hidrogénio atbmico e o radical metila as
principais espécies envolvidas no processo de crescimento do diamante. A
ativacao da mistura gasosa pode ser feita de diferentes maneiras: filamento quente

de tungsténio, plasma de micro-ondas, plasma de radio-frequéncia, chama de Oxi-
10
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acetileno, entre outras®®. Por difusdo (regido 3), as espécies chegam até o
substrato, com o inicio do processo de nucleacdo por uma camada intermediaria
de carbeto, formada pela reacdo entre o substrato e o radical metila, ou a partir de
grdos de diamante pelo método de semeadura. Independentemente do substrato
possuir ou ndao diamante previamente depositado no substrato, ocorrerd a camada
intermediaria de carbeto.

Os filmes podem ser depositados em diferentes substratos, sendo
silicio, molibdénio, tungsténio, platina e quartzo os mais comuns. No entanto,
deve-se considerar a tolerancia as altas temperaturas de deposi¢do (700 — 900 °C)
e a similaridade do coeficiente de expansdo térmica com o do diamante
(1,1 x 10° K1),

Os filmes de diamante podem ser sintetizados com duas morfologias
distintas: microcristalina e nanocristalina. A distingdo entre essas duas estruturas
estd relacionada ao didmetro de grdos, sendo de aproximadamente
> 2,0 pm e < 100 nm, para filmes microcristalino e nanocristalino,
respectivamente. Essas morfologias podem ser obtidas usando-se diferentes gases
precursores de sintese. Geralmente, comumente para os filmes microcristalinos
usa-se uma mistura de metano e hidrogénio, enquanto para filmes nanocristalinos,
é possivel usar uma mistura de somente metano e argonio?®.

Quando um filme de diamante é apropriadamente dopado, passa a ser
condutor, sem perder todas as propriedades mencionadas, o que o torna, um 6timo

candidato em diferentes areas da Quimica, em especial, a Eletroquimica.
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1.4.1 — Diamante dopado com boro

O filme de diamante sintético, quando dopado com boro, pode
adquirir propriedade condutora em um intervalo de semicondutor a semimetalico,
dependendo do nivel de dopagem?’. O boro é incorporado no filme durante a
sintese, geralmente por um composto volatil de boro, como, por exemplo, trimetil
borato, em propor¢cdes variando entre 10 — 10000 ppm. Dessa forma, a
resistividade do eletrodo resultante esta diretamente atrelada ao nivel de dopagem
com boro no filme, variando desde 10* Q cm (para um teor de boro préximo a
108 cm3) até décimos e mesmo milésimos de © cm (para teor de boro nos filmes
proximo a 102t ¢cm=)!8, Filmes de diamante dopado com boro (BDD) para
aplicacbes em Eletroquimica devem apresentar, primeiramente, condutividade
estavel, robustez quimica e processo de producéo econdmico. Eletrodos de BDD,
fabricados pelo método de DQV, apresentam caracteristicas promissoras para
serem usados em uma ampla gama de aplicacdes eletroquimicas, por exemplo:
tratamentos de aguas, eletrossintese organica e inorganica e eletroanalise.

A versatilidade de aplicacbes do filme de BDD deve-se,
principalmente, as suas excelentes propriedades eletroquimicas. Em solugtes
aquosas, por exemplo, o eletrodo de BDD possuil®: (i) corrente de fundo
(background current) baixa e estavel, (ii) ampla janela de potencial, (iii)
repetibilidade de sinal para diversas moléculas redox, sem necessidade do uso de
extensos pré-tratamentos, (iv) microestrutura da superficie e morfologia estaveis
acima da janela de potencial, e (v) fraca adsorcdo de moléculas polares na
superficie do eletrodo, com terminacbes de hidrogénio, ao contrario do
comumente observado para outros materiais.

Essas caracteristicas do eletrodo de BDD séo superiores as de muitos
outros materiais a base de carbono, como € o caso dos eletrodos de carbono vitreo
e HOPG (grafite pirolitico altamente orientado — highly oriented pyrolyitc

graphite}”?° e o tornam um excelente candidato para uso no monitoramento e
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tratamento de aguas. 1sso ocorre, em parte, devido a superficie do eletrodo de
BDD ser relativamente ndo polar, quando com terminag6es em hidrogénio, e por
ndo possuir sistema estendido de elétrons m, que pode promover as interagdes n—
7 com uma molécula adsorvida.

Filmes de BDD recém-produzidos comumente possuem a superficie
com terminacOes em hidrogénio, dada a atmosfera rica em hidrogénio nos
reatores. SUFFREDINI et al.?! chamaram atencéo para a grande influéncia do tipo
de terminacédo superficial do eletrodo BDD sobre a sua resposta eletroquimica
para alguns analitos. Por exemplo, no caso de clorofendis, esta resposta s6 €
significativa se a superficie do eletrodo tiver predominéncia de terminacfes de
hidrogénio, o que pode ser conseguido por pré-tratamento eletroquimico
adequado. Posteriormente, SALAZAR-BANDA et al.?? relataram que filmes de
BDD originalmente terminados em hidrogénio sofrem variagcdo nas suas respostas
eletroguimicas quando expostos ao ar por longos tempos, sendo que a extensdo
desta variacdo depende do nivel de dopagem do eletrodo. Isto foi explicado como
decorrente de um aumento das terminacGes por grupos de oxigénio, em
substituicdo a terminagGes por hidrogénio, o que ocorre em maior grau a medida
que a dopagem do BDD decresce. Mais recentemente, em diversos trabalhos
desenvolvidos na propria UFSCar?*-33, constatou-se que a resposta eletroquimica
de eletrodos de BDD para diferentes analitos, em especial a resposta
eletrooxidativa, € melhorada se a superficie do eletrodo é preferencialmente
terminada em hidrogénio. Em outros casos3+3¢, melhor resultado foi obtido com
superficie terminada preferencialmente em grupos de oxigénio. Para ambos
comportamentos, o tipo preferencial de terminacédo superficial adequado tem sido
obtido por polarizacGes eletroquimicas, anoddica (terminacGes em oxigénio) ou

catddica (terminacdes em hidrogénio)??*'.
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1.5 — Deteccdo eletroquimica dos perturbadores endocrinos

Segundo o Atlas de Saneamento 201138, divulgado pelo IBGE no
inicio de outubro de 2013, o Brasil continua com um grande déficit de infra-
estrutura em saneamento. Em 2008, apesar de 99,4 % dos municipios contarem
com servico de abastecimento de &gua por rede geral de distribuicdo, somente
29,0% dos municipios coletavam e tratavam o esgoto doméstico, 26,0% s0
dispunham do servico de coleta e em 45,0% dos municipios 0 esgoto ndo era
coletado. Mesmo na Regido Sudeste, apenas 48,0% dos municipios tinham coleta
e tratamento de esgoto, 47,0% somente coletavam e em 5,0% dos municipios nao
havia sequer o servico de coleta. Tendo em vista esses parametros, além de haver
necessidade dos municipios brasileiros avancarem no tratamento do esgoto
domestico, eles devem buscar tecnologias eficientes para a detec¢édo e tratamento
dos CDEs, os quais, em geral, sdo resistentes aos processos de tratamento
utilizados atualmente.

Muitos trabalhos encontrados na literatura apresentam resultados
promissores na deteccdo e quantificacdo de CDEs utilizando técnicas de
cromatografia liquida (LC) com diferentes tipos de detectores®®°,

SODRE et al.** desenvolveram e validaram um método de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) para a
determinacéo de estrogénios e xenoestrogénios em aguas superficiais, atingindo
limites de quantificacdo entre 0,1 e 3,1 ng L™t. O método estudado foi empregado
com sucesso na determinacdo dos niveis de estrogénios e xenoestrogénios em
amostras coletadas no Rio Atibaia (Estado de Sdo Paulo), com concentracGes
variando de 2,2 a 39 ng L. DI CARRO et al.*? estudaram a determinacéo de
cinco CDEs (4-n-nonilfenol, bisfenol A, estrona, 17p-estradiol e 17a-
etinilestradiol) em &guas, utilizando LC-ESI/MS/MS com diferentes colunas.
Obtiveram limites de quantificacdo e deteccdo entre 0,14 € 0,30 ngmL*e 0,46 e

0,98 ng mL?, respectivamente. Em amostras reais (aguas de entrada e saida da
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planta de tratamento de &gua potavel de Liguria — Italia), os CDEs (exceto 17a-
etinilestradiol) foram detectados somente na agua de entrada.

Muitas vezes usa-se cromatografia gasosa (CG) acoplada a outras
técnicas para a identificacdo dos CDEs; contudo, a derivacdo desses compostos é
uma etapa necessaria para melhorar a seletividade e sensibilidade. Normalmente,
essa etapa é realizada em blocos de aguecimento, banhos de areia ou fornos, por
30-90 min, em altas temperaturas*®®. A técnica CG-MS fornece informacdes
analiticas uUteis para a identificacdo e quantificacdo desses compostos. Entretanto,
requer procedimentos de tratamento prévio das amostras (por exemplo, pré-
purificacdo, fracionamento, hidrélise e derivacdo), os quais limitam e tornam
complexas as analises em amostras reais. Nesse mesmo Viés, deteccdo por
fluorescéncia e UV também tém sido utilizada*’. Quando compara-se 0os métodos
LC e CG, o mais sensivel e preciso é o LC. Por outro lado, LC acoplado a detector
eletroquimico (LC-EC), além de ter um menor custo em comparacdo aos
detectores mais comumente utilizados, permite obter altos niveis de precisédo e
detectabilidade®.

Diferentes tipos de eletrodos s&o utilizados como detector
eletroquimico acoplado a LC na deteccdo dos mais diferentes compostos
organicos. Como detector em LC ou simplesmente como sensor eletroanalitico,
os eletrodos mais comumente utilizados sdo os de carbono vitreo*®>145 HOPG®,
BDD!9:3234365354 o outros carbonos tipo diamante (diamond-like carbon —
DLC)3%5%%, Até onde pudemos averiguar, inexistem trabalhos na literatura que
relatem a deteccdo de hormonios naturais e sintéticos via a técnica LC-EC
utilizando um eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente.

VEGA et al.>!, usando um eletrodo de carbono vitreo modificado
com nanotubos de carbono como sensor acoplado a um aparelho de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (LC-EC), estudaram a deteccdo de compostos fendlicos
com atividade estrogénica, entre eles o 17p3-etinilestradiol, para o qual obtiveram

um limite de deteccéo de 0,340 pmol L. JA SANTOS et al.>” usaram um eletrodo
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de BDD para a determinacéo de estriol, por voltametria de onda quadrada, em um
produto farmacéutico e em urina de uma mulher gravida. Em condicdes
experimentais otimizadas, obtiveram uma resposta linear entre a corrente do pico
de oxida¢do e a concentragdo, com um limite de detec¢do de 0,17 pmol L7
ademais, obtiveram bons resultados na determinagdo de estriol em um produto
farmacéutico (comprimido) e em urina, sem qualquer pré-tratamento da amostra.

PIWOWARSKA et al.*® determinaram compostos estrogénicos
(entre eles E1, E2 e E3) em amostras de 1 mL de soro de uma mulher gravida,
também usando LC-EC com um eletrodo de carbono vitreo como sensor anddico
para a deteccdo desses compostos. Baixos limites de detec¢do e quantificacdo
foram obtidos, variando nas faixas 0,18 — 0,30 ug L e 0,23 — 0,92 ug L1,
respectivamente.

Métodos de determinacdo de farmacos usando eletrodos de BDD
também foram desenvolvidos em colaboracdo com nosso grupo de pesquisa ou
em outros laboratérios. ANDRADE et al.** desenvolveram e validaram um
método de LC multidimensional para a determinacdo simultanea de
sulfametoxazol (SMX) e trimetoprima (TMP) em leite bovino. Usaram uma
coluna de limpeza (RAM) em linha acoplada com deteccdo amperometrica com
um eletrodo de BDD. As amostras pre-preparadas de leite desnatado foram
injetadas diretamente em uma coluna RAM octil-BSA para remover proteinas
que, caso contrario, poderiam interferir na analise do leite. SMX e TMP foram
detectados amperometricamente em 1,25 V vs. Ag/AgCIl (KCI 3,0 mol L™).
Resultados com boa linearidade foram obtidos nas faixas de concentracdo de 50
— 800 pg Lt e 25 — 400 ug Lt para SMX e TMP, respectivamente, com limites
de detecgdo de 25,0 ng Lt e 15,0 ug L1, respectivamente. Cabe destacar que ndo
foi observado nenhum envenenamento do eletrodo de BDD durante os
experimentos, com varias horas de duracéo.

ANDRADE et al.?? também desenvolveram um método baseado em

sistema de multicomutacéo de parada de fluxo (FIA por multicomutacédo) para a
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determinacdo simultanea de SMX e TMP em formulacbes farmacéuticas por
voltametria de pulso diferencial com um eletrodo de BDD pré-tratado
catodicamente (a fim de se obter terminacgdes superficiais de hidrogénio). Baixos
limites de detecgdo (16,5 ug L e 18,3 ug L) e quantificacdo (55,1 ug Lt e
61,1 ug L) foram obtidos para SMX e TMP, respectivamente.

Conforme exposto acima, sdo diversas as formas de se detectar e
quantificar compostos organicos; contudo, mesclar e associar essas técnicas pode
levar a uma reducdo do custo de andlise, uma vez que reagentes, tempo e
equipamentos sdo parametros e ferramentas fundamentais para obtencédo de bom
desempenho com alta sensibilidade. Cabe destacar que os processos de oxidacéo
e deteccdo de estrogénios, naturais e sintéticos, estdo diretamente alinhados as
caracteristicas do material de eletrodo; como j& mencionado, as propriedades do
eletrodo de BDD o tornam também um excelente candidato no uso como um

detector eletroquimico.

1.6 — Tratamentos utilizados na degradacdo dos perturbadores endécrinos

Apesar dos compostos desreguladores enddcrinos serem detectados
no ambiente em baixas concentracdes (ng Lt — pug L), ainda geram grande
preocupacéo, por serem biologicamente ativos e poderem desencadear diferentes
reacGes em organismos aquaticos com receptores enzimaticos compativeis.

Existem diversos métodos para o tratamento de poluentes organicos
antes de serem descartados no ambiente. No caso de efluentes aquosos, 0s
principais métodos s&o®®:

e Fisico-quimicos: adsorcdo, coagulacdo, filtracdo e troca
i0nica;

e Quimicos: ozonizacao e emprego de ions hipoclorito;

e Processos oxidativos avancados (POAS): emprego de reagente

de Fenton e fotocatalise;

17



Introducéo

e Biologicos: lodo ativado, emprego de culturas mistas (aerdbias
e anaerobias) e de culturas isoladas (fungos e bactérias);

e Enziméticos;

e Eletroquimicos: eletrocoagulacdo, reducdo eletroquimica,
oxidacéo eletroquimica, eletrooxidacéo indireta por oxidantes
e processos foto-assistidos.

Apesar dos métodos bioldgicos serem mais frequentemente
empregados, relatos de estudos de biodegradacdo de varios CDEs revelam que as
taxas de remocdo sdo, em geral, insignificantes 4 ou na faixa de 5 a 100% para
sistemas convencionais de lodo ativado associados ou ndo a processos
quimicos®®-"3. Entretanto, cabe ressaltar que em todos estes trabalhos os efluentes
continham o 17B-estradiol e que, em muitos deles, longos periodos de tempo de
tratamento foram requeridos.

Os processos oxidativos (Os/H,0,, fotocatalise com TiO,, H,0,/UV,
Cl,) e a ozonizacdo tém se mostrado tecnologias bastante promissoras para a
oxidacdo do 17B-estradiol visando o tratamento de agua e esgoto domestico.

JIANG et al.”* estudaram a degradacdo oxidativa do estrogénio
natural 17p-estradiol (E2) por MnO, em solugdo aquosa, bem como a provavel
rota de degradacdo. Encontraram que E2 pode ser degradado pelo MnO,, com
uma velocidade de degradacéo que afastou-se daquela de uma cinética de pseudo-
primeira-ordem devido ao acumulo dos produtos da rea¢do na superficie do 0xido
e uma mudanca gradual na distribuicdo de sitios superficiais para sitios menos
ativos. A quantidade de MnO, teve um efeito positivo na oxidacdo do E2, e ambas
a velocidade inicial de reacdo e a adsorcdo do E2 na superficie do oOxido
aumentaram com o decréscimo do pH.

ZHANG & ZHOU™ relataram que a fotodegradacéo dos estrogénios
E1l e E2, auxiliada pelo catalisador TiO,, € possivel usando radiacdo solar;
entretanto, a fotodegradacéo foi mais eficiente usando radiacdo UV, devido a forte

absorbancia de energia UV pelos EDCs. Na presenca de radiagdo solar, este
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processo tambem independia da concentracdo inicial e da matriz, sugerindo o
grande potencial desta técnica no tratamento de outros poluentes organicos
presentes em aguas residuarias ou naturais.

LIN et al.”® relataram uma investigagdo do processo de oxidacgdo de
E1, E2 e dietil-estilbestrol (DES) em solugOes aquosas (pH 3-9) via ozonizagéo,
com eficiéncia de degradacdo de 94% para E1 e 100% para E2 e DES no pH 9.
Durante a oxidacao dos estrogénios, observou-se decréscimo do pH e aumento da
condutividade elétrica. A quantidade de CO, gerada foi medida em diferentes
intervalos para investigar o grau de mineralizacéo e a relacéo entre a eficiéncia de
mineralizacdo e a eficiéncia de degradacdo. Depois de 10 min, a eficiéncia de
degradacdo para os trés estrogénios foi de quase 100%, porém a mineralizacao
para E1, E2 e DES foi de somente 6,06%, 13,6% e 47,1%, respectivamente.

Embora essas técnicas apresentem resultados promissores, ha alguns
inconvenientes, tais como, no caso da 0zonizacao, seu alto custo de producéao além
das limitacdes por transferéncia de massa do Oz gasoso a fase aquosa. Ja no caso
da fotocatélise, os principais inconvenientes sao aqueles de ordem prética, ou seja,
das dificuldades de aplicacao em larga escala, de penetracao da radiagdo no meio
reacional e de separacdo dos catalisadores que séo utilizados na forma de finas
suspensdes. Nesse sentido, os métodos de tratamento eletroquimico configuram-
se como uma alternativa promissora. Dependendo do material de eletrodo,
compostos aromaticos podem ser diretamente mineralizados em um processo
onde o principal reagente envolvido é o elétron, que € um regente limpo e, em

geral, ndo sdo necessarios reagentes extras®.

1.7 — Oxidacdo eletroguimica dos poluentes organicos: fundamentos e

aplicacéo

No tratamento eletroquimico de efluentes, o processo oxidativo dos

poluentes organicos pode ocorrer de diferentes formas na superficie do eletrodo,
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removidos por’”: (i) eletrélise direta, onde ocorre a troca direta de elétrons entre
0 poluente e a superficie do anodo, sem envolver nenhuma outra substancia; (ii)
eletrolise indireta, onde, neste caso, ndo ha troca direta de elétrons com a
superficie do anodo, mas com espécies eletroativas presentes na solugdo. Neste
caso, por oxida¢ao indireta mediada por radicais hidroxila (*OH) e/ou por outras
espécies oxidantes advindas de sais inorganicos. Deste modo, a eletrdlise pode ser
um processo reversivel ou irreversivel, e 0 agente redox também pode ser gerado
por ambos 0s processos, anodico e catodico.

No processo de oxidacdo dos poluentes organicos por eletrolise
direta, eles séo oxidados somente depois de sua adsorcdo na superficie do eletrodo
utilizado como anodo, com a transferéncia direta de elétrons, seguindo a equacgéo
abaixo, onde Ras € Pags representam o reagente e o produto adsorvido,

respectivamente.

Raas — ze~ = Py, Equacéo 1

Segundo PANIZZA & CERISOLA", a eletrooxidacdo direta de
poluentes organicos pode ser realizada em potenciais de eletrodo abaixo do da
reacdo de desprendimento de oxigénio (RDO); no entanto, dependendo da
atividade eletrocatalitica do material utilizado como anodo, a velocidade de
reacdo pode apresentar baixa velocidade de oxidacdo. Os materiais que se
destacam por apresentarem altas taxas de reacdo eletroquimica sdo 0s metais
nobres Pt e Pd, assim como os anodos de 1rO;, RuxTiyO,, IrTiyO, e PbO,. Porém,
em potenciais de eletrodo abaixo do da RDO, observa-se um decréscimo da
atividade catalitica desses anodos, causado por efeito de envenenamento devido a
formacdo de uma camada polimérica na superficie do eletrodo. Esse efeito de
desativacdo, também depende de outras variaveis como as propriedades de
adsorcdo da superficie do anodo, a concentracdo do poluente e a natureza do

composto organico de interesse juntamente com as de seus intermediarios de
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degradacdo. O decréscimo da atividade eletrocatalitica € menos pronunciado, em
especial, para os eletrodos que apresentam fraca adsorcéo.

A eletrooxidacdo dos poluentes organicos envolve a transferéncia de
oxigénio da agua para os poluentes. Inicialmente, aplicando-se potenciais acima
daRDO (E > 1,23V /EPH), a oxidacdo da agua leva a formacao de radicais *OH

adsorvidos nos sitios ativos M do eletrodo, conforme apresentado abaixo?®:

M) + HyO0q) = M(* OH)gqs + Higyy + €7 Equacéo 2

Esses radicais *OH adsorvidos na superficie do eletrodo reagem com

a molécula organica de interesse (R) presente na solucdo aquosa:
XM (e OH)qqs + Raqy = XM + subprodutos + yH@G,) + ye~ Equacéo 3

Esta reacdo de eletrooxidacdo dos compostos organicos compete com

reacdo de descarga anddica desses radicais, formando oxigénio molecular:
1 _ ~
M(e OH)qas = M(s) + 5029 + Hig + e Equacdo 4

A atividade eletrocatalitica dos radicais *OH esta diretamente
atrelada ao tipo de sua interacdo com a superficie do eletrodo (M). Como regra
geral, quanto mais fraca a interacdo dos radicais *OH com o material de anodo,
menor a atividade eletroquimica para a RDO (reagdo 4 é pouco pronunciada),
favorecendo a oxidacdo dos compostos organicos (reagdo 3). KAPALKA et al.™
classificaram diferentes materiais de eletrodo utilizados como anodo
considerando seus poderes de oxidacgdo — vide Tabela 1.3. O potencial de oxidacgéo
dos anodos, que corresponde ao potencial inicial da RDO, esta diretamente
atrelado ao sobrepotencial de evolucdo de oxigénio e a entalpia de adsorcdo dos
radicais hidroxila na superficie do anodo. Portanto, o poder de oxidacdo de um
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anodo sera maior quanto mais alto for o sobrepotencial para a RDO. Desse modo,
um anodo de baixo poder oxidante é caracterizado pela forte interacdo do radical
*OH com o eletrodo, levando a uma alta atividade eletroquimica para a RDO
(baixo sobrepotencial do anodo) e uma baixa reatividade quimica para a oxidacao
da molécula organica (baixa eficiéncia de corrente para oxidacdo de compostos
0rganicos).

Em certos materiais de eletrodo, a interacao dos radicais *OH com a
superficie pode ser tdo forte, que passa a fazer parte da estrutura cristalina do
oxido, formando espécies com estados de oxidacdo superiores, como, por
exemplo, o composto IrO, que passa a IrO; (Equacdo 5). Esses Oxidos, séo
conhecidos como materiais “ativos”, por participarem efetivamente da reagao de
oxidacdo do composto organico, devido a formacdo do par redox MO/M
(Equacédo 6), que compete com a RDO (Equacdo 7). Em contrapartida, o0s
materiais cujo radicais *OH estao fraca e fisicamente adsorvidos na superficie do
eletrodo sdo conhecidos como “ndo-ativos”*#0,

TABELA 1.3 — Poder de oxidacdo dos anodos utilizados durante a oxidacao

eletroquimica em meio 4cido’®

Potencial  Sobrepotencial a(ljisrgtflg(l)a da?a Poder de
Anodo de oxidacdo paraa RDO/ §ao p oxidacao do
IV V a especie anodo
M(*OH)
RuO,-TiO; 14-17 0,18 Quimiossorgéo
(ADE*-Cl,) N
IrO,-Ta0s 15-18 0,25
(ADE*-0,)
Ti-Pt 1,7-19 0,3
Ti/PbO; 1,8-2,0 0,5
Ti/SnO,-Sh,0; 1,9-2,2 0,7 U AU
p-Si/BDD 2,2-26 1,3 Fisiossorcao

*ADE: anodo dimensionalmente estavel
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M(‘ OH)(S) - MO(S) + H(Zq) + e Equa(;é.05
MO(S) + R(aq) - RO(aq) + M(s) Equa(;€106

1 ~
MOy — Mg + 502( 9 Equacao 7

Como pode ser visto na tabela acima, o eletrodo de BDD apresenta
um alto poder de oxidagdo. Assim, o uso de eletrodos de BDD para oxidacao
anodica de poluentes toxicos e biologicamente refratarios tem recebido grande
atencdo, conforme revisado por PANIZZA & CERISOLA"8 e ALFARO et al.®,
Entretanto, pouca atencdo tem sido dada ao tratamento eletrogquimico de
efluentes/solucbes que contém estrogénios naturais. Na literatura, encontrou-se
apenas alguns trabalhos (e somente nos ultimos anos) relacionados a degradacao
eletroquimica de alguns estrogénios utilizando eletrodos de BDD?83%° Tj-Pt8>86
Ti/lrO, (DSA)® e Ti/SnO,%".

MURUGANANTHAN et al.® estudaram algumas varidveis na
degradacédo eletroquimica do 17pB-estradiol (E2): concentracdo inicial de E2,
densidade de corrente aplicada, eletrolito suporte (Na,SO,, NaNO3; e NaCl), pH
inicial do eletrolito (pH 2-10) e anodos usados (BDD, Pt e carbono vitreo).
Usando BDD, observaram que a eletrolise realizada em alto potencial anddico
resulta na completa oxidacdo de E2, sendo que cinética para o processo de
degradacéo foi de pseudo-primeira-ordem, observada através do decaimento da
concentracdo do E2 em funcéo da densidade de corrente aplicada (12,5 mA cm™2
< lappi < 50 MA cm2). Em relagdo ao pH, em pH 10, obtiveram 100% de
degradacéo de E2 ap0s apenas 7,5 min de eletrolise. Segundo os autores, a rapida
degradacdo em pH 10 pode ser atribuida ao valor de pK; de E2, 10,4. No estudo

comparativo dos anodos utilizados, observou-se um curto periodo de tempo de
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eletrolise na degradacdo do E2 quando se utilizou o0 BDD (30 min); porém, para
os eletrodos de carbono vitreo e Pt, tempos maiores foram necessarios (120 min)
e, mesmo assim, as moléculas de E2 nao foram totalmente degradadas (22% e
90%, respectivamente).

Em outro trabalho, YOSHIHARA & MURAGANANTHAN?®
estudaram a degradacao anddica dos CDEs 17B-estradiol (E2) e bisfenol A (BFA),
utilizando um eletrodo de BDD e investigando o efeito das mesmas variaveis ja
estudadas por MURUGANANTHAN et al.®. Os estudos cinéticos sugerem que
a reacdo de eletroxidacdo destes CDEs é controlada pela densidade de corrente e
obedecem a uma cinética de pseudo-primeira ordem. A eletrolise feita em pH 10
foi mais rapida para ambos CDEs; segundo 0s autores, isso pode ser atribuido aos
valores de pK, das moléculas (10,4, para E2, e 9,59 e 10,20, para BFA). Nenhum
efeito significativo foi observado para os eletrolitos suporte Na,SO, e NaNOs,
indicando que anions S,0g? ndo sdo capazes de degradar os intermediarios mais
resistentes. Por outro lado, uma eficiéncia de mineralizacdo muito baixa foi
observada quando NaCl foi utilizado como eletrdlito suporte. Em estudo
comparativo de eletrodos de trabalho (BDD, Pt e carbono vitreo) em condicdes
similares, o0 BDD apresentou melhores resultados para a mineralizacdo dos
compostos.

Em trabalho publicado recentemente por CHEN & HUANG?® sobre
a eletrodegradacdo de estriol (E3), alguns parametros operacionais ([E3],
densidade de corrente e temperatura) na eletrodegradacdo do E3 foram
investigados utilizando eletrodos de BDD, Ti/Pt e Ti/lrO,. Os estudos cinéticos
apresentaram cinética de pseudo-primeira ordem para o eletrodo de BDD. No
estudo comparativo entre eletrodos, o decaimento relativo de E3 foi
consideravelmente rapido, 100% em apenas 8 min, utilizando o eletrodo de BDD,
enquanto para os eletrodos de Ti/Pt e Ti/lrO, foram necessarios 30 min, isto €, um
tempo aproximadamente quatro vezes maior em relagdo ao para o eletrodo de
BDD.
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1.8 — Objetivos

Considerando o exposto acima, os objetivos desta tese sao:

1) Desenvolver método eletroanalitico para a determinacdo do estrogénio
natural estrona (compostos desreguladores enddcrinos), em baixa

concentracdo em meio aquoso;

2) Investigar a degradacdo eletroquimica de estrona, utilizando anodos de
diamante dopado com boro, na auséncia e na presenca de ions cloreto na

solucdo, com estudo mecanistico.
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2 —Material e Métodos

2.1 — Caracterizacgdo e deteccdo eletroquimica

2.1.1 — Eletrodos

Os eletrodos de BDD utilizados como eletrodos de trabalho foram
produzidos na Suica, pela empresa “Adamant Technologies S.A.” ou pelo “Centre
Suisse d’Eletronique et d’Microtechnique”. Medidas comparativas foram
realizadas com um eletrodo de carbono vitreo (CG) produzido no Japéo, pela
empresa Tokai Ltd. Os eletrodos utilizados apresentam &rea geométrica de
0,32 cm?, com valor estimado de dopagem de 8000 ppm de boro. Como eletrodo
auxiliar, utilizou-se um placa de platina com area de aproximadamente 2 cm?.
Como eletrodo de referéncia, utilizou-se um eletrodo de Ag/AgCl
(KCI 3 mol L), produzido no préprio laboratério (LaPE — Laboratério de

Pesquisas em Eletroquimica, DQ-UFSCar).

2.1.2 — Celula eletroquimica

As medidas eletroquimicas foram realizadas em uma célula
eletroquimica de wum dnico compartimento, com capacidade para
aproximadamente 50 mL de solucdo eletrolitica, contendo uma tampa com

entradas para trés eletrodos e outra para a adi¢do do analito.
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2.1.3 — Reagentes e solucgdes

Todos o0s reagentes utilizados nos experimentos eram de pureza
analitica (PA), e todas as solu¢bes foram preparadas em agua destilada e
deionizada (Milli-Q®).

Na caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos, utilizou-se uma
solucdo do par KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 1,0 mmol L (Mallinckrodt 99,96% /
Sigma Aldrich 99,99%) em H,SO,4 0,5 mol Lt (EMD Chemicals Inc. 95 — 98%).
As solugOes estoque de estrona (Sigma 99%), por outro lado, foram preparadas
nas concentracdes de 1,1 x 103 mol Lt e 1,6 x 10 mol L, em metanol, por
questao de solubilidade.

Foi preparada uma solucdo-tampdo de Britton-Robinson (B-R)
0,1 mol L, utilizando-se acido acético (Merk 100%), acido boérico (Acros
Organics 99,5%) e acido fosforico (Mallinckodt 85%), todos em concentracao de
0,1 mol L; a correcdo de pH foi feita com uma solucédo de hidréxido de sédio
0,1 mol L™t. Também preparou-se uma solucdo-tampéo de fosfato de potassio
monobaésico anidro (Synth 99%) 0,1 mol L; neste caso, correcdes de pH foram
feitas com solugdes de hidréxido de potassio 0,1 mol L™ e de &cido sulfurico (J.T.

Baker 98% "/,) em diferentes concentragGes.

2.1.4 — Tratamento de superficie dos eletrodos

As terminacdes na superficie de eletrodos de BDD podem apresentar
grande influéncia na sua resposta eletroquimica. Com base em alguns estudos
realizados pelo grupo?%343724-21.88533630-33 = gptoy-se realizar a polarizacdo
catddica nos eletrodos de BDD. Consequentemente, no inicio de cada dia de
trabalho, eram realizados pré-tratamentos anodico e catddico, nesta ordem, antes

de realizar as medidas de caracterizagéo do eletrodo e deteccdo da estrona. Assim,
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no pré-tratamento anddico, aplicava-se uma densidade de corrente (j) de
500 mA cm~2 durante 60 s (g = 9,6 C). Em seguida, no pré-tratamento catédico,
aplicava-se j = -500 mA ¢cm=2 em um intervalo de tempo seis vezes maior que o
utilizado no pre-tratamento anddico, 360 s (. = -57,6 C); espera-se que, com este
intervalo de tempo maior de pré-tratamento catodico, seja garantida a retirada de
grupos oxigenados da superficie do eletrodo, substituidos simplesmente por
terminacdes de hidrogénio. A polarizacdo anddica, neste caso, foi utilizada para
oxidar eventuais compostos organicos contaminantes presentes na superficie do
eletrodo.

O procedimento de limpeza para o eletrodo de GC foi seguido de
acordo com um protocolo ja estabelecido no laboratério do Professor Greg M.
Swain®. Antes de cada medida, realizava-se o polimento da superficie do eletrodo
com alumina em ordem decrescente de tamanho de gréos (1,0, 0,3 € 0,05 pum). A
alumina era umedecida com agua ultrapura e o polimento era realizado em feltros
de polimento individuais (Buehler Ltd.). Depois de cada etapa de polimento, o
eletrodo recebia um tratamento de limpeza em &gua deionizada em um banho
ultrassdnico por 10 min. Ao final da etapa de limpeza, repetia-se o procedimento

por mais 20 min no banho ultrassénico, agora contendo isopropanol ultrapuro.

2.1.5 — Equipamentos e técnicas de caracterizacao

A seguir, estdo descritos as técnicas e equipamentos usados na parte
deste trabalho desenvolvida no laboratério do Prof. Swain na Universidade
Estadual de Michigan (MSU):

e MEV - a morfologia dos eletrodos foi examinada usando um microscépio
eletrénico de varredura da Jeol (JSM-7500, Jeol Ltd., Japdo), com um

canhdo de campo de emissdo de aceleracdo com voltagem de 5 kV. Um

28



Material e Métodos

segundo detector de elétrons foi usado para detectar a imagem da
superficie.
AFM — a topografia dos filmes foi investigada usando um microscépio

Nanoscope Il da Digital Instruments (EUA) no modo de contato. Imagens

foram adquiridas a temperatura ambiente. Agulhas de SisN, foram

montadas em vigas de ouro (pernas triangulares de 120 pum, constante de
mola de 0,38 N m™).

RAMAN — a microestrutura dos filmes foi analisada por espectroscopia de
Raman. Os respectivos espectros foram obtidos a temperatura ambiente
usando um espectrémetro Chromex Raman 2000, equipado com um laser
Nd:AYG (A =532 nm). As amostras foram expostas a um laser de 17 mW
(tamanho do ponto de ca. 3 um) para um tempo de integracao de 10 s. Os
sinais foram coletados em um detector de dispositivo de carga acoplada
(charge-coupled device — CCD) na temperatura de —38 °C. A calibracdo do
espectrometro foi realizada com um pedaco de cristal de diamante, padréo
do tipo lla.

Caracterizacdo da resposta eletroquimica do eletrodo utilizando o par
KsFe(CN)s/K4Fe(CN)g, do comportamento eletroquimico da estrona em
diferentes superficies de eletrodo e sua detec¢do usando um sistema em
fluxo foram realizadas com um potenciostato 650B (CH Instruments,
EUA).

Nos experimentos para a deteccdo eletroquimica da estrona (Brasil),

foram feitos estudos utilizando as voltametrias ciclica, de pulso diferencial e de

onda quadrada. Para tanto, foi utilizado um potenciostato/galvanostato

PGSTAT30 — Echochemie, interfaciado a um microcomputador para aquisicao e

registro de dados.
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Nas pesagens, utilizou—se uma balanca analitica Sartorius modelo
CP225D, para a estrona, e uma balanca analitica Mettler Toledo modelo AB204,

para 0s demais reagentes solidos.

As medidas de pH das solugbes foram feitas utilizando-se um

pHmetro Micronal modelo B374.

2.1.6 — Metodologia eletroanalitica

2.1.6.1 — Voltametrias ciclica, de pulso diferencial (differential pulse voltammetry
— DPV) e de onda quadrada (square wave voltammetry — SWV)

Inicialmente, utilizou—se a técnica de voltametria ciclica para obter o
perfil voltamétrico do eletrodo de BDD em solucdo de eletrolito suporte e do
estrogénio natural estrona através do pico de oxidacdo em uma determinada regido
de potencial, além da escolha do melhor eletrélito suporte e seu pH. Também,
investigou-se as potencialidades de uso das técnicas eletroquimicas de SWV e
DPV no desenvolvimento de um procedimento para a determinacao
eletroanalitica da estrona. Alguns parametros fisicos das técnicas SWV
[frequéncia de aplicacdo do pulso (f), amplitude de potencial (a) e incremento de
varredura (AE)] e DPV [velocidade (v), amplitude de potencial (a) e tempo de
modulagcdo do pulso (t)] foram minuciosamente otimizados visando obter
melhores respostas de sinal de corrente do processo de oxidagdo da estrona na
superficie do eletrodo de BDD.

Para a realizagdo dessas medidas, nos testes iniciais, adicionou-se
100 pL da solucéo estoque (1,1 x 10~3 mol L) em 40 mL do eletrolito suporte na
célula eletroguimica. Antes de cada medida ser realizada, a solucdo foi agitada

por 3 min; os ensaios foram realizados em triplicata.
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Uma vez otimizados os pardmetros, as curvas analiticas passaram a
ser obtidas pela adicdo de aliquotas de 50 pL da solucédo padrdo (1,6 x 10~* mol
L) a célula eletroquimica ja contendo o eletrélito suporte. O limite de deteccédo
(LD) foi calculado a partir da relacdo sinal de resposta e de ruido, usando a

seguinte equacao:

LD = 3 (sinal / ruido) Equacéo 8

O estudo de repetibilidade intra-dia foi realizado através de medidas
voltamétricas consecutivas (n = 10) de trés concentracdes diferentes de cada
analito.

O estudo de repetibilidade entre-dias foi realizado através de medidas
voltamétricas (n = 3) de trés concentracdes diferentes em 5 dias diferentes.

No estudo de recuperacdo, diferentes matrizes aquosas (agua MilliQ,
de torneira e de represa) foram avaliadas e fortificadas com estrona em trés niveis
de concentracdo: 0,4, 1,4 e 1,7 umol L™*. As amostras da agua de represa foram
coletadas em uma represa localizada na Universidade Federal de S&do Carlos —
campus Sao Carlos. Para as amostras de agua de torneira, analisadas pelo método
eletroquimico, ndo realizou-se nenhuma filtracdo ou tratamento prévio; as
amostras coletas no lago foram apenas filtradas em um filtro com tamanho de
poro de 1 pm. Previamente ao uso do sistema LC, filtrou-se previamente as
amostras em um filtro de tamanho de poro de 0,22 um, para evitar entupimento
da coluna analitica de separacéo.

O desempenho do meétodo eletroquimico na deteccdo da estrona foi
analisado comparativamente com um método de LC/UV-vis. O procedimento
desenvolvido por LIN et al.”® foi utilizado como método comparativo na deteccéo
da estrona; com algumas adaptacdes. A coluna cromatografica empregada foi uma
Phenomenex C18 (15,0 cm x 0,46 cm, Luna Phenomenex® 5 um; 100 A). A fase
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movel foi uma mistura de acetonitrila e &gua, ACN:H,0 60:40 (V/\); usou-se uma
vazédo de 1 mL min-t, com volume de injecdo de 50 puL. O comprimento de onda

(1) selecionado no detector UV-vis foi de 280 nm.

2.1.6.2 — Deteccdo amperometrica da estrona utilizando um sistema de anélise
por injecdo em fluxo (flow injection analysis — FIA)

A deteccdo amperométrica da estrona foi realizada utilizando um
sistema FIA-EC, composto por um sistema propulsor, um amortecedor de pulso
(pulse dampener), um injetor, um detector eletroquimico e tubos de polietileno de

0,8 mm de diametro interno. Um esquema do sistema de FIA é apresentado na

Figura 2.1.
Potenciostato Computador
Injetor de
amostra
Solucio
transportadora
Bomba Amortecedor 1 tCéluEa .
e eletroquimica
peristaltica de pulso Descarte D
escarte

FIGURA 2.1 — Representagdo do sistema de FIA de linha unica.

O sistema propulsor era uma bomba peristaltica Ismatec. As amostras
e solucgdes de referéncia foram injetadas no sistema em fluxo utilizando um injetor
comutador manual construido em acrilico. O amortecedor de pulso foi usado para

minimizar o ruido causado pela bomba peristéltica.
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A deteccdo e quantificacdo amperométrica da estrona utilizando o
sistema de FIA foram realizadas utilizando um detector eletroquimico, construido
com base em modelo projetado pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Licio Angnes
(IQ—-USP) e modificado em nosso laboratério®?3*, Na Figura 2.2 é apresentado um
desenho da célula eletroguimica usada, do tipo wall jet. Nesta figura, (a) € a
entrada da solucdo na célula eletroquimica, (b) a saida da solucéo para o descarte,
e (c¢) a entrada para um eletrodo de referéncia miniaturizado de Ag/AgCl
(KCI 3 mol L) (modelo 66-EE009, da Cypress Systems, uma divisdo da ESA
Biosciences, EUA). O contra-eletrodo (d), um tubo de ac¢o, foi acoplado no buraco
da saida da solucéo para o descarte (b). O anel de silicone () e o eletrodo de BDD
(f) foram fixados entre os dois blocos de acrilico, deixando uma area exposta deste
eletrodo de 0,32 cm?. O contato elétrico com o eletrodo de BDD foi feito por meio
de um parafuso de ago (g), em contato com a superficie recoberta de ouro do

substrato do eletrodo.
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FIGURA 2.2 — Representacdo esquematica do detector eletroquimico usado na
deteccdo da estrona por FIA: a) entrada da solucdo; b) saida da solucéo; c)
eletrodo de referéncia; d) contra-eletrodo (tubo de ago); e) anel de silicone (O-
ring); ) eletrodo de BDD; g) parafuso metélico (contato elétrico com o eletrodo
de trabalho). Figura reproduzida de ANDRADE et al.®*,

As analises amperométricas foram realizadas utilizando como fase
movel (vazdo = 1 mL mint) uma solucdo aquosa de H,SO,0,5 mol L™, pH 0,3.

Para a obtencdo das curvas de calibracdo, primeiramente foi
preparada uma solugéo estoque de estrona 200 umol L~ em metanol. Em seguida,
por diluicéo da solucéo estoque, solucdes de trabalho de estrona foram preparadas
em metanol nas concentragdes de 6,00, 8,00, 10,0, 20,0, 40,0, 80,0, 100, e 200
umol L1, Finalmente, solucdes padréo de calibracdo nas concentragdes de 60, 80,
100, 200, 400, 800, 1000, e 2000 nmol Lt em H,S0,40,5 mol L-* (pH 0,3), foram
preparadas individualmente para a construcédo da curva de calibra¢do. As amostras
de controle de qualidade (CQ) foram preparadas em trés niveis de concentracao:
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100, 1000 e 1700 nmol L. As solucbes usadas na obtencdo da curva de
calibracdo também foram usadas para o estudo de recuperacdo da estrona em
matrizes aquaticas: agua de torneira e rio. As amostras da agua de rio foram
coletadas no Red Cedar River, localizacdo: +42° 42° 38,707, —84° 28’ 39,097,
Universidade Estatual de Michigan (MSU) — East Lansing, EUA, no més de
setembro de 2012. As amostras de agua de torneira foram usadas sem nenhuma
filtracdo ou tratamento prévio; as amostras coletadas no rio foram filtradas apenas

em um filtro com tamanho de poro de 1 um.

2.2 — Degradacao eletroguimica da estrona utilizando um eletrodo de Nb/BDD

2.2.1 —Ensaios eletroquimicos com anodo de Nb/BDD: Caracteristicas e sistema

eletroquimico utilizado

Os ensaios de eletrooxidacdo de solugdes contendo estrona foram
realizados em solucdo aquosa Na,SO,4 0,1 mol L. A faixa de pH foi ajustada com
solugGes aquosas de H,SO, ou NaOH. O volume total de solucéo de estrona 500
ig Lt utilizado na eletrélise foi de 500 mL. O sistema eletroquimico em fluxo
(Figura 2.3) era composto por: (1) um reservatorio termostatizado por um banho;
(2) reator eletroquimico; (3) fonte de energia IMPAC (modelo 3645 A); (4)
bomba centrifuga de rotor magnético; (5) rotametro para controlar a vazao; e (6)

valvula de controle de vazao.
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FIGURA 2.3 — Representacao do sistema usado na eletroxidacao da estrona. 1 —
reservatorio, 2 — reator eletroquimico, 3 — fonte de energia, 4 — bomba, 5 —

rotametro, e 6 — valvula de controle.

O reator do tipo filtro-prensa (Figura 2.4) era composto por dois
contra-eletrodos de aco inoxidavel (1), um eletrodo de Nb/BDD (2), fixado em
uma placa de acrilico com cola do tipo epoxi, e duas placas de silicone (3), usadas

para vedacéo.
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a) b)
FIGURA 2.4 — a) Partes do reator eletroquimico do tipo filtro-prensa: (1) contra-

eletrodo de aco inoxidavel; (2) eletrodo de trabalho; e (3) placas de silicone para
vedacdo. b) Reator eletroquimico do tipo filtro-prensa montado.

O eletrodo de Nb/BDD, fabricado pela empresa Condias
(Alemanha), apresenta area geométrica em cada face de 2,5 cm x 3,0 cm (area
total = 15 cm?). O filme de diamante dopado com boro (dopagem na faixa 2500 —
4000 ppm) estava depositado sobre um substrato de nidbio. Antes da realizacdo
de cada experimento, este eletrodo era submetido a um pré-tratamento anodico
em solucédo aquosa de Na,SO4 0,1 mol L2, aplicando-se j = 30 mA ¢cm™ por 15
min, para a oxidacdo de possiveis compostos organicos aderidos a superficie do

eletrodo.

2.2.2 — Analise dos experimentos realizados com o anodo de Nb/BDD

Inicialmente, pensava-se em analisar a eletrooxidacdo da estrona
através das tecnicas de DQO (demanda quimica de oxigénio), COT (carbono
organico total) e LC/UV-vis. No entanto, apds constatar que a solubilidade
maxima da estrona em meio aquoso é de aproximadamente 1 mg L™, optou-se
por solubilizar previamente a estrona em metanol e, em seguida, adicionar
pequenas aliquotas dessa solu¢do no reator até atingir a concentracdo desejada.
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Contudo, embora o metanol proporcionasse solubilidade para a molécula em meio
aquoso, ele competia diretamente pelos radicais *OH produzidos durante a
eletrooxidacdo. Em testes preliminares, isto foi confirmado por meio de
experimentos realizados em diferentes valores de concentracdo, densidade de
corrente e vazdo, sendo que, em todos 0s casos, a cinética de degradacdo manteve-
se constante. Além disso, as moléculas de metanol, por possuirem carbono em sua
estrutura quimica, introduzem erros nas analises de DQO e COT. Desse modo,
procurou-se investigar a degradacao da estrona em baixas concentracdes (< 1 mg
L), seguindo metodologia proposta por MURUNAGATAN et al.2. Assim, a
solucéo estoque de estrona foi preparada em agua ultrapura MilliQ, adicionando
estrona em excesso e borbulhando N3 na solucéo por 1 h. Em seguida, a solucgéo
foi filtrada para deixar a solucdo livre do remanescente ndo-soluvel. A
concentracdo final de estrona foi confirmada por método validado de LC/UV-vis.
A solucgéo de trabalho, portanto, foi obtida pela diluicdo da solucdo estoque de
estrona em agua deionizada. Portanto, o problema de solubilidade da estrona foi
resolvido, mas, por outro lado, surgiu um novo problema: a concentracao inicial
de estrona estava proxima dos limites de detec¢do dos métodos de DOQ e COT
disponiveis. Desse modo, optou-se por estudar a cinética do decaimento da
concentracdo da estrona apenas pela técnica de LC/UV-vis. Assim, seguindo-se
critérios vigentes da ANVISA (guia de validacdo de metodos analiticos e
bioanaliticos, RE n® 899, 29 de maio de 2003), foi validado um metodo
cromatografico de LC/UV-vis para monitorar a degradacdo da estrona. Alguns
dos parametros cromatograficos sdo:

- coluna analitica: C18 (15,0 cm x 0,46 cm, Luna Phenomenex® 10 pum;

100 A);

- fase mével: ACN:H,0 60:40 (V/v);

- volume de injecdo: 50 uL;

- vazdo: 1 mL min%;

- A =280 nm.
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Na validagdo do meétodo cromatografico, utilizou-se um
equipamento de HPLC da Shimadzu (Kyoto, Japdo), com bomba LC-10ATVP,
valvula seletora de solvente FCV-10AL, auto-injetor SIL 10AVP, desgasificador
DGU-14A, detector UV-vis SPD-6AV, interfaciado (SCL10AVP) a um
microcomputador (Class-VP software - Shimadzu) para aquisi¢céo de registro de
dados.

Nos estudos de decaimento relativo da concentracdo da estrona com
0 tempo de eletrolise, foram investigados alguns parametros que poderiam
influenciar diretamente na cinética de degradacdo da molécula: vazdo, |,
concentracdo, pH e a presenca de ions cloreto. Em seguida, em carater
comparativo, o desempenho do eletrodo de Nb/BDD na eletrdlise da estrona foi

comparado com o do eletrodo de p—PbO..

2.2.3 — Identificacdo de intermediarios reacionais e proposta de mecanismo de

degradacéo da estrona por LC-MS/MS

Os ensaios de identificacdo de alguns dos intermediarios formados
durante a eletrooxidacao da estrona foram realizados por LC-MS/MS. A formacéo
desses intermediarios foi avaliada em pH 3, 7 e 10. De modo a avaliar a possivel
interferéncia de espécies oxidantes de cloro (cloro ativo) na formacdo dos
intermediarios, 0s mesmos experimentos tambem foram realizados na presenca
de ions cloreto. Investigou-se ainda se ha formacéo de intermediarios semelhantes
na eletrolise da estrona com um eletrodo de —PbO..

As analises foram realizadas ap6s tempos definidos de eletrolise (0,
5, 10, 20, 30, 40 e 50 min), recolhendo aliquotas de 10 mL da solucdo. O método
para trabalho das amostras foi de extracdo em fase solida (SPE). Inicialmente, 0s
cartuchos de C18 (Sampliq C18 Agilent) foram ativados com 10 mL de metanol
e dgua no pH desejado. Apds a filtragem de 10 mL da amostra de interesse sob

vacuo, os cartuchos foram lavados com 3,0 mL de agua, para garantir a completa
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remocéo de sais. Por fim, decorridos 5 min de secagem a vacuo, 0S compostos
foram eluidos em 3,0 mL de metanol e, posteriormente, o solvente organico foi
evaporado a vacuo (speedvaq) por 10 h a 45 °C. Finalmente, as amostras foram
resuspendidas em 200 puL de metanol e agua (1:1 V/V), respectivamente, e
injetadas no LC-MS/MS.

Os ensaios de separacdo e deteccdo dos intermediarios e da estrona
foram realizados em um equipamento de LC (Agilent Technologies), com uma
bomba quaternaria (Agilent 1200) e um auto-injetor de amostra de alta
performance (Agilent 1200) acoplado a um espectrometro de massas (3200
QTRAP, Quadrupolo ion trap linear).

Na separacdo dos compostos, foi usada uma coluna C18 15,0 cm x
0,46 cm, Luna Phenomenex® 10 pum; 100 A), acoplada a uma pré-coluna do
mesmo material. A vazéo foi de 1 mL min-%, no modo de elui¢do gradiente (Tabela

2.1) dos solventes metanol e agua, com volume de injecédo de 5 L.

TABELA 2.1 — Programa da eluicdo gradiente com metanol e agua, na separacao

da estrona e seus intermediarios.

Tempo (min) Vazr-Zlo Fracéo de Fracdo de
(UL min-t) metanol (%) agua (%)

0 1,00 10 90

0,5 1,00 10 90

10 1,00 100 0.0

12 1,00 100 0,0

13 1,00 10 90

16 1,00 10 90

No presente estudo, a fonte de ionizacdo electrospray (ESI) foi
operada no modo negativo, com cortina de gas de 10 psi, ionSpray de —4,5 kV,

potencial de desagrupamento (declustering potential) de —48 V e potencial de
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entrada -5 V. Além disso, a temperatura do capilar foi de 700 °C. A energia de
colisdo, usada na etapa de fragmentacdo (MS/MS), foi de —45 eV. Inicialmente,
as anélises foram feitas no modo de varredura total de ions no intervalo de razéo

massa / carga (m/z) 100 — 400.
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3 —Resultados e Discussao

Neste capitulo, os dados estdo organizados e apresentados em trés
topicos: (i) caracterizacdo fisica, morfoldgica e eletroquimica do eletrodo de
BDD,; (ii) deteccdo do horménio estrona com o eletrodo de BDD utilizando
diferentes técnicas eletroquimicas; (iii) degradacdo da estrona utilizando como
anodo o eletrodo de BDD.

Entender as propriedades do eletrodo de BDD, possibilita analisar
em um ambito amplo suas potencialidades de aplicacdo. Por outro lado, como ja
apontado, os hormonios, incluindo a estrona, apresentam alta potencialidade de
perturbacdo endocrina, com comportamentos eletroquimicos similares,
influenciados pelo anel fendlico em suas estruturas. Assim, estudou-se o
comportamento eletroguimico da estrona usando um eletrodo de BDD; em alguns
casos, este comportamento foi comparado com aquele obtido com um eletrodo de
GC. Por fim, as potencialidades do uso de um eletrodo de BDD na deteccgéo e

degradacéo da estrona foram estudadas em meio aquoso.

3.1 — Caracterizacéo superficial do eletrodo de BDD e GC

Geralmente, filmes policristalinos de BDD preparados pelo processo
de deposicdo quimica de vapor (DQV), apresentam em sua morfologia altos
valores de tamanhos de particulas e consecutivamente uma superficie altamente
irregular®. Na Figura 3.1 esta apresentada a microscopia de MEV para um filme
policristalino de BDD, com aumentos de 5 e 35 mil vezes. Em virtude da
nucleacdo secundaria promovida pela incorporacdo de boro em altos niveis,
correspondente a uma alta dopagem (aproximadamente 8000 ppm), observa-se
claramente que os filmes de BDD apresentam uma estrutura piramidal com faces
bem definidas, alta rugosidade e tamanho nominal de particula variando entre 100

e 800 nm. Estudos relacionados a influéncia de diferentes niveis de dopagem de
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boro em filmes de BDD mostram que o0 aumento do teor de boro acarreta uma
reducédo do tamanho de gréos®. Os valores de tamanho de gréos para filmes de
BDD com valores de dopagem de 100 ppm foram > 200 nm; com 0 aumento da
dopagem (500 - 6567 ppm), observou-se a reducdo do tamanho de particulas para
valores ainda menores, em aproximadamente 15 nm. Neste trabalho, constatou-se
que os valores de tamanhos de gréo para um filme de BDD séo superiores aqueles
relatados na literatura, como ja descrito anteriormente. Por outro lado, conforme
estudo realizado por HUPERT et al.*8, os filmes microcristalinos e nanocristalinos
de BDD apresentam tamanhos médios de grdos de 2 pm e 15 nm,
respectivamente. Essas diferencas estdo relacionadas a variagdes nos métodos de
sintese. No caso dos filmes microcristalinos, a morfologia € caracterizada por uma
estrutura de crescimento colunar, tipico para filmes depositados a partir de
misturas de gas metano e hidrogénio. Para filmes nanocristalinos, por outro lado,
a sintese ocorre a partir de misturas de gas metano e argonio, acarretando em uma
superficie mais lisa. Esses sdo exemplos tipicos de como alguns parametros
influenciam na morfologia desses filmes, outros como pressdo, temperatura e

raz&o entre os gases também devem ser considerados.
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FIGURA 3.1 — Micrografia de MEV da superficie de um eletrodo de BDD
(8000 ppm). [Micrografia feita por Liang Liang — MSU, que autorizou o0 seu uso
neste tese].
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As micrografias de MEV fornece informacdes importantes em
relacdo a morfologia da superficie dos filmes microcristalinos de BDD, no entanto
sdo qualitativas. Neste sentido, imagens de microscopia de forca atbmica (AFM)
foram realizadas para os eletrodos de BDD e CG, no intuito de fornecer
informac0es quantitativas para os materiais, principalmente no que diz respeito
ao tamanho de grdos (d) e rugosidade quadratica da superficie (orms). Como €
possivel analisar na Figura 3.2a, o eletrodo de GC apresenta uma superficie lisa
(orms = 3,7 nm). Na superficie do eletrodo de GC também observa-se alguns riscos
na superficie, que séo relacionados ao processo de polimento realizado, antes de
cada medida, para limpeza da superficie.

Os filmes de BDD, por outro lado, apresentam morfologia diferente
em comparacdo com a do eletrodo de GC (vide Figura 3.2b-c), possuindo um
tamanho de gréos e rugosidade da superficie significativamente maiores. Para este
filme, os valores de d e oy foram 617 = 82 nm e 33 nm, respectivamente. Para
avaliar se a dopagem dos filmes de BDD realmente influenciava na rugosidade e
tamanho de graos, 0 mesmo experimento foi realizado para um eletrodo de BDD
com dopagem de boro de aproximadamente 2000 ppm (Figura 3.2d-e). Neste
caso, os Vvalores obtidos para d e oms foram 1360 + 180 nm e 90,6 nm,
respectivamente. Com base nesse dados, fica claro que o aumento da dopagem ou
a adicdo de impurezas nos filmes de BDD reduz a rugosidade e o tamanho de
gréos da superficie, sugerindo que os filmes de BDD apresentam caracteristicas
mais estaveis e cristalinas para teores relativamente altos de boro. Essas
morfologias apresentadas sdo similares aquelas previamente relatadas para outros
filmes de BDD.
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[ b)c)

d)e)
FIGURA 3.2 — Imagens de AFM para eletrodos de a) carbono vitreo (GC), b-c)
BDD com dopagem de 8000 ppm; d-e) BDD com dopagem de 2000 ppm.

Para melhor entender as propriedades do filme de BDD usado neste
estudo, ele foi caracterizado por Raman e via eletroquimica, comparando os

resultados com aqueles obtidos com o eletrodo de GC.
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A espectroscopia Raman é amplamente utilizada por ser uma
ferramenta analitica ndo destrutiva para caracterizar uma variedade de materiais
a base de carbono, permitindo detectar variagdes no comportamento das ligacdes
C-C e micro-estruturais devido a tratamentos plasma, ataques quimico,
incorporacgdo de impurezas, dopantes e outros®. Os dois materiais de eletrodo
usados no presente trabalho apresentam ligagdes do tipo sp? e sp*, como pode ser
depreendido dos respectivos espectros de Raman (vide Figura 3.3). Geralmente,
um monocristal de grafite apresenta apenas uma alta frequéncia de Raman de
primeira ordem em 1580 cm™, conhecido como pico G°-%, Para grafites
cristalinos finos ou desordenados com tamanho de particula pequeno, outro pico
aparece em aproximadamente 1358 cm™, conhecido como pico D%, O eletrodo
de GC aqui investigado apresenta dois picos no intervalo de niUmero de onda de
1150-1800 cm™%, com um méaximo em 1357 cm™ (pico D) e outro em 1582 cm!
(pico G).

O diamante, por outro lado, devido as ligacOes sp*, possui um Unico
modo de fonon de Raman ativo de primeira ordem, que aparece como um sinal
forte em 1332 cm %9.%-9; este pico é observado em 1324 cm™ para o espectro
dos filmes de BDD, o qual apresenta uma regido com espalhamento entre 1500-
1600 cm2, que é comumente associado a presenca de fases que ndo sdo diamante
ou que contém carbono com ligacdes sp?. Por outro lado, a larga banda em
aproximadamente 1200 cm™ deve-se, provavelmente, a uma contribuicdo de

formas nanocristalinas no filme®,
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FIGURA 3.3— Espectros de Raman para os eletrodos de carbono investigados:
a) GC; b) BDD (8000 ppm).

3.2 — Caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos de BDD e GC

Para a caracterizacdo eletroquimica dos eletrodos de BDD e GC,
inicialmente investigou-se as suas janelas de potencial em solucdo aquosa de
H,S0,4 0,5 mol L™, compreendendo a regido de potencial desde a da reacéo de
desprendimento de hidrogénio (RDH) até a da reacdo de desprendimento de
oxigénio (RDO), i.e., a faixa de potencial em que a corrente observada é
predominantemente capacitiva, sem que ocorra a decomposicdo da agua.
Conforme pode ser visto na Figura 3.4, para os eletrodos de BDD e GC esta janela
de potencial é relativamente ampla. No entanto, diferencas significantes entre os
dois materiais podem ser observadas, especialmente quanto as respectivas
correntes capacitivas e potenciais da RDH e RDO, especialmente para o eletrodo
de BDD. Comumente, os eletrodos de GC sdo amplamente utilizados em detecgéo
eletroguimica de diversos compostos devido a sua ampla janela de potencial e

baixo custo, contudo eles sdo susceptiveis a contaminacfes e queda de sinal,
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observada através da queda de corrente com o decorrer do uso, fazendo-se
necessario tratamento da superficie, geralmente polimento, apos curtos intervalos
de tempo. No caso do eletrodo de GC, a janela de potencial ocorre entre -0,8 e
1,25 V vs. Ag/AgCI (KCI 3 mol L), com um pico de reducdo em -0,15 V.
Provavelmente, esse processo faradaico pode estar relacionado com
funcionalidades carbono-oxigénio redox-ativas existentes em sitios de planos de

borda do grafite®:97°,
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FIGURA 3.4 — Voltamogramas ciclicos (v = 100 mV s™) obtidos em solucéo de
H,SO,4 0,5 mol L™t usando os eletrodos (A = 0,32 cm=2) de BDD (8000 ppm) e
GC.

No caso do eletrodo de BDD, a janela de potencial é mais ampla, com
corrente de fundo (capacitiva) consideravelmente menor em relagdo ao eletrodo
de GC. Por exemplo, no potencial de 1,0 V vs. Ag/AgCl (KCI 3 mol L), a
corrente capacitiva anodica para o eletrodo de BDD é 2,3 YA, engquanto para o
eletrodo de GC é de 45 pA. Os baixos valores de corrente capacitiva para 0s
eletrodos de BDD constituem-se em uma caracteristica atraente que pode ser

vantajosa para se atingir razdes de sinal/ruido significativamente menores em
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aplicacOes eletroanaliticas. Anteriormente, ALEHASHEM et al.®®, ao analisar
reacOes de transferéncia de carga com eletrodos de BDD, sugeriram que essas
caracteristicas podem ser atribuidas, em grande parte, a auséncia de quantidades
significativas de funcionalidades superficiais de oxigénio eletroativas, mas
também a um menor nimero de portadores de carga. Como ja comentado, o
eletrodo de BDD possui uma ampla janela de potencial, pois a RDH e RDO
ocorrem a partir de -0,7 V e 1,9 V vs. Ag/AgCl (KCI 3 mol L), o que
corresponde a uma janela de aproximadamente 2,3 V.

Em virtude da importancia da caracterizacdo eletroquimica do
eletrodo de BDD, é necessario, previamente, entender os tipos de reacdes que
ocorrem na superficie do eletrodo, analisar como pares redox sofrem reacdes de
oxi-reducdo, bem como as interacbes com a superficie. Neste sentido, distinguir
conceitos de reacOes eletrodicas de esfera interna e esfera externa é de extrema
importancia. Essa termologia foi adaptada da usada para descrever reacOes de
transferéncia de elétrons de compostos de coordenacdo. Segundo BARD &
FAULKNER!® — p. 116, reacdes eletrodicas de esfera externa sdo reacdes entre
duas espécies em que as esferas de coordenacdo originais sdo mantidas no
complexo ativado; em outras palavras, ocorre transferéncia de elétrons de um
sistema de ligacdo principal para um outro. As reacdes eletrodicas de esfera
interna, por sua vez, ocorrem em um complexo ativado que os ions compartilham
um ligante, isto &, ocorre transferéncia de elétrons no interior de um sistema de
ligacdo principal. Ainda segundo definicdes constantes em BARD &
FAULKNER!®, reacdes eletrddicas de esfera externa sdo aquelas em que o
reagente e produto ndo interagem fortemente com o superficie do eletrodo, e
mantém-se separados do eletrodo por pelo menos uma camada de solvente (vide
Figura 3.5a); a reducdo heterogénea do Ru(NHs)s* € um exemplo tipico deste tipo
de reacédo, sendo que o reagente na superficie do eletrodo é essencialmente o
mesmo que aquele no seio da solugdo. As reacOes eletrddicas de esfera interna,

por sua vez, apresentam forte interacdo do reagente, intermediarios ou produtos
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com o eletrodo, isto e, tais reactes envolvem adsorc¢éo especifica na superficie do
eletrodo de espécies envolvidas na reacdo (Figura 3.5b). Espera-se, dessa forma,
que as reac0es eletrddicas de esfera externa sejam menos dependentes do material

do eletrodo do que as reacoes eletrodicas de esfera interna®®.

a) b)

o e
%

N N\

Eletrodo Solvente Eletrodo Solvente

FIGURA 3.5 — Representacdo de reacOes eletrodicas de a) esfera externa e b)
esfera interna (adaptada de BARD & FAULKNER 1% — P, 116).

O par redox Fe(CN)s>"* é bem conhecido por ser um sistema de
esfera interna sensivel as propriedades eletrénicas, microestrutura da superficie, e
quimica superficial dos eletrodos de carbono sp? e sp® 17°499.101-103  Neste
contexto, voltamogramas ciclicos foram obtidos para o par redox Fe(CN)g>74
com os eletrodos de BDD e GC (Figura 3.6), e algumas de suas caracteristicas
derivadas estdo resumidas na Tabela 3.1. Os voltamogramas bem definidos e
picos agudos sdo indicativos de que a reacdo é controlada por difusdo semi-
infinita do reagente a superficie do eletrodo. Por outro lado, para cada eletrodo, a
corrente do pico de oxidacdo para o par Fe(CN)s*"* variou linearmente com a
velocidade de varredura (v) — vide Figura 3.7a, e com a raiz quadrada da

velocidade de varredura (v¥?) em um intervalo de 100 a 500 mV s (Figura 3.7Db).
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No entanto, os valores de R?, para os eletrodos de GC e BDD, foram de 0,9858 e
0,9856 para lp, Vs. v, respectivamente, e 0,9997 para ambos no caso de Iy, vs. v¥2,
O que caracteriza, portanto, que o processo de oxidacdo é controlado por difuséo
linear semi-infinita e ndo por adsorcdo das espécies na superficie do eletrodo (o
mesmo ocorre para 0 processo catodico). Na Figura 3.6, a diferenca entre
potenciais de pico de oxidagdo e redugdo (AEp) é de 60 mV para ambos 0s
eletrodos e as correspondentes razdes lp./l,c Sdo todas proximas de 1 (oS mesmos

resultados foram observados para v = 100 a 500 mV s™1).

150
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100

50 |

0+

I/ A

50 f

-100

_150 N 1 N 1 N 1 N 1 N
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E /V vs. Ag/AgCl (KCI 3 mol L)

FIGURA 3.6 — Voltamogramas ciclicos (v = 100 mV s™) obtidos em solugéo
aquosa de KsFe(CN)s/KsFe(CN)s 1 mmol Lt em H,SO,; 0,5 mol L para os
eletrodos de BDD e GC. Area geométrica: 0,32 cm.
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TABELA 3.1 — Resumos dos dados de voltametria ciclica (vide Figura 3.6) para
KsFe(CN)s/KsFe(CN)g 1 mmol Lt em H,SO,4 0,5 mol L1,

Eletrodo* Do/ (10° cm?st) AEp I mV lpa / LA
Carbono Vitreo 60 110
14+04
BDD 60 93

* Area Geométrica = 0,32 cm?.

300 m GC 300 ® GC
®m DDB ® DDB

250 250 F
< 20r  R*=0.9858 < 20 R’ =0,9997
= 3
=~ ~
_8150 — 150

L R’ = 0.9856 100
1001 g R’ =0,9997
50 1 1 1 1 ! 50 1 1 1 1 1
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,3 04 0,5 0,6 0,7
-1 -1\172
v/iVs (v/mVs?)
a) b)

FIGURA 3.7 — Corrente de pico anodico (lp,) em funcdo da a) velocidade de
varredura (v) e b) da raiz quadrada da velocidade de varredura (v*?) para os
eletrodos de BDD e GC (indicados nas figuras). Dados extraidos dos
voltamogramas obtidos em diferentes valores de v (graficos ndo apresentados) nas

mesmas condicOes descritas na Figura 3.6.

Com os valores dos coeficientes angulares das retas mostradas na
Figura 3.7b, é possivel calcular o coeficiente de difusdo (vide Tabela 3.1) para a

espécie Fe(CN)e>"* usando a seguinte equagao'®:

53



Resultados e Discussao

I, = (2,69 x 10%) n3/2 AD)/?c; v1/? Equacdo 9

onde I, é a corrente de pico (em A), A a area do eletrodo (em cm?), Do 0 coeficiente
de difusdo (em cm? s71), ¢o” a concentracéo da espécie reduzida no seio da solucéo
(em mol cm=) e v a velocidade de varredura de potencial (em V s1). Dessa forma,
o valor do coeficiente de difusdo encontrado para a reacdo de reducéo da espécie
Fe(CN)e* na superficie dos eletrodos de BDD e GC foi de 13,5 x 10° cm? s7™.
Este valor tem a mesma ordem de grandeza de outros relatados

anteriormente3”:199,

Conforme destacado anteriormente por GRANGER et al.'®, ha
diversos fatores conhecidos que influenciam na cinética de reacdes de oxirreducao
em eletrodos a base carbono com configuragdo sp? em sua estrutura: (i) fracéo de
planos de borda expostos (propriedades eletrénicas); (ii) limpeza da superficie,
bem como o tipo de eletrolito e a concentragdo usada; (iii) presenca de
monocamadas de moléculas adsorvidas. O eletrodo de GC foi polido antes de se
realizar cada experimento e o eletrodo de BDD foi submetido a polarizagdes
anodica e catddica para estabilizacdo do tipo de terminacéo superficial do eletrodo
(hidrogénio). Assim, uma nova superficie do eletrodo de GC exposta antes de
cada experimento pode ser uma possivel explicacdo para o baixo valor de AE,".
Para o eletrodo de BDD, mesmo que indiretamente, a polarizacdo anddica
possibilitou a limpeza do eletrodo através da oxidacdo de qualquer espécie
organica na superficie (necessaria apenas uma vez ao dia), enquanto que, apos a
polarizacdo catddica, a repetibilidade da resposta eletroquimica esta associada a
introducdo de espécies hidrofobicas (termina¢es em hidrogénio) na superficie do
eletrodo de BDD. GRANGER et al.’% relataram ainda que a cinética de reacGes
com o eletrodo de BDD também ¢ influenciada por suas propriedades fisico-

quimicas. Em especial, no caso dos valores de AE, observou-se um
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comportamento altamente sensivel as terminag6es da superficie do eletrodo, com
os menores valores sendo obtidos em eletrodos limpos e com superficies
terminadas em hidrogénio. Os autores relatam ainda que a introducdo de
terminacdes de oxigénio na superficie do eletrodo de BDD (via lavagem acida)
causou aumento nos valores de AE, de mais de 125 mV, mas que séo
reversivelmente reduzidos aos valores originais apos a remocao das terminagoes
de oxigénio por tratamento por plasma de hidrogénio'®. Atualmente sabe-se que
a exposicdo de eletrodos de BDD ao ar leva a introducdo de terminacdes de
oxigénio na sua superficie, sendo que este efeito € mais evidente com eletrodos
de BDD contendo baixos teores de boro, como relatado por
SALAZAR-BANDA et al.?,

3.3 —Eletroquimica do estrogénio natural estrona

A técnica de voltametria ciclica foi empregada como teste preliminar
para a avaliacdo da resposta eletroquimica da estrona, a fim de observar a presenca
de processos de oxidacdo ou de reducdo da mesma sobre a superficie do eletrodo
de BDD. Como pode ser observado na Figura 3.8, 0s comportamentos
voltamétricos para a oxidacéo de estrona 2 pmol Lt em H,SO,4 0,5 mol L nos
eletrodos de GC e BDD sdo bastante similares, com picos de oxidagédo
irreversiveis em 0,94 V e 0,98 V, respectivamente. Para estes eletrodos, a
intensidade da corrente de pico de oxidagdo diminui no segundo e sucessivos
ciclos. No entanto, a corrente de resposta diminui mas ndo desaparece (vide
Figura 3.8b-c), como é observado para o caso do bisfenol A, por exemplo'®. Esta
reducéo de intensidade da resposta de corrente pode ser um indicativo de perda
de sitios ativos disponiveis para a reagdo®*. Isto é causado provavelmente pela
adsorcdo de produtos intermedidrios ou produtos formados durante a reacao.

NGUNDI et al.1®® atribuiram este tipo de comportamento a adsor¢éo na superficie
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do eletrodo de produtos de reagdo como dimeros e polimeros, semicondutores ou
isolantes, ou quinonas que nao apresentam eletroatividade. A corrente de resposta
do eletrodo pode ser recuperada pela agitacdo da solugdo, com a remocao dos
produtos de reacéo e renovacao da solucéo na superficie do eletrodo; isso € valido
para casos onde ndo ha fortes interagdes dos produtos de adsorcdo com a
superficie do eletrodo. Neste trabalho, agitou-se a solucdo por alguns segundos

antes de cada experimento, obtendo-se respostas eletroquimica reprodutiveis.
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FIGURA 3.8 — Voltamogramas ciclicos (v = 50 mV s?) obtidos a) com os
eletrodos de BDD tratado catodicamente (8000 ppm) e GC (indicados na figura)
na presenca de estrona 2 pmol L~ em H,SO,4 0,5 mol L e voltamogramas ciclicos

para sucessivas ciclagens com os eletrodos de b) GC e ¢) BDD.
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3.3.1 — Pre-tratamento eletroquimico do eletrodo de BDD

Polarizacbes anddica e catodica do eletrodo de BDD configuram um
pré-tratamento eficaz para a limpeza e ativacdo do eletrodo®’*"8384 Na Figura 3.9,
sdo apresentados os perfis voltametricos obtidos por DPV na deteccdo do
estrogénio natural estrona, utilizando o eletrodo de BDD como recebido (sem pré—
tratamento) e apds seu pré-tratamento eletroquimico (polarizagdo anddica e/ou
catddica).

Analisando-se a Figura 3.9a, observa-se dois picos anddicos em
torno dos potenciais de eletrodo 0,30 V e 1,05 V, que podem ser decorrentes do
tipo de terminacéo superficial do eletrodo, e outro pico em torno de 0,84 V, que
corresponde a oxidacdo da estrona, visto que ndo ha nenhum processo faradaico
nessa regido para a solucdo tampédo B-R 0,1 mol L1. Os mesmos picos foram
constatados usando o eletrodo pré-tratado anodicamente, exceto o pico em torno
de 1,05 V (Figura 3.9b). Neste caso, houve deslocamento do potencial de pico
para regides mais positivas de potencial, devido ao aumento das terminacoes de
oxigénio na superficie do eletrodo, havendo uma tendéncia de deslocamento do
pico para potenciais mais positivos e proximos daquele do inicio da RDO. Para o
eletrodo pré-tratado catodicamente (Figura 3.9c), foram observados picos
similares aos do eletrodo pré-tratado anodicamente, contudo com maior
estabilidade e repetibilidade dos picos. Por exemplo, para o eletrodo tratado
catodicamente, observou-se um decaimento da intensidade de corrente
correspondente a oxidacdo da estrona de apenas 9%, com valores de corrente
estaveis ja no segundo ciclo; quando foi realizado o tratamento anddico, os valores
de intensidade de corrente cairam 23% até o quarto ciclo, sem apresentar
estabilidade de sinal. Embora ndo se possa afirmar quais sdo os tipos de
terminagdes associadas a superficie do eletrodo de BDD, em todos os casos
observou-se 0 pequeno pico anddico na regido entre 0,3 V e 0,5 V; em contraste,

apos a polarizacdo anddica e/ou catodica, ndo foi constatado o pico anddico na

S7



Resultados e Discussao

regido de 1,05 V (Figura 3.9d). Por outro lado, apos a polarizagédo anodica, notou—
se um decréscimo da corrente de pico de oxidacdo da estrona de 77%, decorrente
da presenca de terminacOes superficiais de oxigénio no eletrodo de BDD,
dificultando o processo de oxidacdo das hidroxilas presentes nas moléculas de
estrona. No tratamento catodico, a incorporacdo de terminagdes superficiais de
hidrogénio na superficie do eletrodo de BDD, tornando-a, portanto, mais
hidrofdbica, resultou em uma reducdo de corrente de resposta de apenas 24%;
mesmo com uma reducéo de sinal em relacdo ao eletrodo de BDD como recebido,
0 tratamento catodico possibilita manter a superficie do eletrodo sempre

hidrogenada, hidrofobica e, principalmente, estavel nas medidas eletroquimicas.
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FIGURA 3.9 — Perfis voltamétricos obtidos (com correcdo de linha de base) por
DPV para estrona 2,8 umol L* em tampédo B-R 0,1 mol L! com o eletrodo de
BDD (8000 ppm) a) como recebido, b) submetido a pré-tratamento anodico, c)
submetido a pre-tratamento catodico e d) comparativo entre 0s trés casos.
Condicdes da DPV:a=50mV,v=50mV ste t=50 ms.

Embora seja possivel que apenas a realizacdo ou ndo de pre-
tratamento tenha influenciado no comportamento eletroquimico da espécie em
estudo, investigou-se também o efeito do eletrélito, visto que, a priori, picos

voltamétricos também podem estar associados a contaminantes dos acidos usados
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na preparacdo do tampdo B-R. Assim, estudos foram realizados com diferentes
eletrélitos (tampdo fosfato 0,1 mol L% Na,SO; 0,1 mol L*! e H,SO,
0,5 mol L1); contudo, observou-se, em todos 0s casos, 0 mesmo pico anddico na
regido entre 0,3 V e 0,4 V. Nos estudos realizados com o tampéo fosfato (ndo
apresentados), observou-se um aumento de corrente de fundo. Por outro lado, nos
estudos realizados com H,SO,4, constatou-se maior estabilidade no valor da
corrente de pico (l,) na detecgdo da estrona; consequentemente, optou-se por

estudar mais a fundo o eletrélito H,SO, em diferentes concentracgdes.

3.3.2 — Estudo do efeito do eletrélito H,SO,4 em diversas concentracdes

Estudou-se soluc¢des aquosas de H,SO, em diferentes concentragdes
como eletrolito alternativo. Na Figura 3.10 séo apresentados os voltamogramas
ciclicos obtidos (os parametros obtidos sdo resumidos na Tabela 3.2) para a
estrona 3,8 pmol Lt utilizando um eletrodo de BDD tratado catodicamente, em

funcéo das diferentes concentragcdes de solucdes de H,SO,.

TABELA 3.2 — Dados de voltametria ciclica (v = 50 mV s?) para estrona
2,8 umol L em solugdes aquosas de H,SO, de diferentes concentragdes (vide
Figura 3.10).

H,SO4 / mol L™ Ep/V I, / pA* Desvio padrdo**
0,010 0,92 0,57 0,070
0,10 0,94 0,81 0,010
0,25 0,97 1,1 0,023
0,50 1,00 0,98 0,047

*Ip = lotal = lbranco. ** N = 10.
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FIGURA 3.10 — Voltamogramas ciclicos (v =50 mV s) obtidos com o eletrodo
de BDD (8000 ppm) para solucéo aquosa de H,SO, 0,01 mol L (a) e para estrona
2,8 umol L em solugdes aquosas de H,SO, de diferentes concentragdes: 0,01
mol L (b); 0,1 mol Lt (c); 0,25 mol L™* (d); 0,5 mol L (e).

Analisando os voltamogramas apresentados nesta figura, verifica-se
que os perfis voltamétricos para as diferentes concentracfes de eletrdlito suporte
sdo parecidos. Contudo, estes voltamogramas apresentaram diferentes
intensidades de lpico (referente a estrona) e deslocamento do pico para potenciais
mais positivos @ medida que a concentracdo de H,SO, € aumentada. As maiores
intensidades de corrente de pico foram para as concentracbes 0,25 e
0,50 mol L. Em virtude desse resultado, estas concentragdes foram utilizadas
para as demais medidas no decorrer do trabalho.

Outro fator que pode influenciar na resposta eletroquimica em estudo
é o solvente organico usado na preparacao da solucdo estogue de estrona; neste
trabalho, utilizou-se o metanol. Na Figura 3.11 sdo mostrados os perfis
voltamétricos (v = 50 mV s?) obtidos para solucdes de estrona 2,8 pmol L™ em
H,S0,4 0,5 mol L=t com diferentes adi¢es volumétricas de metanol. Observou-se

nesses perfis que a adicdo do metanol a solucéo eletrolitica ndo interfere no valor
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da corrente de pico da estrona; assim, ndo ha qualquer problema decorrente do
solvente de sua solucdo estoque ser o metanol. Por ndo haver reacdes redox em
potenciais mais negativos, como indicado, nos demais estudos a janela de
potencial foi reduzidade OV al,25Vpara0,70Val?25V.

——H,S0,0,25 M
15— 100 uL metanol
—— 200 uL metanol
400 uL metanol
10} 600 uL metanol
—— 800 uL metanol
—— 1000 pL metanol

0.5

I/ uA

0.0}

T ‘f'""

'8.00 0.'25 0.'50 o.'75 1.60 1.25
E/V vs. Ag/AgCl (KCI 3 mol L)

FIGURA 3.11 - Voltamogramas ciclicos obtidos para solucdes de estrona
2,8 umol L com o eletrodo de BDD (8000 ppm) tratado catodicamente em

solugdo de H,SO4 0,25 mol L com diferentes adi¢Ges volumétricas de metanol.

3.3.3 — Estudo da influéncia do pH

Uma investigacdo do efeito do pH da solugdo no comportamento
voltamétrico pode fornecer importante informacdo sobre o0s processos de
transferéncia de elétron. Assim, analisou-se o efeito do pH sobre a corrente de

pico e potencial para o processo de oxidacgéo da estrona (Figura 3.12).
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FIGURA 3.12 — a) Voltamogramas ciclicos (v = 50 mV s!) para estrona
2,8 umol L em tampdo fosfato 0,1 mol L em diferentes valores de pH
(indicados na figura) usando um eletrodo de BDD (8000 ppm) tratado
catodicamente. b) Dependéncia do potencial de pico de oxidacdo da estrona com

0 pH. Area geométrica do eletrodo: 0,32 cm?.

A medida que o valor de pH aumenta de 2 até 10, o pico da corrente
de oxidacdo decresce, enquanto o potencial do pico desloca-se para regides de

valores menos positivos, obedecendo a seguinte equacao:

E,/V=1014-0,058pH (R?=0,9994) Equacdo 10

Para pH > 10, a corrente e o potencial de pico de oxidacdo
permanecem relativamente constantes. Esta mudancga no coeficiente angular da
curva E, vs. pH para pH >10 é consistente com o valor de pK, da estrona
(10.34)%%%, Por outro lado, a partir do valor do coeficiente angular (0,058 V)
conclui-se que o numero de elétrons transferidos no processo de oxidacdo da
estrona é igual ao nimero de protons. A oxidacdo de moléculas fendlicas nédo
dissociadas envolve dois elétrons, enquanto para moléculas dissociadas

(fenolatos) envolve apenas um elétron®”. Assim, a resposta da corrente (pico)
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decresce para valores de pH acima de 10. Previamente, NGUNDI et al.l%®
estimaram o namero de elétrons transferidos e propuseram um mecanismo de
oxidacdo para o estradiol. As moléculas de estradiol e estrona diferem apenas em
um grupo funcional ligado ao anel ciclo-pentano, hidroxila para o estradiol e
carbonila para a estrona. Por esta razdo, sugerimos que 0 mecanismo para a
oxidacdo anddica da estrona € similar aquele proposto para outros estrogénios

(vide Esquema 3.1)%,

HO o
estrona radical fenoxil

N
T

A
i.\

O

ESQUEMA 3.1 — Mecanismo de reacao proposto para a oxidacao eletroquimica

da estrona.
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3.3.4 — Estudo de fatores que influenciam o comportamento eletroquimico da

estrona

O perfil de oxidacdo da estrona em diferentes materiais de eletrodo
(BDD e GC) apresenta uma dependéncia da velocidade de varredura, o que
fornece importantes informagdes sobre comportamento eletroquimico da
molécula. Como pode ser visto na Figura 3.13a, para o eletrodo de BDD, o
potencial de pico referente a oxidacdo da estrona € deslocado para potenciais mais
positivos com o aumento da velocidade de varredura, confirmando o carater
irreversivel para sua reacdo de oxidagdo; comportamento similar foi observado
para o eletrodo de GC. A corrente de pico para estrona 4 pumol L™ em H,SO,
0,5 mol L para os eletrodos de GC e BDD varia linearmente com a velocidade
de varredura, em um intervalo de 40 a 250 mV s? (R? = 0,9990 e 0,9895,
respectivamente — Figura 3.13b). Por outro lado, respostas similares foram
observadas para as correntes de pico em funcdo da raiz quadrada da velocidade
de varredura de potencial (vide Figura 3.13c), com valores de R? de 0,9775 e
0,9984, respectivamente. A boa linearidade, simultdnea em ambos 0s casos, é um
indicativo que a reacdo € limitada por processos de adsorcdo e/ou difusdo na
regido interfacial dos eletrodos. O fato dos valores de coeficiente linear serem
diferentes de zero pode ser um indicativo de processos de adsorcdo. Geralmente,
os eletrodos de GC sdo conhecidos por apresentar um processo de adsorcao
significativo; esta deve ser a razdo, neste caso, de um melhor coeficiente de

correlagéo para o grafico I, vs. v.
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FIGURA 3.13 — a) Voltamogramas obtidos em diferentes velocidades de
varredura (40, 60, 80, 100, 120, 150, 200 e 250 mV s!) para estrona 4 pmol L™

em H,SO,4 0,5 mol L~ usando o eletrodo de BDD. b) Dependéncia da corrente de

pico de oxidacdo com a velocidade de varredura. ¢) Dependéncia da corrente de

pico de oxidagdo com a raiz quadrada da velocidade de varredura. d) Logaritmo

da corrente de pico de oxidacdo em funcdo do logaritmo da velocidade de

varredura.

Adicionalmente, graficos de log I, vs. log v foram obtidos para os

eletrodos de BDD e GC, a fim de verificar se ha indicios de processos de adsor¢édo

66



Resultados e Discussao

e/ou difusdo na oxidacdo da estrona (Figura 3.13d). Foram obtidas relacdes
lineares para ambos eletrodos, sendo que as equacgdes correspondentes sao
log 1 =—4,72 + 0,70 log v (R =0,9994) e log | =-5,52 + 0,56 log v (R? = 0.9990),
respectivamente. Valores de coeficiente linear das retas igual a 0,5 indicam que o
processo é controlado por difusdo, enquanto valores igual a 1 indicam que o
processo é controlado por adsorcdo. Dessa forma, dados os valores efetivamente
obtidos, fica claro que o processo de oxidacdo da estrona € governado por ambos
0S processos, adsorcao e difusdo, especialmente para o eletrodo de GC; no caso
no eletrodo de BDD, a adsor¢éo € baixa ou praticamente inexistente.

O coeficiente de transferéncia de elétrons, a, também foi calculado
para os eletrodos de BDD e GC usando equacdo valida para sistemas

irreversiveist0:

1,857RT _ 47,7
anF an

|E, — Epp| = mV  (a25°C)  Equagdo 11
onde E,, € o potencial onde a corrente é igual a metade do valor da corrente de
pico de oxidacdo, n € o numero de elétrons, F a constante de Faraday e R a
constante dos gases. Os valores de E, e E,, foram obtidos em diferentes
velocidades de varredura (40 até 250 mV s?) e as diferencas médias dos
potenciais (62 e 36 mV) foram usadas para determinar os valores experimentais
de a para os eletrodos de GC e BDD: 0,38 ¢ 0,66, respectivamente.

Conforme discutido acima, com o aumento da velocidade de
varredura nas medidas de voltametria ciclica, hd também um deslocamento dos
potenciais de pico para valores mais positivos. De acordo com a teoria de Laviron,
a relacdo entre o potencial de pico e a velocidade de varredura para uma reagéao
de oxidacdo anddica irreversivel, qguando R esta adsorvido (Ras — O + &), é1%:

,  RT

E,= E° — l(
p anF

RTk°>

FD Equacao 12

ou
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o RT RT RT

RT
E, = E° — | — Ink® + —1 3
p anF “anF  anF anF Y Equagao 13

onde a ¢ o coeficiente de transferéncia de elétrons, k° a constante aparente da
velocidade de reacdo na superficie do eletrodo, v a velocidade de varredura e E®
o potencial formal. A relagéo E; vs. In v no processo de oxidagéo da estrona sobre
os eletrodos deve ser linear, sendo que a partir do coeficiente angular (RT/anF)
obtém-se o valor experimental de o (Figura 3.14b); note-se, todavia, que o valor
de k° s6 pode ser calculado se o valor de E® é conhecido (este valor pode ser
calculado por meio do coeficiente linear da reta do grafico E, vs. v — vide
Figura 3.14a). Baseado neste método, os respectivos valores encontrados para 0s
eletrodos de GC e BDD foram: E° = 0,952 e 0,993 V; coeficientes lineares de
0,996 e 1,02 V; coeficientes angulares de 0,0148 e 0,0083 V, respectivamente.
Consequentemente, os valores de k° obtidos, associados a reacdo anddica
irreversivel para a estrona pré-adsorvida nos eletrodos de GC e BDD, séo 3,80 e

4,65 s, respectivamente.

11,02 -
-_ | _=m
o =
| —_ L
IS 1,00 b .,,.———I”””l”’/JJ. o 1,00 |
™ - S -
C ol ke =
X O 0,98
= x° .
% 0,96 | S
< - >
S 094 . L 096
< >
. < u
2 o092 m G
> 092+ %) m GC
> = DDB = 094 n
-~ 090 1 1 1 1 1 > - DDB
w 000 005 010 015 020 025 ;a 33 -30 -27 24 -21 -18 -15 -12
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FIGURA 3.14 — Dependéncia do potencial de pico de oxidagdo, E,, com: a) a
velocidade de varredura, v, ou b) o logaritmo da velocidade de varredura, In v,
para a oxidacdo de estrona 4 pmol L* em H,SO,4 0,5 mol L! usando os eletrodos
de BDD e GC (indicados na figura).
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Esses valores de k° sdo consideravelmente altos, comparados com 0s
comumente  obtidos para o par Fe(CN)*7*, por exemplo,
k®=4.69 x 10~* cm s~ 37, Neste método, néo se considera o coeficiente de difusao,
uma vez que os produtos estdo pré-adsorvidos na superficie do eletrodo, fazendo
com que a taxa de transferéncia de elétrons seja extremamente rapida. Em suma,
0 meétodo é valido apenas para reacdes que apresentam processo de adsorcdo. Ate
aqui, ha apenas indicios dos eletrodos apresentarem processos mistos de adsor¢ao
e difusdo e, dessa forma, faz-se necessario também calcular valores de k°
considerando o coeficiente de difusdo. Para tal, realizou-se um experimento de
varredura linear (VL) de potencial utilizando um eletrodo de disco rotatorio de
GC (EDR) para determinar o coeficiente de difusdao da estrona sem nenhuma
influéncia significativa do processo de adsor¢do na superficie do eletrodo (dados
ndo apresentados). A velocidade de rotacdo do eletrodo, w, foi mantida fixa em
quatro valores: 400, 900, 1600 e 2000 rpm; para a VL, 0s parametros foram: AE
=0,2 -1,2 V vs. Ag/AgCI (KCI 3 mol L™), v=10 mV s e area do eletrodo =
0,07 cm? Dessa forma, as correntes de pico obtidas pela VL nas diferentes
rotactes foram analisadas em fungdo de w'? (Figura3.15) e a equagdo de

Koutecky-Levic usada para o calculo do coeficiente de difusdo®:

11 1 .
-= —+ Equacao 14
I Iy 0.62nFAD wl/2v-1/6¢; quag

onde Iy € a corrente elétrica (A) na auséncia de qualquer efeito de transferéncia de
massa, que €, neste caso, a corrente que fluiria sob limitacdo cinética se o
transporte de massa fosse eficiente o bastante para manter a concentracdo na
superficie do eletrodo igual a do seio da solucdo, n € o nimero de elétrons, A a
area do eletrodo (cm?), Dy o coeficiente de difusdo (cm? s), » a velocidade de

rotacdo (rpm = min), Co" a concentragdo (mol cm=) e v a velocidade de
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varredura (V s™). Portanto, o valor de Do encontrado no processo de oxidacéo da

estrona usando o eletrodo de disco rotatorio foi de 4,70 x 107% cm? s,

4000

3500

3000

(1/mA)~

2500 : ' : ' : '
0,02 0,03 0,04 0,05
-1/2

(! rpm)

FIGURA 3.15 — Grafico de Koutecky-Levic para a oxidacdo da estrona 4 pmol
L em H,SO, 0,5 mol L usando um eletrodo rotatério de carbono vitreo. Area

do eletrodo: 0,07 cm?.

Conhecido o valor de Dy no processo de oxidacdo da estrona, é
possivel calcular a constante da velocidade da reacdo para um sistema irreversivel,
no processo de oxidacdo (R — O + e7), sem possiveis processos de adsor¢do na

superficie do eletrodo. A equagédo que descreve esse processo é100:

, 1/2 oaF\ 12 .
E,=E" + i_; [0,78 +1n (%) +1n (R—FT) ] Equacdo 15

ou

1 RT
2 anF

InD, — %lnko —%ﬂlnﬂ + 2w Equacédo 16

anF anF 2

E, = EY + 0,78 — +
anF
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onde o € o coeficiente de transferéncia de elétrons, k° a constante de velocidade
aparente da reacdo na superficie do eletrodo, v a velocidade de varredura, E° o
potencial formal e Dy 0 coeficiente de difusdo. Os valores dos demais parametros
ja foram elucidados anteriormente nos calculos realizados para um sistema
controlado por adsorcdo (vide Figura 3.14). Os valores de k° obtidos para os
eletrodos de GC e BDD foram de 1,97 x 102 e 1,99 x 10~ cm s72, respectivamente.
Na Tabela 3.3 estdo listados os parametros e 0s respectivos valores de k° obtidos

pelos diferentes métodos.

TABELA 3.3 —Dados voltamétricos obtidos para estrona 4 umol L™t em H,SO,
0,5 mol Lt e valores das constantes de velocidade aparentes de reacdo obtidos

por diferentes métodos.

Eletrodo EC/V E,/V RT/anF kK /st kK" /cems™
GC 0,952 0,996 0,0148 3,80 1,97 x 1073
BDD 0,993 1,02 0,0083 4,65 1,99 x 1073

*influéncia do processo de adsorcédo; **apenas influéncia do processo de difusao.

3.3.5 — Estudo da adsorcdo da estrona nos eletrodos de GC e BDD

A adsorcdo da estrona foi investigada utilizando a técnica de
cronocoulometria. Neste caso, a carga total da eletrolise é dada pelas

Qrotal = Qf + Qa1 + Qads Equacéo 17
1/2 .+1/2
Qtotal = MA:% + Qq + nFAT Equacao 18
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onde I" é o excesso superficial do adsorvido (mol cm=) e os outros termos tém
seus significados usuais. O primeiro termo na expressao corresponde a carga
faradaica associada a corrente controlada por difusdo linear semi-infinita, o
segundo termo € a carga referente a dupla camada elétrica, e o terceiro termo
representa a carga associada com qualquer analito adsorvido na superficie do
eletrodo’’. Na Figura 3.16 sdo apresentadas as curvas cronocoulométricas
Q vs. t”2 para a oxidacdo da estrona com os eletrodos de GC e BDD, obtidas
usandon =2, A=0,32 cm? e ¢c = 4 pumol L. A diferenca entre os coeficientes
lineares obtidos na presenca e auséncia da estrona € igual a Qqgs, iSto €, a carga
requerida para oxidar instantaneamente a estrona adsorvida sem influéncia da
carga da dupla camada elétrica. Dessa forma, foi possivel estimar a adsorcédo de
estrona na superficie de ambos os eletrodos — vide Tabela 3.4. Uma suposicéo
feita na interpretacdo desses dados € que a corrente de fundo (branco) ndo é
afetada na presenca de estrona. Esta suposicdo pode acarretar em um erro
embutido, pois o fato da estrona ser “carregada” pode contribuir para o balango

da carga interfacial da dupla camada elétrica.
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FIGURA 3.16 — Relacdo cronocoulométrica entre a carga de oxidacdo e a raiz
quadrada do tempo na auséncia (simbolo aberto) e presenca (simbolo fechado) de
estrona 4,0 pumol L™ para os eletrodos de a) GC e b) BDD. A carga oxidativa foi
aplicada durante 5 s, ap6s um pulso de potencial de 0,6 V para 1,2 V vs. Ag/AgCI
(KCI 3 mol LY).
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Na literatura, foram encontrados dois trabalhos discutindo a adsorcéo
da estrona, um deles sobre eletrodo a base de pasta de carbono (CPE)® e o outro
sobre nanotubos de carbono de multi-paredes (MWNT)°, na presenca ou
auséncia do surfactante cetiltrimetil-aménio (CTAB). Os valores obtidos para a
superficie recoberta pela estrona adsorvida na auséncia de surfactante foram de
60 pmol cm= e 28 pmol cm2, para CPE e MWNT, respectivamente. Depois da
adicdo do surfactante, os valores de adsorcdo sobre a superficie dos eletrodos
aumentaram para 568 pmol cm= e 204 pmol cm™, respectivamente, devido a
interacdo entre a cauda hidrofobica do CTBA e a parte hidrofobica da estrona,
bem como as interagdes eletrostaticas da carga positiva do CTBA e o grupo fenol
com carga negativa da estrona. Como ja mostrado por MCDERMOTT &
MCCREERY, os eletrodos de CG séo ricos em planos de borda e apresentam
correntes no minimo 50 vezes maiores que o0s eletrodos de plano basal HOPG;
por esta razao, os eletrodos de GC apresentam uma forte adsorcéo da estrona. Para
a adsorcdo de quinona sobre eletrodos de GC e HOPG, por exemplo,
MCDERMONT & MCGREERY?® relatam que a adsor¢do depende de um efeito
eletronico, tal como a atracdo eletrostatica por atomos de carbono parcialmente
carregados préoximos de um defeito (por exemplo, um sitio na borda). Um
comportamento similar pode ser proposto para explicar a alta adsor¢do da estrona
na superficie do eletrodo de CG. Provavelmente, a forte fisiossor¢do da estrona
decorre da presenca de grupos funcionais polares de carbono-oxigénio presentes
nos sitios defeituosos da superficie dos eletrodos de GC, os quais provéem as

fortes interagdes dipolo-dipolo e ion-diplo!’.

TABELA 3.4 — Dados para a adsor¢do da estrona sobre os eletrodos de carbono.

Eletrodo Qadgs / HC I/ (pmol cm?)
Carbono vitreo 10,3 167
BDD 0,04 0,65
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O eletrodo de BDD, por outro lado, apresenta /" para adsorcdo de
estrona consideravelmente menor, o que indica que este tipo de interacao
molécula-superficie esta diretamente relacionada a composicdo do material. O
valor obtido para o excesso superficial da estrona sobre o eletrodo de BDD é
0,65 pmol cm™, o que corresponde a menos de 0,4% do valor encontrado para o
eletrodo de CG, indicando que interagbes molécula-superficie sédo praticamente
inexistentes. Este comportamento pode ser explicado tendo por base as diferencas
de tipo e densidade dos grupos funcionais. Como ja conhecido, ndo ha um sistema
estendido de elétrons 7 sobre a superficie do eletrodo de BDD, o que acarreta em
apenas uma fraca adsorcdo das moléculas polares sobre a superficie do eletrodo,
sem perda de sinal por desativacéo dos sitios ativos®®. Isto ocorre em especial para
os eletrodos de BDD com terminacdes de hidrogénio em suas superficies; no
entanto, se o nivel de dopagem com boro for baixo, os eletrodos de BDD podem
apresentar perda significativa dessas terminacbes de hidrogénio devido a
oxidagdo da superficie por exposicdo ao oxigénio do ar?>. Em um mesmo
experimento investigativo de adsorcdo, comparavel aqueles elucidados neste
trabalho (dados ndo apresentados), para eletrodos de BDD com niveis de dopagem
préximos a 2000 ppm, o valor obtido para o excesso superficial da estrona foi de
12 pmol cm™, o que mostra, portanto, a influéncia da natureza do eletrodo sobre
suas propriedades eletronicas e estabilidade eletroquimica. Este foi, portanto, o
principal motivo da escolha de um eletrodo de 8000 ppm, visando alta estabilidade
para as medidas eletroquimicas, sem problemas de queda de sinal decorrentes da
contaminagdo da superficie durante as analises, garantindo bom desempenho
analitico no uso do eletrodo como detector. Vale a pena, neste ponto, voltar a
discutir as constantes da velocidade de reacéo (k°). Como visto acima, é nitida a
diferenca de adsorcdo da estrona na superficie dos distintos eletrodos; em um

caso, GC, ocorre forte adsor¢do ( /"= 167 pmol cm=2), no outro, BDD, pode-se

considerar que adsorcdo praticamente inexiste (/"= 0,65 pmol cm=2). Portanto, 0s

valores de k° para ambos os eletrodos devem ser analisados separadamente. No
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caso do eletrodo de CG, deve-se considerar a Equacdo 12 para calcular k°, por
considerar que a espécie organica em estudo ja esta diretamente adsorvida na
superficie do eletrodo, sem considerar o coeficiente de difusdo (D,). No caso do
eletrodo de BDD, por ndo considerar espécies adsorvidas na superficie do
material, deve-se usar a Equacdo 9, na qual o termo D, é considerado. Isto é
confirmado pelas voltametrias apresentadas para o par Fe(CN)e** (Figura 3.6) e
estrona (Figura 3.8) nos diferentes eletrodos. As semelhancas nos perfis
voltamétricos entre os eletrodos de GC e BDD para o par Fe(CN)g* "4,
distinguindo-se apenas pelas densidades de corrente, muito provavelmente
decorrente de diferentes &reas eletroativas, mas sem nenhum processo de
adsorcdo. Isto € verdade apesar dos distintos pré-tratamento realizados nos
eletrodos de GC e BDD, tratamento de limpeza (polimento) e hidrogenagéo
(superficie hidrofdbica), respectivamente. Por outro lado, 0s processos cinéticos
observados em ambos eletrodos durante a oxidacdo da estrona sdo evidentemente
distintos, destaca-se principalmente os valores de densidade de corrente (mesmo
subtraindo a corrente de fundo) e o deslocamento de potencial de pico do processo
de oxidacgéo. Assim, as constantes para os eletrodos de GC e BDD, calculados e
validos por diferentes equacoes sdo 3,8 st e 1,99 x 103 cm s72,

E importante lembrar que o eletrodo de BDD foi submetido a um pré-
tratamento catddico, isto €, a superficie se encontra predominantemente terminada
em hidrogénio, sendo valida a teoria utilizada para os calculos de k° Caso
contrario, se a superficie fosse terminada em sistemas z—z conjugados, haveria a
necessidade de realizar um novo estudo para esses calculos, uma vez que

provavelmente aumentaria a adsorc¢ao da estrona sobre a superficie do eletrodo.
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3.4 — Deteccdo da estrona

3.4.1 — Deteccdo da estrona utilizando voltametria de pulso diferencial (DPV)

No desenvolvimento de um método eletroanalitico empregando
DPV, faz-se necessario o estudo de alguns parametros que podem influenciar na
resposta eletroquimica: amplitude de pulso (a), velocidade de varredura (v) e
tempo de duracdo de pulso (t). Na Figura 3.17 sdo apresentados os perfis
voltamétricos obtidos por DPV para a estrona em funcéo da variacdo da amplitude
do pulso. Observou-se um aumento de magnitude de I, com o aumento da
amplitude de pulso diferencial, juntamente com um deslocamento do potencial de
pico para valores menos positivos (Figura 3.17a). Entretanto, com o aumento de
I, houve também um aumento na largura dos picos, que implica diretamente na
diminuicédo da resolucdo do método. Por outro lado, nota-se uma linearidade do
aumento de 1, em funcgdo da amplitude de pulso até 50 mV (Figura 3.17b), sendo
este, portanto, o valor escolhido para as demais medidas realizadas com essa

técnica.
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FIGURA 3.17 —a) Influéncia do valor da amplitude do pulso diferencial (indicado
na figura) nos perfis voltamétricos de DPV (v = 100 mV s, t = 10 ms) para
estrona 2,8 pmol L H,SO4; 0,25 mol L obtidos com o eletrodo de BDD
pré-tratado catodicamente; b) correspondente dependéncia da corrente de pico

com a amplitude de pulso.

O segundo parametro estudado na técnica de DPV foi a velocidade
de varredura (v), variada de 5 a 70 mV s (Figura 3.18). Com o0 aumento de v,
houve um aumento da magnitude de I, e um leve deslocamento do pico para
regides de potenciais mais positivos (Figura 3.18a). Contudo, a linearidade da
corrente de pico foi observada somente para valores de v até 25 mV s, motivo
pelo qual esta velocidade de varredura foi escolhida para a continuidade do

desenvolvimento do presente trabalho.
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FIGURA 3.18 — a) Influéncia do valor da velocidade de varredura de potencial
(indicado na figura) nos perfis voltamétricos de DPV (a =50 mV, t = 10 ms) para
estrona 2,8 pumol L em H,SO, 0,25 mol L™ obtidos com o eletrodo de BDD pré-
tratado catodicamente; b) correspondente dependéncia da corrente de pico da

estrona com a velocidade de varredura.

O terceiro parametro estudado foi o tempo de duracdo do pulso,
variado entre 5 e 20 ms — vide Figura 3.19. Como pode ser observado nesta figura,
a corrente de pico para a oxidacdo da estrona decresce com 0 aumento do tempo
de duracdo do pulso. Devido a este comportamento, o tempo de duracdo de 5 ms
foi selecionado para as demais medidas realizadas. Dessa forma, os valores
otimizados dos parametros da técnica de DPV a serem usados nos estudos de
limite de deteccdo e quantificagdo da estrona sdo: a =50 mV,v=25mV ste

t=5ms.
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FIGURA 3.19 — Dependéncia da corrente de pico de oxidagao da estrona com o
tempo de duracédo do pulso para aquisicdo dos perfis voltamétricos de DPV (a =

50 mV, v =25 mV s™) para estrona 2,8 pmol L~! em H,S0O,4 0,25 mol L com o
eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente.

3.4.2 — Deteccao da estrona utilizando voltametria de onda quadrada (SWV)

Similarmente a voltametria de pulso diferencial, a voltametria de
onda quadrada (SWV) é uma técnica que permite realizar medidas em curtos
periodos de tempo e com resultados semelhantes aos da DPV, valendo a pena
comparar os resultados obtidos com as duas técnicas. Neste sentido, também é
necessario investigar alguns parametros que interferem diretamente na resposta
eletroquimica do analito ao se usar a SWV: freqliéncia de pulsos de potencial (f),
amplitude do pulso de potencial (a) e incremento de varredura do potencial (AEs).
Segundo MEDEIROS®, a importancia do estudo da influéncia da frequéncia de
aplicacdo dos pulsos de potencial decorre deste parametro determinar a
intensidade dos sinais e, consequentemente, a sensibilidade do método; ademais,

fornece informacdes a respeito do processo mecanistico do sistema em estudo.
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A Figura 3.20a mostra os voltamogramas obtidos por SWV para a
oxidacdo da estrona em funcdo da frequéncia dos pulsos de potencial. Este
parametro é um dos mais importantes por influenciar diretamente a intensidade
da corrente de resposta, e portanto, a sensibilidade do método. Observa-se que
com o aumento da frequéncia de aplicacédo dos pulsos de potencial ha um pequeno
deslocamento dos potenciais de pico para valores mais positivos e também um
deslocamento de linha de base para valores maiores de corrente. Neste caso,
escolheu—se o valor de f de 10 s* para evitar valores altos de corrente de base. Ha
também outras consideracdes a serem avaliadas na técnica de SWV; segundo
SOUZA et al.}?, hd comportamentos caracteristicos de resposta eletroquimica
para oS sistemas reversiveis, gquase—reversiveis e irreversiveis. Nos sistemas
irreversiveis, a corrente de pico apresenta uma relacéo linear com a frequéncia de
aplicacédo do pulso de potencial, comportamento este observado na Figura 3.20b.
Além disso, para este tipo de sistema, o valor do potencial de pico deve variar

linearmente com o logaritmo da frequéncia seguindo a relagdo abaixo *3:

AE/Alogf = 2.3RT/anF Equacao 19

onde « é o coeficiente de transferéncia de elétrons e n o nimero de elétrons
envolvidos na reacdo; os outros termos tém seus significados usuais. Na
Figura 3.20c é apresentada a dependéncia do potencial de pico, E,, com log f, para
os dados apresentados na Figura 3.20a. Como ja relatado anteriormente, a
oxidacdo de moléculas fenodlicas nao dissociadas envolve dois elétrons, enquanto

as moléculas fendlicas dissociadas envolve apenas um.
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FIGURA 3.20 — a) Influéncia da frequéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial
(valores indicados na figura) no aspecto geral nos perfis voltamétricos de SWV
(a=40 mV e 4Es = 2 mV) obtidos para estrona 2,8 pmol Lt em H,SO,4 0,25 mol
L com um eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente. b) Dependéncia da
corrente de pico com a freqiiéncia de aplicacdo dos pulsos de potencial. c)
Dependéncia do potencial de pico com o logaritmo da frequéncia de aplicacédo dos

pulsos de potencial.

Anteriormente, NGUNDI et al.!%® estimaram o nimero de elétrons
transferidos (n = 2) e 0 mecanismo de oxidacdo para a molécula de estradiol. As

moléculas da estrona e do estradiol sdo bastante semelhantes, diferenciadas
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apenas pelo grupo funcional ligado ao anel ciclo-pentano. O valor de a envolvido
no processo de oxidacdo da estrona sobre a superficie do eletrodo de BDD é
proximo de um (o > 0,5), 0 que é bastante comum para compostos organicost®3,
A sequir foi estudada a influéncia da amplitude dos pulsos de
potencial na deteccdo da estrona utilizando SWV. Na Figura 3.21 sdo apresentados
os perfis voltamétricos obtidos e a dependéncia da corrente de pico da resposta
em relacdo a amplitude do pulso de potencial. Analisando os dados exibidos na
Figura 3.21a, observa-se um aumento da intensidade de 1, com o aumento da
amplitude dos pulsos de potencial e um deslocamento do potencial de pico para
regides de potenciais menos positivos. Por outro lado, o valor de I, apresentou
uma dependéncia linear somente para valores de amplitude de pulso de potencial
menores que 25 mV (Figura 3.21b), sendo, portanto, este valor de amplitude de

pulso de potencial escolhido para os estudos subsequentes.
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FIGURA 3.21 — a) Influéncia da variacdo da amplitude do pulso de potencial
(valores indicados na figura) nos perfis voltamétricos de SWV (f = 10 s e
AEs =2 mV) obtidos para estrona 2,8 pmol Lt em solugéo de H,SO,4 0,25 mol L~
1 com um eletrodo de BDD (8000 ppm) pré-tratado catodicamente.

b) dependéncia da corrente de pico com a amplitude do pulso de potencial.
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No estudo da influéncia do incremento de varredura de potencial
(Figura 3.22), observou-se uma linearidade da corrente de pico com o incremento
da varredura de potencial para valores <4 mV. Assim, este valor foi o escolhido
para as demais medidas. Dessa forma, os valores selecionados para 0s parametros
da técnica de SWV, que influenciam diretamente na resposta eletroquimica e na
determinacdo dos limites de deteccdo e quantificagdo da estrona, foram:
f=10st a=25mVeAEs=4 mV.

I / mA

AQImV

FIGURA 3.22 — Dependéncia da corrente de pico de oxidacdo da estrona com o
incremento da varredura de potencial para aquisicdo de perfis voltamétricos de
SWV (f =10 s ! e a = 25 mV) para estrona 2,8 umol L! em solucéo de H,SO,

0,25 mol L™ com o eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente.

3.4.3 — Curvas analiticas para a detec¢édo da estrona por DPV e SWV

Depois de otimizados os melhores parametros para o processo de
oxidacdo da estrona por DPV e SWV, as respectivas curvas analiticas para a
deteccéo de estrona foram obtidas (em triplicata) em um intervalo de concentracédo
variando entre 0,20 e 1,8 umol L?* em H,SO, 0,25 mol L. As medidas

voltameétricas foram realizadas em um intervalo de potencial entre 0,70 € 1,25 V
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vs. Ag/AgCI (KCI 3,0 mol L) usando o eletrodo de BDD - vide Figura 3.23.
Como esperado, a corrente de pico de oxidagdo aumenta proporcionalmente com
a concentracdo da estrona sem nenhuma variagcdo do potencial de pico.
Adicionalmente, obteve-se excelentes linearidades resultantes das curvas
analiticas (R? = 0,998 e 0,999, respectivamente).

O LD obtido para a detec¢do da estrona com o eletrodo de BDD
usando PDV ou SWV foram de 0,2 e 0,1 pumol L™, respectivamente. Na
Tabela 3.5 é apresentado um resumo dos valores dos melhores parametros obtidos

usando essas técnicas com o eletrodo de BDD como detector.

TABELA 3.5 — Parametros investigados e resultados obtidos com a técnica de
voltametria de onda quadrada (SWV) em comparacdo a de voltametria de pulso
diferencial (DPV) para a determinacao da estrona utilizando o eletrodo de BDD

pré-tratado catodicamente

DPV SWV
Parametro Faixa Valor Parametro Faixa Valor
estudad selecionado estudad selecionado
a a
Tempo / ms 5-20 5 Frequéncia/Hz  10-100 10
Amplitude /mV 10 - 150 50 Amplitude /mV ~ 10-50 25
Velocidade / 5-70 25 Incremento / mV 1-8 4
mV s
Equacéo da reta: I, / pA =-0,0743 + Equacéo da reta: 1o / pA =-0,0427 +
+0,6365 {[estrona] / pmol L'} + 0,3548 {[estrona] / pmol L1}
LD =0,2 umol L* LD =0,1 umol L*
Faixa de linearidade: Faixa de linearidade:
0,20 —1,8 umol L 0,1-1,8 umol L?
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FIGURA 3.23 — a) Voltamogramas de pulso diferencial (a = 50 mV,
v=25mV stet=10ms)eb) de onda quadrada (f=10s?t, a=25mV e AE;s =
4 mV) para diferentes concentracdes de estrona em H,SO4 0,25 mol L. Insertos:

respectivas curvas analiticas obtidas para a estrona por DPV e SWV.
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Existem diversos valores de LD relatados na literatura para a
deteccdo da estrona utilizando diferentes tipos de materiais de carbono como
detector, matrizes e técnicas eletroquimicas — vide Tabela 3.6. COLLIER et al.>°
desenvolveram um sistema analitico miniaturizado para separar e detectar um
grupo de esteroides estrogénicos. Este sistema baseava-se em acoplar uma
micromaquina com um chip de capilaridade eletroforese a um eletrodo de carbono
vitreo. As medidas eram realizadas no modo amperometrico, obtendo-se
linearidade na faixa de concentragdes de estrona de 100 — 300 pmol L. Este
estreito intervalo de linearidade resultou em um baixo valor de LD
(48,5 umol L) para a estrona. Além de problemas de solubilidade em
concentracdes acima de 300 umol L, os autores relatam a forte influéncia da
gradual formacéo de produtos oxidados na superficie do eletrodo de CG, o que
levou a uma precisdéo nas medidas drasticamente baixa (RSD = ~20%).
Considerando esses problemas, algumas alternativas como a pré-concentragédo das
amostras antes das analises usando a extracdo em fase sélida (SPE) ou a
modificacdo do eletrodo usando uma resposta eletrocatalitica apropriada em
baixos potenciais de operacdo poderiam tornar o método sensivel para a deteccao

destes compostos fenolicos.
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TABELA 3.6 — Valores de LD relatados na literatura e os obtidos nesta tese para
a determinacdo de estrona utilizando diferentes eletrodos de carbono modificados
e BDD.

' _ Curva analitica / LD/
Referéncias Eletrodo Técnica . 2
umol L~ pmol Lt

MUNA et al. 14 Ni-GC CcVv 5-100 0,997 0,10
HAO et al. #° GC LC-EC 0,18 -3,7 0,996 0,001
COLLIER et al. 0 GC LC-EC 100 — 300 0,990 48,5
NOVAKOVIC et al. #° CF LC-EC 37-185 0,999 14,8

DPV 0,2-1,8 0,998 0,2

Esta tese BDD
SWV 0,1-20 0,999 0,1

Neste sentido, MUNA et al.}'* estudaram a oxidacéo eletrocatalitica
de diferentes compostos estrogénicos fenolicos sobre um eletrodo de GC
modificado com niquel (Ni-GC) usando a voltametria ciclica. A modificacdo da
superficie do eletrodo resultou em um valor de LD para a oxidacdo da estrona de
0,1 pmol L com RSD menor que 2%, demonstrando, portanto, que a
incorporacdo de niquel na superficie do eletrodo de GC promove uma maior
estabilidade nas medidas analiticas. Embora a modificacdo da superficie do
eletrodo de GC apresente bons resultados, nesta tese foi usado um eletrodo de
BDD sem qualquer modificacdo de superficie, obtendo resultados similares com
as técnicas de DPV e SWV. Os eletrodos de BDD apresentam uma pequena
quantidade de impurezas de carbonos ndo diamante em sua superficie, separados
por uma grande regido de carbono na forma de diamante®*. Este material possui
uma superficie ndo polar e a sua funcionalidade quimica (H-BDD, isto é,

terminacgdes superficiais em hidrogénio) é uma importante caracteristica para as
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medidas eletroquimicas com esses compostos organicos fenolicos devido a baixa
adsorcdo, como ja discutido anteriormente.

Ambas as técnicas eletroquimicas usadas neste trabalho, usando o
eletrodo de BDD, apresentam resultados promissores na deteccao e quantificacao
da estrona. No entanto, conforme apresentado na Tabela 3.5, pela técnica SWV
obteve-se 0os melhores resultados em termos de detectabilidade (LQ e LD) na
determinacéo da estrona, sendo, portanto, esta técnica escolhida para os estudos
subsequentes.

A repetibilidade intra-dia para a deteccéo da estrona sobre o eletrodo
de BDD foi realizada com 5 medidas sucessivas (n = 5) no mesmo dia. Ja para a
investigacdo da repetibilidade entre-dias, as medidas eletroquimicas de detec¢édo
(n = 3) foram conduzidas em 7 dias distintos. Os desvios padrdes relativos para a
repetibilidade intra-dia e entre-dias foram de apenas 2,7 e 2,1%, respectivamente,
0 que mostra, portanto, a excelente estabilidade e repetibilidade da corrente de
resposta para a oxidacdo da estrona sobre o eletrodo de BDD pré-tratado
catodicamente.

Assim, estudos de recuperacdo foram realizados em trés niveis de
concentracgdo de estrona (0,4, 1,4 e 2,2 umol L) em agua MilliQ, de torneira e
coletada em um rio — vide Tabela 3.7. Aliquotas da solucdo estoque de estrona
foram adicionadas em cada amostra (em triplicada) e determinadas por SWV e
LC/UV-vis, sendo avaliados os respectivos desvios padrdes de cada método. Os
valores de recuperacao obtidos para a estrona em aguas MilliQ, de torneira e de
rio ficaram nas faixas de 99 — 108%, 96 — 108% e 93 — 101%, respectivamente,
sendo estes valores sdo indicativos que a matriz empregada nao apresenta
nenhuma interferéncia significativa. Finalmente, com o intuito de comparar a
resposta da deteccéo eletroquimica com a de uma técnica comumente utilizada, a
deteccdo da estrona também foi avaliada utilizando a técnica LC/UV-vis (vide
item 3.5.1) nas mesmas condic@es utilizadas para o método eletroquimico — vide

Tabela 3.7. Os valores de recuperacdo para a estrona nas trés diferentes
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concentracdes e matrizes foram similares aos relatados acima para 0 método
eletroquimico, com valores variando nas faixas de 99 — 113%, 98 — 111% e 88 —
113% para a agua MilliQ, de torneira e de rio, respectivamente. Neste sentido,
pode-se afirmar que o método eletroquimico proposto neste trabalho apresenta

confiabilidade nas diferentes matrizes aquosas.

TABELA 3.7 — Resultados obtidos para a determinagdo de estrona (n = 3) em
diferentes matrizes de agua por método LC e o eletroquimico por SWV usando

um eletrodo de BDD preé-tratado catodicamente.

Método eletroquimico
proposto (SWV) Método LC/UV-vis

[estrona] [estrona]
[estrona] / encontrada Recuperacdo DP encontrada/ Recuperacdo DP/
Matriz ~ pmol L /pmol L' média/% /%  umol L? média % %

0,40 0,40 99 1,4 0,39 99 1,0

MilliQ 1,4 1,4 108 2,9 1,4 113 1,3
2,2 2,3 104 0,8 2,4 111 1,2

0,40 0,39 108 6,9 0,39 98 6,7

Torneira 1,4 1,3 107 4.3 1,3 106 2,0
2,2 2,4 96 3,9 2,4 111 3,4

0,40 0,38 96 7,6 0,35 88 2,0

Rio 1,4 1,1 93 4.6 1,3 109 53
2,2 2,2 101 2,6 2,5 113 2,6

A alta sensibilidade da deteccéo eletroquimica da estrona utilizando

um eletrodo de BDD foi obtida no modo voltamétrico, onde o potencial € varrido
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por uma determinada janela de potencial durante a medida. No entanto, os valores
de LD obtidos sdo consideravelmente altos devido a corrente de fundo que surge,
em parte, a partir da dupla camada elétrical?®. Embora as técnicas de DPV e SWV
possam contribuir para reduzir esse efeito, a sensibilidade pode ser melhorada
com um eletrodo operando em um potencial fixo sem mudangas na composic¢ao
da fase movel. Dessa forma, a proxima etapa do trabalho foi realizar a deteccéo
da estrona utilizando um sistema de injecao em fluxo — FIA-EC (flow injection

analysis) acoplado a um detector eletroquimico (eletrodo de BDD).

3.4.4 — Deteccdo da estrona utilizando o sistema FIA

Para um sistema em fluxo acoplado a um sistema eletroquimico ter
uma boa performance na deteccdo de estrona com o eletrodo de BDD, faz-se
necessario avaliar alguns parametros que podem influenciar diretamente na
resposta eletroquimica, tais como potencial aplicado e volume de injecéo.

Na Figura 3.24 sdo apresentadas as curvas hidrodindmicas | vs. E e
Q vs. E (cada ponto € a média de trés injecdes de 250 L) para a oxidacdo de
estrona 4 pmol L™ (I, - ltungo) €m H2SO4 0,5 mol L™, e as respectivas correntes
de fundo obtidas em cada potencial aplicado. A vazdo da fase movel utilizada
(H2S04 0,5 mol L) foi de 1,0 mL min~. Os dados foram coletados 20 a 30 min
apos o inicio da aplicacdo do potencial e cada experimento foi realizado em
triplicata. Ao se analisar a curva hidrodinamica | vs. E, observa-se uma curva
sigmoide bem definida, com a corrente passando a ser limitada pelo transporte de
massa para potenciais mais positivos que cerca de 1,10 VV°4. O potencial de meia
onda, por sua vez, é de aproximadamente 0,96 V (E, — E1» = 0,14 V). Por outro
lado, acima de 1,10 V, a corrente apresenta um aumento acentuado devido a
contribuicdo da corrente de fundo decorrente da reacdo de desprendimento de
oxigénio. Neste sentido, acima do potencial de 1,10 V, qualquer potencial pode

ser selecionado para a deteccdo do composto de interesse, usualmente, o melhor
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valor de potencial a ser escolhido € um ligeiramente acima do primeiro ponto onde
se observa a influéncia da limitacdo por transporte de massa (para reduzir a
influéncia de erros experimentais). Portanto, o potencial escolhido para conduzir
0s demais experimentos foi de 1,15 V com corrente de resposta de
aproximadamente 200 nA para estrona 2 pmol L™,

O ligeiro aumento do potencial de pico para a oxidacdo da estrona
em um sistema FIA em comparacdo aqueles obtidos por voltametria ciclica em
uma célula comum é devido a resisténcia da célula eletroquimica de fluxo. Este €
um indicativo de um comportamento do eletrodo de BDD similar aqueles sem
historico eletrogquimico, mesmo apds a aplicacdo da polarizagbes anddica e
catddica (limpeza e hidrogenacdo da superficie). JOLLEY et al.>* relatam que
filmes com extensivo histdrico eletroquimico (polarizacdo anodica e/ou catddica,
eletrodeposicdo de metais e eletrélises de cloreto) raramente exibem um formato
sigmoide, e os valores aparentes de Ej, para esses filmes excedem 0,5 V. O
eletrodo de BDD utilizado neste trabalho foi tratado anddica e catodicamente por
sucessivas vezes; embora essas polarizaces didrias mantivessem o eletrodo de
certa forma estavel durante determinado periodo de tempo, observou-se um
decaimento da corrente de oxidacdo de estrona 2 pmol L' durante os
experimentos, no entanto com sua estabilizacdo permanente apds um certo
periodo de tempo de uso. Esta observacdo, neste caso, € um indicativo de que os
eletrodos com altas dopagens sofrem, de certo modo, uma desativacédo
eletroquimica da superficie, comparativamente a um eletrodo recém-produzido,
contudo mantém-se estaveis o suficiente para resistirem a desativacao durante as

medidas (perda de hidrogénio da superficie) apds longos periodos de uso.
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FIGURA 3.24 — Curvas hidrodinamicas | vs. E e Q vs. E para estrona 4 umol L™
(volume injetado = 250 pL) obtidas usando um eletrodo de BDD pré-tratado
catodicamente. Inserto: corrente de fundo nos potenciais investigados. Cada dado
representa a média de trés injecbes. A solucdo transportadora era H,SO,

0,5 mol L™, a uma vazio de 1,0 mL min?.

O volume de injecdo também foi investigado com o intuito de
analisar a dependéncia da resposta eletroquimica para a oxidagdo da estrona com
0 tempo de passagem do analito pela célula em fluxo. Na Figura 3.25 séo
apresentadas a corrente e a carga obtidas para a oxidagédo de estrona 4 pmol L™
em H,SO, 0,5 mol L™t a partir de diferentes volumes de injecdo. Nesta figura, dois
comportamentos diferentes podem ser observados: aumento da corrente de
oxidacdo da estrona tendendo a uma forma sigmoide enquanto o da carga tende a
ser linear. Quando o volume de estrona injetado aumenta, maior € 0 tempo que a
solucéo transportadora contendo a estrona permanece na célula de fluxo; dado que
Q =1 xt, isso significa que ha uma influéncia direta na carga anddica de oxidacéo.

A corrente de resposta aumenta até volumes de injecdo proximos de 300 pL;
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provavelmente este é o volume minimo necessario para manter a concentracao de
estrona constante durante determinado periodo, podendo assim ser efetivamente

detectada (oxidada) com sinal e repetibilidade estaveis.
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FIGURA 3.25 — Valores de corrente e carga anodica para a oxidacdo de estrona 4
umol L1 obtidos por deteccdo amperométrica com o eletrodo de BDD pré-tratado
catodicamente para diferentes volumes de injecdo (n = 3). A solucédo

transportadora era H,SO4 0,5 mol L™, a um fluxo de 1,0 mL min™2.

Em geral, a performance de detectores eletroquimicos associa-se
como principais caracteristicas a estabilidade do sinal de resposta e a baixa
adsorcdo de subprodutos em sua superficie. Como discutido anteriormente, 0s
eletrodos de GC apresentam alguns inconvenientes em relacdo a estabilidade de
sinal e a adsorcdo. Anteriormente, XU et al.!®® compararam a deteccéo
amperométrica de eletrodos de BDD e GC. Nas respostas hidrodindmicas,
observaram que o eletrodo de GC apresenta uma corrente de fundo bem maior

que o de BDD, justificando este comportamento como decorrente de uma
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combinacdo da oxidacao da superficie e a reacdo de desprendimento de oxigénio.
A estrona, como previamente discutido, possui um anel fendlico em sua estrutura,
sendo que durante a detec¢do eletroguimica desta classe de compostos organicos
comumente ocorre forte adsorcdo, associada a polimerizacdo, formacdo de
produtos intermediarios e interacbes com as diferentes espécies terminais na
superficie do eletrodo!®!. O eletrodo de BDD contém uma pequena quantidade de
impurezas de carbono ndo diamante em sua superficiel®, entretanto, as
terminacdes em hidrogénio mantém-se constante na superficie, reduzindo,
portanto, a probabilidade de espécies adsorvidas.

A estabilidade do eletrodo de BDD foi analisada através da resposta
amperométrica para a oxidacdo de estrona em duas concentracdes distintas
(0,6 e 2,0 umol L) aplicando o potencial de 1,15 V (vs. Ag/AgCl) por 200 min
(vide Figura 3.26); cada ponto na figura corresponde a média de trés injecdes
dentro de um intervalo de 2 min. Para ambas as concentracOes injetadas, o
eletrodo apresentou boa estabilidade ao longo de tempo. Estes resultados sdo bons
exemplos de como os eletrodos de BDD sé&o estaveis, mesmo apos sido ter sido
submetido a polarizagdes. SALAZAR-BANDA et al.?? relataram o efeito do
tempo de exposicdo ao ar sobre a resposta eletroquimica ao par redox
[Fe(CN)e]*"* de eletrodos de BDD com diferentes niveis de dopagem pré-
tratados catodicamente (portanto, inicialmente com superficies enriquecidas em
terminacdes de hidrogénio). O eletrodo de BDD com alto nivel de dopagem com
boro (8000 ppm) apresentou uma excelente estabilidade em sua resposta ao par
redox. Entretanto, a medida que o nivel de dopagem do eletrodo era menor, a
resposta decresceu mais acentuadamente com o tempo de exposi¢do ao ar.
Portanto, desses resultados conclui-se que alta dopagem de boro estabiliza, de
alguma maneira, as terminacdes superficiais de hidrogénio no BDD. Portanto, se
adequadamente dopados, eletrodos de BDD pré-tratados catodicamente podem
apresentar vantagens em relacdo aos eletrodos de GC para usos em deteccoes

amperometricas, por exemplo, pois estes apresentam baixa estabilidade para
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longos periodos de aplicacéo de potencial, isto &, as analises precisam ser obtidas
em periodos curtos no potencial de deteccdo devido a progressiva desativacdo do
eletrodo. Ja no caso de eletrodos de BDD, o processo de oxidacdo pode ser
monitorado por um longo periodo de tempo sem comprometimento da

estabilidade do sinal eletroquimico®®?.
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FIGURA 3.26 — a) Resultados de FIA-EC para mdltiplas injecbes de duas

diferentes concentracdes de estrona (indicadas na figura), e b) resposta
amperiométrica de uma solucgéo de 0,6 pmol L estrona em um sistema FIA, em
H,SO4; 0,5 mol L™, usando um eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente,
Eapp = 1,15 V vs. Ag/AgCI (KCI 3.0 mol L ™). O volume injetado de estrona foi
de 250 pL e a solucéo carreadora era H,SO4 0,5 mol L™, a um fluxo de 1 mL

min1.
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A curva analitica e um resumo dos resultados obtidos usando o
sistema FIA com o eletrodo de BDD como detector estdo apresentados na Figura
3.27 e Tabela 3.8, respectivamente. O intervalo de concentracéo linear obtido para
a deteccdo da estrona foi de 0,060 — 2,0 pmol L™, com valores de RSD < 5%. O
limite de deteccéo obtido para a estrona foi de 0,050 pmol L™ (14 ng mL™?); este
LD corresponde a menor concentracédo para a qual o sinal de corrente de oxidacao
da estrona (n = 5) ainda apresenta um valor de RSD < 15%. Este valor de LD,
mais baixo que os obtidos por DPV e SWV, é comparavel aos obtidos para a
estrona (vide Tabela 3.6), outros compostos estrogénicos e seus derivados, por
outros autores. VEGA et al.”! investigaram o desempenho de eletrodos de GC
modificados com nanotubos de carbono (CNT-GC) em um sistema LC-EC para a
deteccdo de compostos estrogénicos fendlicos; para EE2 relataram um valor de
LD de 0,340 umol L™, aproximadamente sete vezes mais alto que o obtido nesta
tese. Estes mesmos compostos foram detectados por LIU et al.**® usando um
sistema FIA-EC com um eletrodo de um compdsito de Ni(ll)tetraquis(4-
sulfonatofenila) de porfirina e GC (NiTPPS/GC); neste caso, para etinilestradiol
o valor de LD relatado foi de 0,120 pmol L, aproximadamente 2,4 vezes mais
alto que o obtido nesta tese. YAMADA et al.*® usaram um detector eletroquimico
comercial, com multi-eletrodos, para determinar estradiol em solu¢do aquosa
padrdo e amostras de plasma de ratos; os valores de LD foram de 0,8 pug L
(3nmol L) e 2,4 ug L (9,9 nmol L), respectivamente. Aplicando o critério
LD = 3 S/N, um LD consideravelmente menor & obtido para a detecgédo
amperométrica da estrona (LD = 2,0 nmol L™ ou 0,54 pug L™?). Este valor
assemelha-se com os detectores atualmente disponiveis no mercado;
espectrdmetros de massas (MS) é um exemplo, mas o alto custo de manutencéo e
manipulacdo limitam a acessibilidade e uso®. Portanto, o método analitico de
deteccédo pelo sistema FIA-EC, além de ser um sistema de facil uso, com um

material de eletrodo como o BDD, além de apresentar propriedades Unica, €
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comparavel com os comerciais, dependendo da aplicabilidade, alta sensibilidade
em baixas concentragoes.

A estabilidade intra-dia e entre-dias do sinal de oxidacdo para a
deteccdo de estrona com o sistema FIA-EC usando o eletrodo de BDD pré-tratado
catodicamente foi avaliada em trés concentragdes diferentes (n = 5): 0,10, 1,0 e
1,7 umol L™ — vide Tabela 3.9. Observou-se excelente repetibilidade para o

sistema, com valores entre 94 — 111% ¢ 0,8 — 7%, respectivamente.

|/ nA

[estrona] / umol L™

FIGURA 3.27 — Curva analitica (n = 3, registrado com 2 min de intervalo) obtida
usando um eletrodo de BDD preé-tratado com polarizagéo catodica (Eapp = 1,15 V
vs. Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L), para a estrona nas concentragdes em H,SO,4 0,5
mol L™*: 0,060, 0,080, 0,10, 0,20, 0,40, 0,80, 1,0, 1,5 and 2,0 umol L%. Volume
injetado foi de 250 pL e a solugéo transportadora era H,SO4 0,5 mol L™, a uma

vazdo de 1 mL min,

TABELA 3.8 — Figuras de mérito obtidas para a deteccdo da estrona (E1) usando

um sistema FIA-EC com um eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente.

Intervalo linear / LD/
(umol L™ (umol L™

0,060 — 2,0 0,050 lp / nA = 1,05 + 3,50{[E1] / (umol L%} 0,988

Equacéo analitica R?
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TABELA 3.9 — Resultados de repetibilidade intra e entre-dias para a deteccao de
estrona (n = 5) usando um sistema FIA-EC com um eletrodo de BDD pré-tratado

catodicamente.

1°dia 2°dia 3°dia
[E1]/ [E1]¢/ DP / [E1]¢/ DP / [E1]¢/ DP /
umol L' pmol L' % pumol L % umol L™ %
0,10 0,11 4.8 0,11 52 0,11 7,1
1,0 1,1 1,8 1,0 4,8 1,0 59
1,7 1,7 0,8 1,7 2,4 1,6 2,2

[E1]s = [E1] encontrada.

Em seguida, foram realizados estudos de recuperacdo pela eletro-
deteccédo de amostras fortificadas de estrona em amostras reais de agua de torneira
e de rio. Assim, concentragdes conhecidas de estrona foram adicionadas em cada
amostra, seguida da detec¢do amperometrica com o sistema de FIA-EC proposto.
Conforme pode ser visto na Tabela 3.10, os valores de recuperagéo para a estrona
em amostras de agua de torneira e de rio variaram nas faixas 95 — 107% e
89 — 98%, respectivamente. Considerando-se estes resultados, pode-se concluir
gue o método ndo apresenta influéncia externa significativa causada pelo efeito
matriz, ndo havendo necessidade de preparos de amostras complicados e

demorados.
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TABELA 3.10 — Valores de recuperacdo encontrados para a molécula de estrona
(E1) em duas matrizes de agua (n = 5) usando um sistema FIA-EC com um

eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente.

Agua de torneira Agua de represa
[E1]/ I/ [E1]¢/ SD/ Precisdo/ 1/ [E1]¢/ SD/ Preciséo /
pumol Lt nA  umolL?t % % nA pumol L % %
branco 11 - - - 110 - - -
0,10 16 0,11 3,0 110 115 0,098 9,0 98
1,0 45 0,94 2,4 94 145 0,97 6,9 97
1,7 69 1,6 15 94 165 15 4,0 88

[E1]s = [estrona] encontrada.

Com esses dados, fica clara a estabilidade do eletrodo de BDD no
seu uso como detector eletroquimico. No entanto, a maioria dos estrogénios
apresenta sobreposicdo de resposta eletroquimica (oxidam na mesma regido de
potencial) devido ao anel fendlico constituinte em suas estruturas. A técnica de
LC é uma boa ferramenta para separar esses compostos, mas, usualmente, os
detectores mais comumente utilizados séo os de UV-vis e MS. Entretanto, 0 uso
de um detector eletroquimico torna o método mais barato para a deteccao desses
compostos estrogénicos. Dessa forma, alguns compostos estrogénicos naturais
(estriol, 17P—estradiol e estrona) e sintéticos (17a—etinilestradiol e
dietilestilbestrol) foram efetivamente separados (cada um deles na concentragéo
4,0 umol L) utilizando um sistema LC com o detector eletroquimico de BDD
acoplado. As condicdes usadas neste caso foram: fase movel constituida de
tampao fosfato (20 mmol L™ ;pH 3,0) / acetonitrila (55:45 V/y), vazdo de 1 mL
min! e coluna analitica cromatografica C18 (15,0 cm x 0,46 cm, Luna

Phenomenex® 10 pm, 100 A). Previamente, foram injetados os respectivos
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estrogénios separadamente para identificar (dados nédo apresentados) seus
respectivos tempo de retencéo.

Para avaliar o potencial de oxidacdo adequado para a andlise de cada
um desses compostos estrogénicos, foram obtidas curvas hidrodinamicas. A
janela de potencial aplicado foi de 0,80 — 1,4 V vs. Ag/AgCI (KCI 3 mol L),
sendo que os resultados obtidos estdo apresentados na Figura 3.28. Da analise
desta figura, depreende-se que € possivel usar um unico potencial de eletrodo e
obter valores de corrente adequados para oxidar todos os hormonios, isto €, 1,35
V. Neste caso, em relacdo aos métodos de SWV, DPV e sistema FIA, o
deslocamento de E, para regides de potenciais mais positivos deve-se,
possivelmente, a: (i) diferenca de condutividade da solucéo; (ii) diferentes
eletrolitos aquosos; (iii) solventes organicos e (iv) tipo de célula eletroquimica
utilizada. O uso de solvente organico, além da necessidade basica para separar 0s
compostos na coluna cromatografica, também pode ajudar na reducéo de espécies
adsorvidas na superficie no eletrodo de trabalho. Dessa forma, além das vantagens
ja discutidas para as técnicas anteriores, cabem algumas consideraces em relacédo
ao sistema LC-EC, como: (i) baixa tendéncia a ocorréncia de processos de
adsorcao na superficie de eletrodos de BDD; (ii) a vazdo constante da fase mével
remove subprodutos fracamente adsorvidos na superficie; (iii) o solvente organico
contribui sinergicamente para a limpeza da superficie do eletrodo; (iv) a coluna

separa 0s compostos, permitindo a analise de varias moléculas de uma unica vez.
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FIGURA 3.28 — Curvas hidrodinamicas | vs. E para diferentes estrogénios
(indicados na figura) 4 umol L™ (volume injetado = 250 pL) obtidas usando um
eletrodo de BDD pré-tratado catodicamente. Fase movel: tampdo fosfato
(20 mmol L-%; pH 3,0) /acetonitrila (55:45 V/\y), a um fluxo de 1 mL min2.

Na Figura 3.29 e mostrado um cromatograma referente a separacao
e deteccdo amperométrica dos compostos estrogénicos utilizando um sistema LC-
EC com um eletrodo de BDD pre-tratado catodicamente. A corrente de fundo se
estabiliza rapidamente neste sistema, e o tempo total de analise entre 0s compostos
é de menos de 12 min, entre o primeiro e ultimo pico. Além disso, os valores de
|, para os estrogénios estriol, 17B—estradiol, estrona, 17o—etinilestradiol e
dietilestilbestrol foram de 169, 107, 93, 99 e 65 nA, respectivamente. No entanto,
em um desenvolvimento de método também leva-se em consideracdo o desvio
padrdo para determinacdo da menor concentracdo na curva analitica, que
apresente valores menores que 20%, sendo este o LD. Infelizmente, o material da
célula eletroguimica utilizada neste estudo era composto de acrilico e o uso de
metanol e acetonitrila provocou danos que impediram a continuidade dos
experimentos. O uso de um material como o teflon poderia ser uma alternativa

para este tipo de problema, no entanto deve-se ressaltar o cuidado que se devera
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tomar com a possivel presenca de bolhas internas, cuja presenca nao poderia ser
facilmente percebida uma vez que o teflon ndo € incolor. De qualquer modo, ficou
demonstrada a possibilidade de separar esses compostos estrogénicos, sendo que
0s baixos valores de LD obtidos previamente neste trabalho sdo menores que
aqueles previamente relatados na literatura'’>%449 por exemplo, SMYTH &
FRISCHKORN? estudaram a eletro-deteccéo de hormdnios em carne utilizando
um eletrodo de carbono vitreo e obtiveram, para estrona, um valor de LD de
aproximadamente 0,6 pmol L. No caso da estrona, outros trabalhos estéo citados
na Tabela 3.6. Além do fator da resistividade da solucdo e o deslocamento de
potencial de oxidacédo para valores mais positivos, o eletrodo de BDD se destaca
principalmente pela ampla janela de potencial, baixa corrente capacitiva e
resisténcia da oxidacao da superficie, destacando-se, portanto, de outros materiais
de carbono utilizados como detectores. XU & SWAIN, por exemplo, relatam
gue eletrodos de GC apresentam um fator de corrente de fundo sete vezes maior
em relagédo aos eletrodos de BDD. Esses altos valores decorrem da contribuicao
da oxidacdo parcial da superficie e da reacdo de desprendimento de oxigénio.
Estes resultados demonstram uma das vantagens do uso do eletrodo de BDD para

deteccdo amperométrica.
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FIGURA 3.29 — Separacdo cromatografica usando um sistema LC-EC com
deteccdo eletroquimica (eletrodo de BDD pre-tratado catodicamente) dos
estrogénios naturais, (1) estriol, (2) 17p-estradiol, (4) estrona, e os sintéticos, (3)
17a-etinilestradiol, e (5) dietilestilbestrol, respectivamente, todos na
concentracdo 4 umol L. Fase mével: tampdo fosfato (20 mmol L*; pH 3) /
acetonitrila (55:45 V/y), a vazdo de 1 mL mint. Deteccdo usando E = 1,35 V vs.
Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™).

3.5 — Estudo de degradacdo da molécula estrona utilizando um eletrodo de
Nb/BDD

Materiais a base de carbono, como é o caso do eletrodo de BDD, séo
utilizados para diversas aplicacbes no campo da Quimica, como: sensores,
eletrossintese organica ou inorganica e tratamento de aguas. Na segunda etapa
deste trabalho de doutorado, serdo apresentados os resultados obtidos na
degradacdo eletrogquimica de uma molécula estrogénica, a estrona, em baixas
concentracdes, utilizando um eletrodo de Nb/BDD (nivel de dopagem entre 2000

— 4000 ppm). Algumas variaveis que pudessem ter alguma influéncia no processo
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de degradacdo da estrona foram investigadas. Por outro lado, a identificacdo de
intermediarios gerados durante a eletrolise e 0 mecanismo de degradacdo para a
estrona também foram estudados. Os compostos estrogénicos geralmente sdo
encontrados em baixas concentragOes nas estacdes de tratamento de esgoto, e
devido a baixa solubilidade da estrona em meio aquoso (~ 1 mg L), algumas
técnicas para determinar parametros cinéticos de degradacéo ficam inviabilizadas
por envolver limites de deteccdo proximos da concentracdo inicial de eletrdlise.
Dessa forma, primeiramente foi desenvolvido e validado um metodo analitico de
LC/UV-vis para detectar e monitorar a concentracdo da estrona durante a
eletrolise. Em seguida, os demais estudos foram realizados pela técnica LC-
MS/MS, com o intuito de analisar, em carater qualitativo, as influéncias das
varidveis investigadas na formacdo de diferentes compostos intermediarios no

mecanismo de degradacéo.

3.5.1 — Desenvolvimento de método cromatografico LC/UV-vis

Conforme mencionado acima, desenvolveu-se e validou-se um
método cromatografico para monitoramento da concentra¢do da estrona, em
diferentes tempos de eletrélise. Alguns dos parametros estudados e otimizados
foram a fase movel, vazdo e volume de injecdo (dados ndo apresentados), com
tempo de retengdo do composto de interesse em apenas 4,5 min. LIN et al.”™
acompanharam a degradacdo de alguns hormdnios, naturais e sintéticos, via
ozonizacgéo; esta degradacdo tambem foi monitorada via LC/UV-vis. Alguns dos

parametros otimizados por eles também foram usados neste trabalho.

Finalizada essa primeira etapa, obteve-se a curva analitica (Figura
3.30), com a injecdo de 50 uL de solugdo 80/20 V/y Na;SOseq 0,1 mol LY
metanol, contendo estrona na faixa de concentracdo de 1,0 x 107 —

4,0 x 10° mol L. Outros dados referentes a validacdo estdo apresentados nas
Tabelas 3.11 e 3.12.
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FIGURA 3.30 — Curva de analitica obtida para a estrona pelo método de
LC/UV-vis (A = 280 nm) validado. Fase mével: ACN/H,0 50/50 V/y, a um fluxo

de 1 mL min?, volume injetado = 50 pL.

TABELA 3.11 — Preciséo e exatiddo da curva analitica da estrona (n = 3).

[estrona] / umol L™ exatiddo / % precisdo / %
0,1 119 2,56
0,2 97 1,40
0,4 91 4,56
0,6 100 0,46
1,0 102 2,05
1,5 94 1,05
2,0 103 1,84
3,0 104 1,29
4,0 107 1,37
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TABELA 3.12 — Resultados associados a validacdo do método de LC/UV-vis
para a determinacéo de estrona.

Coeficiente de correlacédo para linearidade 0,9945
Seletividade ndo hé interferentes
LD / (umol L1) 0,06
LQ / (umol L) 0,1

Para todas as concentragOes analisadas na construgdo da curva
analitica (n = 3), observou-se um coeficiente de variacdo entre 0,46 e 4,56%,
valores estes aceitaveis para esse tipo de analise. Ressalta-se, neste caso, que a
validacéo foi realizada como uma simulacdo de um efluente, onde ndo foram
observados interferentes na analise da seletividade do método. Obteve-se um
valor de coeficiente de correlagdo para linearidade de 0,9945. Os valores de LD e

LQ foram estimados através das equacdes 20 e 21, respectivamente.

LD = sinal ruido 3:1 Equacdo 20

LQ =sinal ruido 10:1 Equacéo 21

Desta forma, os valores de LD e LQ obtidos para a estrona foram de
0,06 e 0,1 umol L1, respectivamente.

Em seguida, ainda na validacdo do método, testes de precisdo e
exatiddo entre e intra-dias foram realizados em trés dias distintos, com intervalos
de um dia entre experimentos. Para isso, empregou-se o teste 3CQ (controle de
qualidade), onde considerou-se: a) CQ1 = 110 — 120% da menor concentracdo do
analito obtida na curva analitica; CQ2 = 40 — 60% da maior concentracdo do
analito obtida na curva analitica; CQ3 = 75 — 95% da maior concentracdo do
analito obtida na curva analitica. Dessa forma, as concentracGes de estrona

estudadas no controle de qualidade, foram 0,18, 2,2 e 3,5 umol L. A partir das
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areas obtidas nos cromatogramas, proporcionais a diferentes concentragdes (curva
de analitica), foi obtida a equacéo da reta (Equacdo 22) que as correlaciona, sendo
que os valores de coeficiente de variacdo e exatiddo estdo apresentados na
Tabela 3.13.

area = —120,7 + 7456,4 [estrona] / umol L Equacéo 22

TABELA 3.13 — Preciséo e exatiddo intra- e entre-dia, para a analise dos QCs

(n =5) em 3 dias alternativos.

1° dia 2° dia 3°dia
[estrona] / umol preciséo Exatiddo precisdo  Exatiddo precisdo Exatiddo
L+ (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0,18 3,9 108 3,7 105 2,2 109
2,2 2,3 110 1,0 111 1,1 114
3,5 1,9 109 3,5 107 2,9 110

Nos resultados obtidos (Tabela 3.13), o valor de exatiddo aceitavel
foi de 15%. Para as trés concentracOes de controle de qualidade avaliadas,
observa-se coeficientes de variagdo e exatiddes nas faixas de 1,0 — 3,7% e 105 —
114%, respectivamente (Tabela 3.13). Portanto, neste caso, 0 metodo
desenvolvido para a deteccdo da estrona foi seletivo, sensivel, preciso e exato.
Assim, este método validado foi usado para monitoramento nos estudos de

degradacédo eletroquimica da estrona em meio aquoso.

108



Resultados e Discussao

3.5.2 — Degradacéo eletroquimica da estrona

Na diversidade de aplicacdes eletroquimicas em que eletrodos de
BDD sdo a degradacdo eletroquimica de efluentes é uma delas. Devido a
importancia de se obter métodos adequados para a retirada de perturbadores
enddcrinos de aguas superficiais, a eletrodegradacdo da estrona foi estudada em
um reator do tipo filtro-prensa. Neste processo de eletrélise, alguns parametros
podem afetar diretamente a cinética de decaimento da concentracdo de estrona:
densidade de corrente (j), pH, temperatura (¢) e vazdo volumétrica (qv). Na Figura
3.31 sdo apresentados os resultados obtidos na degradacdo de 0,5 L de uma
solucéo de estrona 500 pg L* em 0,1 mol L Na,SO,, pH 6-7 e 8 = 25 °C, para

diferentes valores de vazao volumeétrica.
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estrona

inicial

Intensidade / u.a.

t/ min t/ min

b)c)

FIGURA 3.31 — Oxidagdo anddica (j = 10 mA ¢cm2) usando eletrodo de Nb/BDD:
estrona 500 pug L* em 0,1 mol L Na,SO4, 0,5 L, pH 6-7 ¢ 6 = 25 °C. a)
Absorbancia vs. diferentes tempos de eletrélise (qv = 2,0 L min): 0, 2, 4, 6, 8,
10, 15, 20, 25, 30 e 40 min (condicdes cromatograficas indicadas no item 3.5.1).
b) Concentracgéo relativa da estrona ([E1].e = [E1]: / [EL1]o) VvSs. tempo de analise
para diferentes valores de vazdo (indicados na figura) durante as eletrélises. c)
Analise cinética, supondo reacdo com cinética de pseudo-primeira ordem, para

diferentes valores de vazao (indicados na figura).

A partir dos graficos apresentados na figura acima, pode-se obter
diversas informacdes eletroquimicas no que diz respeito a eletrodegradacdo da

estrona. Na Figura 3.31a, observa-se claramente algumas informacdes relatadas
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no item 3.5.1, em relacdo ao tempo de retencdo da estrona (4,5 min) e o
decaimento da intensidade de sinal em relacdo ao tempo de eletrolise.

Além do monitoramento da eletrodegradacéo da estrona, também hé
interesse na identificacdo de subprodutos decorrentes da sua eletrolise, o que é de
extrema importancia, por poderem apresentar, em muitos casos, toxidade igual ou
maior que aquela do produto de origem. LIN et al.” estudaram a degradacéo, via
ozonizacdo, de trés perturbadores endocrinos, sendo que relataram a formacéo de
alguns produtos intermediarios de baixo peso molecular e alta polaridade. No
comprimento de onda utilizado neste trabalho (A = 280 nm), observou-se a
formacdo de compostos intermediarios, com caracteristicas semelhantes; baixo
peso molecular e alta polaridade. Esse fendmeno foi observado mesmo apés 40
min de eletrélise (Figura 3.31a — bandas cromatogréaficas proximas a tp), seguido
de um decréscimo de intensidade de pico para os demais tempos de coleta de
amostra. Com tempos maiores de eletrélise, provavelmente ha total degradacéo
desses compostos intermediarios; contudo, do ponto de vista pratico, possiveis
intermediarios sé foram elucidados utilizando uma técnica mais avancada, a LC-
MS/MS. Ressalte-se que o método de LC s6 foi validado para a quantificacdo da
estrona e ndo para 0s seus intermediarios, ndo havendo, portanto, qualquer
correlacdo entre as intensidades dos picos referentes aos subprodutos formados e
a concentracdo dos mesmos.

A mineralizagdo desses compostos, por outro lado, pode ser
analisada e quantificada pela técnica de carbono organico total (TOC). No
entanto, naquele momento, no DQ-UFSCar ndo havia aparelho em
funcionamento e os aparelhos disponiveis no campus da USP — Sdo Carlos
apresentam limites de deteccdo em torno de 0,5 mg L (2,0 x 10° mol L?). Aqui
cabe relembrar que grande parte dos horménios apresentam, em geral, como
caracteristica fisico-quimica uma baixa solubilidade em meio aquoso.
SHARREF et al.1%, estudando a solubilidade da estrona em diferentes valores de
pH, obtiveram valores entre 1,24 mg L (4,59 x 10° mol L) € 2,27 mg L
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(8,40 x 10°° mol L1). Na presenca de KNO3 0,1 mol L2, esses valores foram
ainda menores: 0,610 mg L* (2,25 x 10°® mol L) e 1,30 mg L*
(4,81 x 10° mol L), respectivamente. Desse modo, claramente ficou
inviabilizado o uso da técnica de TOC, por se trabalhar em concentracfes
préximas a do limite de detec¢do do equipamento.

A oxidacao de compostos organicos por radicais *OH ocorre em uma
pequena camada proxima a superficie do eletrodo, devido a alta reatividade destes
radicais. Na auséncia de otimizacao do transporte dos compostos da solugéo para
esta camada, efeitos de transporte de massa fazem que grandes areas de eletrodo
de trabalho sejam necesséarias para a degradacao eficiente de grandes volume de
efluentes em tempos razoaveis®. Neste caso, uma solucéo alternativa é o uso de
reatores em fluxo, como é o caso em nosso trabalho.

Um dos primeiros parametros investigados na degradacgéo
eletroquimica da estrona usando o eletrodo de Nb/BDD no reator em fluxo foi a
vazdo. Conforme pode ser visto na Figura 3.31b, o decaimento da concentracao
relativa da estrona com o tempo de eletrolise apresenta um perfil exponencial para
todas as vazdes estudadas. No entanto, destaca-se a vazdo de 2 L min!, com
decaimento da concentracdo da estrona de 80% em apenas 13 min, enquanto para
as demais vazdes, valores similares de decaimento s6 foram atingidos apoés
tempos maiores de degradacéo: 16, 20, 20, 22 e 24 min, respectivamente. Isto €,
a velocidade de decaimento da concentracdo de estrona é praticamente duas vezes
mais rapida para a vazdo de 2 L min* em comparacdo a de 7 L mint. O
decaimento da concentracdo de estrona, para os diferentes valores de vazéo, foi
relacionado a diferentes ordens de reacdo; dentre elas, a que melhor se ajustou foi
a de pseudo-primeira ordem (Equacédo 23) — vide Figura 3.31c. Os valores das
constantes de pseudo-primeira ordem obtidas (vide Tabela 3.14), demonstram a
alta velocidade de decaimento da concentracdo da molécula de estrona em baixas

vazoes.
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lestronalo ¢ Equacéo 23

[estrona];
TABELA 3.14 — Constantes cinéticas de pseudo-primeira ordem (k) obtidas para
a degradacdo eletroquimica (j = 10 mA cm™) de estrona 500 pg L*

(1,85 umol L) em Na,SO, 0,1 mol L (pH 7, a 25 °C), usando diferentes valores

de vazéo (gqv) em um reator em fluxo com um eletrodo de Nb/BDD.

gv/ L min™! Kap / Ms™! R?
2 127 0,99
3 120 0,99
4 112 0,98
5 97,1 0,99
6 82,5 0,99
7 82,8 0,97

Teoricamente, espera-se um comportamento inverso ao observado
durante a eletrolise do composto de interesse, isto é, que as altas vazles
acelerassem o processo de oxidacdo da molécula de estrona devido ao maior
numero de espécies chegando a superficie do eletrodo. Contudo, em baixas
concentracdes (500 pg L), o processo de eletrdlise é controlado por transporte
de massa e reacdes secundarias (desprendimento de oxigénio, por exemplo),
resultando em um decréscimo da eficiéncia de corrente. Provavelmente, a forte
agitacdo proporcionada pelas altas vazbes pode, de certa forma, levar a um
aumento das reagOes secundarias, consequentemente influenciando a velocidade
de decaimento da concentracéo da estrona. Dessa forma, a vazédo de 2 L min~! foi
escolhida para os demais estudos realizados neste trabalho, por apresentar
melhores resultados no processo de decaimento da concentracdo da estrona (maior
valor de kap).

Na degradacdo eletroquimica de compostos organicos, o valor de

densidade de corrente (j) usado interfere diretamente na cinética de reacéo.
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Analisando-se a Figura 3.32a, nota-se, nitidamente, um efeito significativo da
variacdo de j (5, 10 e 25 mA cm~2); para 0 menor valor de j (5 mA cm2), observou-
se decaimentos da concentracdo de estrona de 80% e 96%, apds 47 e 60 min de
eletrdlise, respectivamente. Como a velocidade de degradacdo da estrona €
fortemente dependente da corrente aplicada, uma degradacdo mais rapida foi
observada com o aumento da densidade de corrente. Assim, aplicando-se
j =10 mA cm2, mais de 98% de estrona foi degradada em um periodo de 30 min;
para 80% de degradacdo, foram necessarios apenas 13 min. Ja para
j =25 mA cm2, aparentemente houve completa degradacéo da estrona em apenas
20 min e 80% de degradacdo em apenas 10 min. Este comportamento pode ser
um indicativo do bom desempenho de anodos como o BDD; o aumento de j
favorece a eletrogeracdo de maior quantidade de espécies oxidantes ativas, em
especial o radical s<OH®. Assim, a existéncia das espécies *OH e o controle de sua
quantidade em solucéo eletrolitica podem ser obtidos através da escolha do valor

de j, podendo-se atingir altas eficiéncias de degradacao.
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FIGURA 3.32 - Decaimento da concentracdo relativa da estrona

([E1]re = [E1]:/ [E1]o) em funcdo do (a) tempo de eletrdlise e da (b) carga aplicada
por unidade de volume da solugéo (Qgp) para a eletrdlise de solucdo de estrona
500 pg Lt em Na,SO4 0,1 mol L (pH 7, 25 °C), na vazdo de 2 L min?, usando

o eletrodo de Nb/BDD a trés densidades de corrente distintas.

O decaimento da concentracao de estrona, para os diferentes valores
de j, também foi relacionado a diferentes ordens de reacdo; sendo o melhor ajuste
para reacdes de pseudo-primeira ordem — vide Figura 3.32a (dados no inserto).

As constantes de pseudo-primeira ordem obtidas estdo resumidas na Tabela 3.15.

TABELA 3.15 — Constantes cinéticas de pseudo-primeira ordem (xqp) Obtidas para
a degradacéo eletroguimica de estrona 500 pg L (1,85 pmol L) em Na,S0,4 0,1
mol L (pH 7, a 25 °C), na vazdo de 2 L min™!, usando um reator em fluxo com

um eletrodo de Nb/BDD a trés densidades de corrente (j) distintas.

j/ mA cm™ Kap / Ms™! R?
5 39 0,99
10 127 0,99
25 206 0,99
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MURUGANANTHAN et al.®, por outro lado, relataram para a
eletrodegradacéo do estrogénio natural 17B-estradiol — E2 (500 pg L) valores de
kap iniciais de 0,9, 1,3 e 2,7 ms™, paraj=12,5, 25 e 50 mA cm?, respectivamente.
Utilizaram um célula eletroquimica convencional (volume = 250 mL), Si/BDD
como anodo e platina como contra-eletrodo. Notaram ainda que o comportamento
de pseudo-primeira ordem deixava de ser seguido no final da degradacéo, o que,
segundo os autores, poderia ser devido a concentracdo inicial de E2 ser
relativamente grande e, consequentemente, a taxa de degradacdo ser controlada
inicialmente pela densidade de corrente; a medida que a concentracdo de E2
diminuiu, a taxa de degradacédo passou a ser controlada por transporte de massa
(difusdo das moléculas de E2 até a superficie do eletrodo). Em resumo, 0 processo
era inicialmente controlado pela densidade de corrente (lapp < liim) até remocéo de
cerca de 90% de E2, quando passava a ser controlado por transporte de massa. De
qualquer modo, os valores de ki, obtidos nesta tese com o reator do tipo filtro-
prensa para degradacdo de E1 séo consideravelmente superiores aqueles obtidos
por MURUGANANTHAN et al.® para degradacdo de E2, sendo cerca de 77
vezes maior para j = 25 mA cm?, isto é, 206 ms! comparado a somente
2,7 mst. Também, a linearidade dos dados, ao se ajustar a eles a equagéo
correspondente a uma cinética de degradacdo de pseudo-primeira ordem, é
observada para todo o tempo de processo no sistema em fluxo; este € um indicio
de que ndo é limitado por transporte de massa, como observado em outros
sistemas convencionais. Neste sentido, como esperado, a vantagem de se usar um
reator do tipo filtro-prensa esta também atrelada ao tempo de eletrélise necessario
para a degradacdo do composto de interesse. Considerando que a molécula de
estrona (E1) é relativamente parecida com a molécula de 17p—estradiol (E2),
diferenciando-se apenas por um grupo funcional em uma das extremidades, 0s
reatores do tipo filtro-prensa, aléem de proporcionar maiores valores de Kap,
também reduzem consideravelmente o tempo de eletrolise (mesmo considerando

que o volume de solucdo era o dobro); por exemplo, considerando
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j =25 mA cm2, foram necessarios apenas 10 min para a degradacéo de 90% da
estrona, enquanto usando a mesma densidade de corrente, material de eletrodo e
concentracao de E2, obteve-se 90% de degradacdo em aproximadamente 30 min,
isto é, um tempo 3 vezes superior em relacdo ao obtido neste trabalho.

Na Figura 3.32b, é apresentado o grafico de decaimento da
concentracdo de estrona em fungdo da carga utilizada por unidade de volume da
solucdo (Qgp). Para 75% de degradacao, os seguintes valores de Qzsy, foram
encontrados: 105, 58 e 89 mA h Lt (médiade 84 + 24 mAh L) paraj=5,10¢e
25 mA cm, respectivamente. Para 90% de degradacéo, os valores de Qqos, foram
de 140, 99 e 140 mA h L (média de 126 + 24 mA h L Y) paraj=5, 10 e
25 mA cm2, respectivamente. Claramente, ndo ha uma diferenca significativa
entre os valores obtidos para Qgow,; assim, optou-se por realizar 0s sucessivos

estudos de outras variaveis utilizando j = 10 mA cm=,

MURUGANANTHAN et al.®# mencionam que o aumento de j
acelera a formacdo do oxidante *OH e de outros oxidantes mais fracos (S;0g* €

H,0, e O3), de acordo com as seguintes reacoes:

25045 — S,0¢% + 26~ Equacéo 24
2H,0 —» H,0;, + 2e~ + 2H" Equacéo 25
3H,O0 — O3+ 6e +6H" Equacéo 26

Provavelmente, o rapido decaimento da estrona no inicio da eletrolise
é devido, também, a interacdo da molécula com esses oxidantes; contudo, note-se
que eles ndo sdo suficientemente fortes para oxidar os intermediarios formados
no processo, provenientes da estrona. Dessa forma, em altos valores de |,

economiza-se tempo, uma vez que altos valores de j proporcionam uma
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degradacdo eletrolitica mais rapida e eficaz de estrona, mas com um custo maior
agregado.

Normalmente, reacdes de degradacédo eletroquimica sdo controladas
por um de dois processos, transferéncia de carga ou transferéncia de massa. Como
observado nos estudos de j, ndo ha, de fato, diferengas significativas na
degradacéo da estrona aplicando-se valores de j = 10 e 25 mA cm, exceto para
j =5 mA cm2. Essa diferenca, como relatado anteriormente, pode estar associada
a influéncias de reacdes parasitas que ocorrem paralelamente ao processo de
degradacdo da molécula de estrona. Abaixo, discutiremos a questdo da forca de
oxidacéo de alguns intermediarios redox, contudo, até este ponto, cabe ressaltar
que a ocorréncia dessas reacdes parasitas pode de fato contribuir para a oxidagéo
inicial da estrona, devido ao sistema estar operando acima da corrente limite (1im).
Como observado para j =5 mA c¢cm2, o decaimento da concentracdo da estrona
deu-se mais lentamente, ndo somente pela geracao dos radicais *OH gerados, mas
parece haver uma influéncia de intermediarios formados nas reacfes parasitas,
mesmo com a formacdo de O,. Essa suposicao esta atrelada a questdo da corrente
aplicada (l.p) durante a eletrolise. Quando os valores de j S&0 menores que jjim, O
processo é controlado pela densidade de corrente (Japi < jiim); para japi > Jjiim, O
processo de eletrdlise passa a ser controlado por transporte de massa. O valor de
jim para o sistema, estimado a partir da DQO teérica da estrona (500 pg L™?) é
igual a 22 PA cm™2, mas nessa corrente ndo ocorre a formacdo direta de radicais
*OH dado que o correspondente potencial de eletrodo tem um valor para o qual
ndo ocorre a eletrooxidacdo da agua. Em dois trabalhos publicados por
MURUGANANTHAN et al.884 dois processos sdo observados: japi < jiim, NO
inicio da eletrolise, e o0 processo de controle por transporte de massa, devido a
célula eletroguimica ser convencional. Embora os autores em ambos os trabalhos
justifiquem essas diferencas por diferentes regimes, ndo se calculou o valor de jjim,
de tal forma que é dificil afirmar, neste caso, que 0 processo possa ser controlado

pela densidade de corrente no periodo inicial e, ao final, pelo transporte de massa;
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supondo que, desde 0 inicio, japi > Jiim, Neste caso deve ter havido uma influéncia
dos intermedidrios redox formados inicialmente, competindo com a
eletrooxidacdo de E2 no sistema. Como o0 poder oxidante desses intermediarios
redox € fraco para oxidar os intermediarios de E2 formados no tempo inicial, a
partir de certo tempo h& uma competicao pela oxidacao por radical *OH entre as
moléculas de E2 e os intermediarios provenientes da oxidacdo, acarretando em
uma mudanca no perfil de eletrolise deste composto.

A velocidade de degradacdo eletroquimica de estrona usando-se o0
eletrodo de Nb/BDD foi investigada em trés concentracdes de estrona (230, 410
e570 ug L), emj=10mAcm2e #=25°C. NaFigura 3.33, sdo apresentados
os perfis de variagdo da concentracao e da concentracédo relativa de estrona com
o0 tempo de eletrélise. Como esperado, ao se analisar esta figura nota-se que ndo
ha diferenca no decaimento da concentracao relativa de estrona em diferentes
concentragdes. Estes resultados indicam, mais uma vez, que ja esta acima de jjim,
gerando radicais *OH em excesso na solu¢do. Apesar da ocorréncia de reagdes
parasitas em paralelo, estes radicais estdo em quantidade suficiente para degradar
todas as moléculas de estrona que chegam a superficie do eletrodo, nas diferentes

concentracgoes.
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FIGURA 3.33 — Decaimento da concentracdo da estrona ([E1]) (a) e da sua
concentracdo relativa ([E1l]es = [E1]: / [E1]o) (b) em funcdo do tempo para a
eletrolise de solugdes de estrona de diferentes concentracdes (indicadas nas
figuras) em Na,SO,4 0,1 mol L* (pH 7, 25 °C), na vazdo de 2 L min?, usando o
eletrodo de Nb/BDD na densidade de corrente de 10 mA cm2.

O efeito do pH na eletrodegradacéo da estrona (500 pg L) também
foi estudado, mais uma vez para j = 10 mA cm=. Além disso, a cinética de
decaimento da concentracdo de estrona foi avaliada na presenca ou auséncia de
NaCl (21 mg L* ou 0,36 mmol L?). Dessa forma, os decaimentos da
concentracdo relativa da estrona em funcéo do tempo de eletrolise, na presenca
ou auséncia de NaCl em diferentes valores de pH, usando o eletrodo de Nb/BDD,

estdo apresentados na Figura 3.34.
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FIGURA 3.34 — Decaimento da concentracdo relativa da estrona

([EL1]re = [EL]:/ [E1]o) em funcdo do tempo para eletrdlises de solucéo de estrona
500 pg Lt em Na,SO4 0,1 mol L (25 °C) de diferentes valores de pH e na
auséncia ou presenca de NaCl (indicados na figura), na vazdo de 2 L mint, usando
o eletrodo de Nb/BDD na densidade de corrente de 10 mA cm,

Numa primeira anélise, para a degradacdo completa da estrona, nota-
se gque variacdo do pH durante a eletrolise so teve efeito, negativo, para valores
de pH 10, pois nos demais valores de pH estudados, 3 e 7, ao final da eletrolise
obteve-se valores de degradacdo e tempo semelhantes, com aproximadamente
98% da molécula oxidada em apenas 25 min, enquanto para pH 10, necessitou-se
de 50 min para obter este grau de degradacéo. Por outro lado, para degradar 80%
da estrona, nota-se que ha diferencas em todos os pHs investigados, com tempos
de degradacdo de aproximadamente 18, 13 e 27 min, para pH 3, 7 e 10,
respectivamente. Estas diferencas no tempo de decaimento da concentragcdo da
molécula podem, de certo modo, estar diretamente relacionadas com o seu pK,
(10,34), isto ¢ a dissociacdo ou ndo da molécula no meio reacional®®®. Assim, para

solugbes com pH < 10, as moleculas da estrona ndo estdo dissociadas.

121



Resultados e Discussao

Provavelmente, em meio aquoso os radicais *OH podem atacar o anel aromatico
da estrona de diferentes formas ou intensidades, o que pode depender do pH. De
fato, pelos resultados obtidos, em pH 10 o ataque desse oxidante a estrona ocorre
mais lentamente, e 0 mesmo ocorre, mas em menor extensdo, em pH 3. Ja em
pH 7, esse ataque ocorre bem mais rapidamente. Na realidade, resultados
discrepantes tém sido obtidos sobre o efeito do pH na eletrodegradacdo de
moléculas organicas. MURUGANANTHAN et al.83, por exemplo, observaram
uma rapida degradacdo da molécula de E2 em pH 10, e para valores de pH < 10
relatam uma reducdo acentuada da cinética de degradacgdo. FLOX et al.1!8, por
outro lado, observaram que melhores respostas de degradacdo (avaliadas via
TOC) de 4,6-dinitro-o-cresol (pK, = 4,4) ocorreram em pH 3, sendo que
explicaram o resultado como decorrente de diferencas na velocidade de
mineralizacdo dos intermediarios formados em pH baixos e altos. Cabe lembrar
que a formacdo dos radicais *OH em meio acido e neutro ocorre a partir da

oxidacdo da agua*'é:

H,0 —» ¢OH,qs + HY + e~ Equacdo 27

Ja em pH > 10, esta formagdo se da a partir dos ions hidréxido:

OH™ —» e OH_ 45 + € Equacéo 28

Em alguns casos, como para corantes, no processo de oxidacdo em
diferentes valores de pH, a formacdo de intermediarios diferentes pode ser
evidenciada pelas diferentes cores que surgem durante o processo. Neste trabalho,
ndo ha como saber via mudanca de cor se ha formacdo de diferentes

intermediarios, além da concentragao da estrona em solucédo ser extremante baixa.
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A oxidacdo de compostos organicos também pode ocorrer
indiretamente, através de espécies geradas in situ, como, por exemplo, cloro ativo
(Cl,, HCIO ou CIO") eletrogerado em decorréncia da oxidacdo de ions cloreto
presentes na solugdo. Assim, a influéncia de ions cloreto na solucdo foi estudada
em diferentes valores de pH, pois, conforme ilustrado por CHENG &
KELSALL!®, dependendo do pH da solucéo, diferentes espécies de cloro ativo
sdo predominantes em solucédo (para [NaCl] = 0,5 mol L™, a 25 °C): Cl,, HCIO e
ClO nas regides de pH < 3,0, 3,0 <pH < 7,6 € pH > 7,6, respectivamente; ressalte-
se que a transicao entre as espécies predominante Cl, e HCIO ocorre a pH cada
vez menor a medida que a concentracdo de CI- diminui (no caso desta tese,
ocorrerda em pH abaixo de zero)'®. A concentracio de fons cloreto
(0,36 mmol L) adicionada a solucdo foi cerca de 200 vezes maior que a da
estrona (1,85 pumol L), isto é, uma relagdo de cerca de 11 dtomos de cloro para
cada atomo de carbono da estrona. Conforme pode ser depreendido dos resultados
apresentados na Figura 3.34, a adicdo de ions cloreto a solucdo de estrona
influenciou positivamente no tempo de eletrélise para o decaimento da
concentracdo da estrona, que atingiu valores proximos a zero em apenas 10 min
para pH 3, 7, e 10, respectivamente; ressalte-se que em pH 3 a espécie de cloro
ativo predominante € HCIO, em pH 7 esta espécie esta em concentracao trés vezes
maior que a espécie ClIO-, que é a espécie predominante em pH 1019120 A
presenca de cloro ativo, que age no seio da solugdo, causa um aumento
significativo na velocidade de degradacdo da estrona, proporcionando menores
tempos de eletrdlise; no entanto, ndo ha um efeito claro do tipo de espécie de cloro
ativo. A Unica ressalva ao uso de cloro ativo para a degradacdo da estrona é a
possibilidade de formacdo de compostos intermediarios organoclorados (como
ressaltado por muitos na literatura; vide, por exemplo, PANIZZA &
CERISOLA""), mas cabe ressaltar que a concentracdo de cloreto usada foi
bastante pequena, o que pode minimizar esta possibilidade (em experimentos de

deteccédo de intermediarios para eletrélises de estrona na presenca de NaCl, ndo

123



Resultados e Discussao

apresentados na proxima secao desta tese por restri¢cdes de espaco, ndo se detectou
nenhum composto organoclorado).

Por fim, o desempenho da eletrodegradacdo de uma solucdo de
estrona (500 pg L) obtido usando o eletrodo de Nb/BDD foi comparado com o
obtido empregando-se um eletrodo de B-PbO,. Na Figura 3.35a sdo apresentados
os perfis cromatograficos da solugdo em funcdo do tempo de eletrélise com o
eletrodo de B-PbO,; j& Figura 3.35b séo apresentados os perfis de decaimento da
concentracdo relativa da estrona em funcdo do tempo de eletrolise para os dois
eletrodos: $-PbO, e Nb/BDD.

100 m
estrona
g - .
go| ™ m u g BPOO,
= ]
= 6o ®

@; inicial I|_|_Jl .
>
= 8 40 + [ ]
S - = BDD
S 20 + -
= |
c = u -
£ % 0 "= m @m H
-_— t . 1 1 1 1 1 1 1

i | | , 60min . ) 0 10 20 30 40 50 60

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 .
t/ min t/ min
a) b)

FIGURA 3.35 — a) Absorbancia (condi¢bes cromatograficas indicadas no item
3.5.1) vs. diferentes tempos de eletrolise (0, 2, 5, 7, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 e 60
min) para oxidagéo anddica de estrona 500 pg Lt em 0,1 mol L~! Na,SO,, 0,5 L,
pH 6-7 e § = 25 °C, usando eletrodo de B-PbO, (j = 10 mA cm?;
qv = 2,0 L min-1). b) Concentracdo relativa de estrona ([E1].e = [E1]: / [E1]0) Vs.
tempo de eletrélise usando os eletrodos de B-PbO, e Nb/BDD (indicados na

figura).

Comparando-se a Figura 3.31a e a Figura 3.35a, fica clara a diferenca

entre os perfis cromatograficos de decaimento da concentragdo da estrona
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referentes as eletrolises realizada com o eletrodo de Nb/BDD e de B-PbO,. Mas
uma vez, em A = 280 nm, observa-se a formacdo de compostos intermediarios de
alta polaridade. Essas bandas cromatograficas, em tempos de retencdo menores
que 5 min, séo observados em maior quantidade no caso do eletrodo de 3-PbO..
Esse fendbmeno foi observado até tempos superiores a 40 min, acompanhado de
um decréscimo de intensidade da banda da estrona. A tempos maiores de
eletrdlise, provavelmente ha total degradacdo desses compostos intermediarios;
contudo, do ponto de vista préatico, posteriormente também foram elucidados os
possiveis intermediarios utilizando técnicas mais avancgadas de LC-MS/MS (vide
a proxima secdo). Ressalte-se, novamente, que o método de LC foi validado para
a deteccdo do estrogénio natural, estrona, e ndo seus intermediarios. O fato dos
intermediarios formados apresentarem absorbancia no mesmo comprimento de
onda que a estrona é um indicio do baixo desempenho do eletrodo na oxidacéo da
estrona, com o anel aromatico provavelmente ainda intacto nos intermediarios.
Ademais, a intensidade do pico correspondente a absorbancia da molécula de
estrona ndo diminuiu significativamente até 60 min, indicando, portanto, uma
demanda de maior de tempo na eletrélise do composto com o eletrodo de 3-PbOs,
como analisado a sequir.

Ao se analisar a concentracdo relativa da estrona versus o tempo de
eletrolise (Figura 3.35b), fica nitido o menor poder de oxidacédo do eletrodo de
B-PbO, na degradacédo da estrona. Os perfis de degradacdo mostram que, com 0
eletrodo de Nb/BDD, a degradacao da estrona acontece de forma relativamente
rapida, atingindo cerca de 98% em apenas 30 min; com o eletrodo de -PbO,, por
outro lado, apenas 22% de estrona sdo degradados no mesmo tempo (mesmo apds
0 dobro do tempo necessario para obter esse desempenho com o eletrodo de
diamante, isto €, 60 min, a degradacdo de estrona chegou a apenas 35% com o
eletrodo de B-PbO,). Certamente, a diferenca de desempenho dos dois eletrodos
esta relacionada com os respectivos sobrepotenciais da RDO e forca de adsorcéo

(refletida pela entalpia de adsor¢@o) dos radicais *OH na superficie de cada
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eletrodo’®, conforme ressaltado na secdo 1.7 desta tese. Sem divida, a menor
entalpia de adsorcao da espécie *OH sobre a superficie do BDD torna maior a
reatividade deste radical comparativamente ao adsorvido sobre a superficie do
B—PbO,, 0 que leva a um aumento da velocidade de degradacdo da estrona.
Portanto, esses resultados indicam que o uso de anodos de BDD leva a uma
degradacdo relativamente rapida da estrona e, provavelmente, eficiente

mineralizacdo dos intermediarios provenientes da eletrolise.

3.5.3 —Estudo de identificacdo de alguns intermediarios reacionais e proposta da

rota de degradacéo da estrona

Os intermediérios formados durante a eletrolise da estrona foram
investigados utilizando a técnica LC-MS/MS. Inicialmente, foi analisada a
influéncia de alguns pardmetros nas condicdes de eletrélise da estrona. Embora a
degradacdo de perturbadores enddcrinos tenha ganhado especial interesse da
comunidade cientifica nos ultimos anos, ndo ha muitos trabalhos que elucidem
mecanismos de degradacdo desses compostos. Para a degradacédo eletroquimica
da estrona, em especial, ndo encontramos nenhum trabalho com discussdes sobre
rotas de degradacdo, bem como pardmetros que influenciam na formacao dos
intermediarios. Neste sentido, pela primeira vez, elucidaremos intermediarios
formados durante eletrdlises da estrona, também investigando a influéncia do pH
da solucdo. Por fim, ainda faremos propostas de rotas de degradacdo da estrona
realizada com diferentes materiais de anodo (Nb/BDD ¢ -PbO;), de modo a
também avaliar a influéncia do poder oxidante do anodo. Cabe ressaltar que 0s
resultados aqui relatados neste capitulo sdo somente de carater qualitativo.

Para cada parametro investigado, as anélises foram realizadas no
modo de varredura total de ions, com monitoramento de m/z 100 — 450. Para
separar os intermediarios e estrona, utilizou-se eluicdo no modo gradiente. Para a

aquisicdo dos espectros, usou-se 0 modo negativo de ionizagcdo (estrona
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desprotonada — [M—H]"). Na Figura 3.36 é apresentado o cromatograma de ions
totais (TIC) para a solucdo de estrona em pH 3,0. Analisando esta figura, conclui-
se que detectou-se a estrona em um tempo de retencdo com pico em 11,16 min.
No entanto, varias outras bandas cromatograficas estao presentes no TIC, mas tais
bandas também encontram-se presentes na amostra do branco (sem a presenca de
estrona), indicando interferentes presentes na matriz. Além disso, as indmeras
bandas referentes aos interferentes na amostra do branco foram analisadas e
sempre comparadas com as amostras contendo estrona e seus produtos de
degradacdo; desse modo elimina-se resultados falsos positivos. Na Figura 3.37, é
apresentado o espectro de massas e 0 cromatograma de ions extraidos, para m/z

269, referente a estrona desprotonada ([M—H]").

‘ W TIC of -EMS: from Sample 34 (TO_pH3) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray) Max. 4,3e8 cps.
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FIGURA 3.36 — Cromatograma de ions totais (TIC) da solucdo de estrona em

pH 3, previamente a eletrolise.

No cromatograma de ion extraido (Figura 3.37a), de m/z 269,0 —
269,1, nenhum interferente a priori foi observado, com 0 mesmo tempo de
retencdo ou compostos com a mesma massa molecular (Figura 3.37b); desse
modo, realizou-se o fragmentacdo MS/MS desse mesmo ion selecionado (Figura
3.37¢), utilizando uma energia de colisdo de —45 eV. Neste caso, esta energia de
colisdo resultou na melhor condicdo para a fragmentacdo do ion precursor;

entretanto, dependendo do ion intermediario, diferentes energias de colisdo foram
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utilizadas. Geralmente, a ioniza¢do no modo negativo é preferencialmente usada
para detectar estrogénios em matrizes bioldgicas!?''?2, contudo ha também relatos
do uso do modo positivo ([M—H]*)*?3. Na ioniza¢do no modo negativo, constatou-
se como ion majoritario o de m/z 145, e ions minoritarios os de m/z 143, 159 e
183. Este ion, comum para todos 0s compostos estrogénicos, pode ser usado como
um marcador para detectar moléculas da mesma familia usando o procedimento
de varredura de fons. Segundo BOURCIER et al.*?3, a formacédo do ion de [M—
H]™ m/z 145 é resultado de um mecanismo de remocdo de carga depois da

desprotonacéo da hidroxila no anel fenolico, conforme ilustrado na Figura 3.38.
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B XIC of -EMS: 269 to 269,1 Da from Sample 34 (TO_pH3) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray)
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FIGURA 3.37 —a) XIC (cromatograma de ion extraido) de m/z 269; b) respectivo

espectro de massas (MS); c) espectro MS/MS dos ions fragmentos de m/z 269.
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FIGURA 3.38 — Provavel mecanismo de fragmentacédo do ion m/z 269.
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Como ja discutido anteriormente, o pH da solucdo eletrolitica pode
influenciar no processo de degradacéo da estrona e, principalmente, na formacéo
de intermedidrios. Portanto, investigou-se a formacdo dos possiveis
intermediarios gerados no processo de degradacdo da estrona em pH 3, 7 e 10,
sendo recolhidas aliquotas da respectiva solugédo antes de iniciar a eletrélise (to) e
passados 0s seguintes tempos de eletrolise t = 5, 10, 20, 30, 40 e 50 min.

Assim, inicialmente para eletrélises realizadas em pH 3, o0s
intermediarios formados na degradacdo da estrona estdo apresentados no

cromatograma de ions extraidos (TIC), para t = 5 min — Figura 3.39.

B TIC: from Sample 75 (15_pH3_EPI1) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray) Max. 1,17 cps.
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FIGURA 3.39 — Cromatograma de ions totais (TI1C) para a solucao eletrolisada de
estrona 500 pug L' em Na;SO4 0,1 mol L (pH 3), apés 5 min de eletrdlise
G=10mAcm?V=05L;qgy=2L min™?).

Durante o processo de eletrolise, os radicais *OH presentes na
superficie do eletrodo e regido imediatamente proxima oxidam as moléculas
fenolicas em diferentes posi¢des do anel aromatico, com a formacéo de moléculas
intermediarias com diferentes polaridades. Na Figura 3.39, observa-se bandas
referentes a ions formados durante a degradacdo da estrona, com tempos de
retencdes (t) menores que o da estrona. Isso é um indicio da formacdo de

moléculas com maior polaridade em relacdo a estrona, provavelmente,
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proveniente do ataque por radicais *OH e inicio do processo de mineralizacéo.
Desse modo, duas bandas largas, com t, = 7,0 min e na regido de t; = 9 — 11 min,
respectivamente, correspondem aos ions intermediarios de m/z 349 e 285,
respectivamente. Para facilitar as analises dos dados, os cromatogramas de ion
extraido (XIC) e o espectros MS para esses ions estdo no Apéndice desta tese,
sendo as subsequentes anéalises de TIC e fragmentacdo MS/MS apresentadas a
sequir, para confirmar as possiveis estruturas formadas durante a degradacéo da
molécula.

Na Figura 3.40 sdo apresentados o TIC e o espectro MS/MS para 0s
ijons fragmentos do ion intermediario de m/z 285, com tempos de retencdo
préximos a 10 min. A presenca desses ions proximos ao t, da estrona, com maior
polaridade, é um forte indicio que tenha ocorrido uma hidroxilacdo da molécula
de estrona, com um grande numero de picos relacionados a um mesmo m/z. A
presenca desses picos, como ja esperado, pode ocorrer com o ataque dos radicais
*OH em diferentes posicdes do anel aromaético devido a alta densidade eletronica
naquela regido. Entre um pico e outro, ndo se observou grandes diferencas no
espectro MS/MS; assim, foi realizada a fragmentacio MS/MS do ion
intermediario de m/z 285 com a media dos ions mais estaveis no intervalo de 9,7
min < t, < 10,7 min. Com base nos ions formados durante esta fragmentagéo
(Figura 3.40b), possiveis rotas de fragmentacao estao apresentadas na Figura 3.41.

Assim, a molécula precursora intermediaria de [M—H] m/z 285 foi
fragmentada por MS/MS, e confirmada pela presenca dos ions produtos m/z 257,
161, 175, 135, 271 e 134). O ion produto de m/z 257 [M—H-28] ocorre,
provavelmente, em decorréncia da perda de CO, enquanto o de m/z161
[M—H-124] surge de uma fragmentacdo semelhante a da molécula de estrona
(Figura 3.38), com maior estabilidade (evidenciada pela intensidade do pico),
envolvendo a quebra de um dos anéis (C1sHsO). Com uma quebra parecida com
a que resulta no ion de m/z161, o ion fragmento de m/z175

[M—H-110] diferencia-se apenas pela perda de um &tomo de carbono a menos
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(C17H9O). Se a quebra ocorre no primeiro anel préximo do aromatico, duas
propostas de fragmentacdo podem ocorrer, envolvendo ions fragmentos de
m/z135 [M—H-150] e 134 [M—H-151]", de menor estabilidade, decorrentes de
perda de C;H14,0 e CgH150,, respectivamente. O mecanismo de fragmentacao

proposto esta representado na Figura 3.41.
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FIGURA 3.40 — (a) cromatograma de ions totais (TIC) para a molécula
intermediaria de m/z 285; (b) espectro MS/MS dos ions fragmentos de m/z 285.
Andlise de solucéo de estrona 500 pg L™ em Na;SO,4 0,1 mol L (pH 3), ap6s 5
min de eletrélise com um eletrodo de Nb/BDD (j = 10 mA cm2; V = 0,5 L;
Qv =2 L min™).

132



Resultados e Discussao

CHa
(o | wo
o
[M-H]~ m/z 257
0
CHa
HO 0. ~[ csHo0 | HO
) O‘ o
0

[M—H] m/z 285 [M-H] m/z 161

CHa
w I C7H1002
[M—H] m/z 285 1" m/z 175
0
CH,
‘. C7H14O Hot@j
Oe o
[M—H] m/z 285 [M—H] m/z 135
0
CHa
HO i
@) = —[ CsHi502 J m/
CH
= 0 NF Z
[M-H]~ m/z 285 [M-H] m/z 271 [M-H] m/z 134

FIGURA 3.41 - Provavel mecanismo de fragmentacdo para a molécula

intermediaria de [M—H]~ com m/z 285.
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Na Figura 3.42, é apresentado o TIC e o espectro MS/MS de uma
outra molécula intermediaria formado apds 5 min de eletrolise da estrona, de
[M—H]" m/z 349. No TIC apresentado na Figura 3.42a, este ion precursor
apresenta t, por volta de 7 min, evidenciado pelo pico de alta intensidade nessa
regido; um segundo pico em t, = 13,71 min também aparece para 0 mesmo ion,
no entanto este ion também foi encontrado na amostra do branco, sendo
descartado das futuras analises de fragmentacdo por MS/MS. Desse modo, 0 ion
precursor de [M—H]™ m/z 349, com t, = 7 min, foi confirmado por anélises de
MS/MS (Figura 3.42b), com alguns ions fragmentos em maior abundancia
([M—H] com valores de m/z 145, 225, 239 e 305). Algumas rotas de fragmentacao
a partir do ion intermediario de [M—H] m/z 349 sdo apresentadas na Figura3.43.
Entre os ions produtos, o de maior intensidade é o de [M—H]™ m/z 225, sendo que
provavelmente este fragmento de maior estabilidade surge em decorréncia da
quebra de um dos anéis da molécula, com a saida das moléculas C¢HgO e C,H,
[M—H-124]". Em seguida, uma segunda fragmentacdo ocorre para o ion de
[M—H] m/z 225 para [M—H]~ m/z 145, com a saida de C¢Hg [M—H—80]". Os ions
produtos de [M—H] m/z 305 e 277 s&o, provavelmente, formados pela perda de
CO; [M—H-44] e CO [M-H-72], respectivamente. Por fim, para 0 ion
fragmento de [M—H]~ m/z 239, é possivel que a fragmentacédo ocorra com a saida
de C7H100.

No processo de degradacdo da estrona utilizando o anodo de
Nb/BDD, em pH 3, as moléculas intermediarias de [M—H]  m/z 285 e 349 foram
observadas mesmo apos 50 min de eletrélise. No entanto, apés 30 min de
eletrdlise, outros intermediarios foram detectados, de [M—H]™ m/z 303, 357, 397
e 399, respectivamente. Assim, nas Figuras 3.44, 3.47, 3.49 e 3.51 séo

apresentados os TIC e os espectros MS/MS para esses ions intermediarios.
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Wl TIC of -EPI (349,00) CE (-35) CES (15): Exp 4, from Sample 75 (T5_pH3_EPI1) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray) Max. 1,0e7 cps.
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FIGURA 3.42 — (a) cromatograma de ions totais (TIC) para a molécula
intermediaria de m/z 349; (b) espectro MS/MS dos ions fragmentos de m/z 349.
Andlise de solucéo de estrona 500 pg L em Na,SO4 0,1 mol L (pH 3), ap6s
5 min de eletrélise com um eletrodo de Nb/BDD (j =10 mA cm=2;V =0,5L; gy
=2 L min?).

135



Resultados e Discussao

J o)
[M-H] m/z 305 O [M-H] m/z277

0 //0
HO
- CoHs |
HO
™\
(0]
[M-H] m/z 349 [M-H] m/z 225 [M-H] m/z 145
o O
o
HO 5
o] 0]
O [M-H] m/z 349 [M-H]~ m/z 239

FIGURA 3.43 — Provavel mecanismo de fragmentacdo para a molécula
intermediaria de [M—H] m/z 349.

No TIC apresentado na Figura 3.44a, os ions intermediarios de
[M—H]~ m/z 303 possuem dois valores de t.: 8,2 e 9,7 min. Mas pelos espectros
MS/MS concluiu-se que se trata de dois compostos diferentes de mesma massa
molecular. Assim, as suas fragmentacGes ajudam a entender as diferentes formas
de ataque do radical *OH a molécula durante a eletrélise. Por outro lado, nessas
analises de MS/MS, a energia usada para fragmentar as moléculas ndo foi
suficientemente alta, o que resultou em poucos ions produtos (Figura 3.44a-b).
Para o ion intermediario de [M—H] m/z 203 com t, = 8,2 min (Figura 3.44b), por
exemplo, alguns dos ions de fragmentacdo observados foram de [M—H]~ m/z 285,
231 e 247. Ja para 0 mesmo ion com t, = 9,7 min, os ions de fragmentacéo foram
de [M—H] m/z 285 e 177. Desse modo, nas Figuras 3.45 e 3.46 sdo apresentadas

as possiveis fragmentagdes de [M—H] m/z 303.
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FIGURA 3.44 — (a) cromatograma de ions totais (TIC) para a molécula

intermediaria de m/z 303; (b-c) espectro MS/MS dos ions produtos de m/z 303 nos

t, = 8,2 € 9,7 min, respectivamente. Analise de solugéo de estrona 500 pg L em

Na,SO; 0,1 mol L (pH 3), ap6és 30 min de eletrélise com um eletrodo de

Nb/BDD (j=10 mAcm?;V=05L; gy =2 L min?).
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Conforme ilustrado na Figura 3.45, a primeira fragmentacdo da
molécula intermediaria de [M—H]- m/z 203 com t, = 8,2 min ocorre através da
perda de H,O [M—H-18]", com a formac&o do ion fragmento de [M—H] m/z 285.
Em seguida, ocorre a quebra do anel pentano, com a saida de C3H;O [M—H-54]"
e a formacdo do ion fragmento de [M—H]™ m/z 231. Outra possibilidade de
fragmentacdo para este ion é a mesma quebra do anel pentano ocorrer antes da
formacdo do ion fragmento de [M—H]- m/z 285, com a saida de C3H,O
[M—H-54]" e a consequente formacéo do ion fragmento de [M—H] m/z 257. Na
proposta de ions produtos para o ion intermediario com t, = 9,7 min (Figura 3.46),
0 primeiro ion fragmento de [M—H]~ m/z 285 também ocorre com a saida de H,O
[M—H-18] do anel aromatico e com decorrente formacao de uma ligacéo tripla

entre carbonos. A formacdo do segundo ion fragmento de [M—H] ~ m/z 177

ocorreu, provavelmente, pela quebra de um dos anéis da molécula e a saida de
C8H14O [M—H—l8]7.

o]
. CH, CH,
LE0; HO “‘s -\'\C3H407J HO
o} o l '

[M-H] m/z 303 [M—H]" m/z 285 [M-H]- m/z 231

OH

[M—H]" m/z 303 [M-H] m/z 257

FIGURA 3.45 — Provavel mecanismo de fragmentacdo para a molécula

intermediaria de [M-H]~ m/z 303 com t, = 8,2 min.
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FIGURA 3.46 — Provavel mecanismo de fragmentacdo para a molécula

intermediaria de [M-H] m/z 303 com t, = 9,7 min.

Outro molecula intermediaria formado durante a eletrooxidacdo da
estrona, apés 30 min de eletrolise, foi a de [M—H]™ m/z 397. Na Figura 3.47 estédo
apresentados 0 TIC e o espectro MS/MS para esse ion. No TIC (Figura 3.47 a),
0s picos intensos dos ions desse intermediario séo observados em t, = 1,0, 5,14 e
9,56 min, respectivamente, com outros de menor intensidade em t, = 5,96, 7,17 e
13,45 min. No entanto, todos eles foram detectados no branco, exceto o ion com
tr = 5,14 min. O espectro MS/MS do ion de [M—H]" m/z 397 (Figura 3.47) com

tr = 5,14 min possui diversos ions produtos, que estdo elucidados na Figura 3.48.
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Wl TIC of -EPI (397,00) CE (-35) CES (15): Exp 2, from Sample 77 (T30_pH3_EPI2) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray)
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FIGURA 3.47 — (a) TIC (cromatograma de ions totais) para a molécula

intermediaria de m/z 397; (b) espectro MS/MS dos ions produtos de m/z 397.

Analise de solucdo de estrona 500 pg L em Na,SO4 0,1 mol L™ (pH 3), apds 30
min de eletrélise com um eletrodo de Nb/BDD (j = 10 mA cm™?; V = 0,5 L;
Qv =2 L min™).
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FIGURA 3.48 — Provavel mecanismo de fragmentacdo para a molécula
intermediaria de [M-H] m/z 397.

No processo de fragmentacdo do ion intermediario, alguns dos ions
resultantes sdo instaveis e, assim, alguns dos passos para a fragmentacéo inicial
nédo aparecem no espectro MS/MS. Contudo, alguns rearranjos e etapas de reacao

foram realizadas na molécula proposta, [M—H] m/z 397, para a analise das demais
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fragmentacdes dos ions que apresentam maior estabilidade. Assim, conforme
apresentado na Figura 3.48, o ion intermediario de [M—H]~ m/z 397 passa por
processos de rearranjo de saida de H,O e CO; ([M-H-18-44-44]), até o ion
fragmento com maior estabilidade de [M-H] m/z 177. Em seguida, ocorre a saida
de mais um molécula de H,O [M—-H-18] e o ion fragmento de [M—H] m/z 299 é
formado, seguido de reacBes de colisdo na fragmentacdo, com saida de CO [M-—
H-28] e C,0, [M-H-56] e formagao de [M—H] m/z 271 e 215, respectivamente.
Outras reacdes de fragmentacdo também ocorrem a partir de [M—H] m/z 299,
com a formacéo dos ions produtos de [M—H] m/z 303, 175 e 199, a partir da saida
de C,0, [M-H-56] e CsHs [M—H-80]".

Na Figura 3.49 séo apresentados o TIC (a) e 0 espectro MS/MS (b)
para a molécula intermediaria de [M—H]™ m/z 399, também detectada durante a

eletrooxidacdo da estrona.
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Wl TIC of -EPI (399,00) CE (-35) CES (15): Exp 1, from Sample 77 (T30_pH3_EPI2) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray)
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FIGURA 3.49 — (a) TIC (cromatograma de ions totais) para a molécula

intermediaria de m/z 399; (b) espectro MS/MS dos ions produtos de m/z 390.

Andlise de solucdo de estrona 500 pg L* em Na,SO,4 0,1 mol L™ (pH 3), ap6s 30
min de eletrélise com um eletrodo de Nb/BDD (j=10 mAcm2V=05L; qy =

2 L min?).

Nas analises de interpretacdo dos dados apresentados na figura acima

para a molécula intermediaria de [M—H]" m/z 399, percebe-se que os TIC e

espectros MS/MS apresentam forte semelhanca com os da molécula intermediaria

de [M—H]™ m/z 397. De certo modo esse comportamento ja era esperado, pois

apos certo tempo de eletrélise, ocorre um aumento dos valores de m/z devido a
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interacdo dos radicais *OH com as moléculas; logo, a diferenca entre [M—H] m/z
399 e [M—H] m/z 397 ¢é, provavelmente, decorrente de uma ligacdo simples em
um dos oxigénios da molécula intermediaria. Os valores de t. similares
(t- ~ 5,1 min) sdo outro indicio, uma vez que os demais picos foram identificados
como contaminantes com mesma razdo m/z, detectados na amostra branco. Na
Figura 3.50 sdo apresentadas as possiveis rotas de fragmentacdo por MS/MS para

confirmar a molécula intermediaria de [M—H]~ m/z 399.

CHy 7
0
HO OH
- (0] ;
ﬁ OH
HO O 0]
[M-H]" m/z 399 [M-H] m/z 379
[M-H] m/z 319 [M—H] m/z 335
- | H20 |
CH,
5 i ]j f: :E ; f - CO ;
HC
OH
0]
[M-H] m/z 301 [M-H] m/z 273 [M-H] m/z 245

FIGURA 3.50 - Provavel mecanismo de fragmentacdo para a molécula
intermediaria de [M—H] m/z 399.
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Inicialmente, o ion intermediario de [M—H]  m/z 399 é fragmentado

e ocorrem alguns rearranjos na molécula, tal como no ion intermediario de
[M—H] m/z 397, com a saidas de H,O, CO; e H,O [M-H-18-44-18]", até o ion
fragmento na forma estavel de [M-H]™ m/z 319. Outros ions produtos foram
detectados nos espectros MS/MS, de [M-H]  m/z 301, 273 e 245, que,
possivelmente, decorrem da quebra continua do ion fragmento de [M—H] m/z
319, com a saida de H,O, CO e CO [M-H-18-28-28]".

Por fim, ainda apos 30 min de eletrdlise da estrona em pH 3,0, foi
detectada a molécula produto de [M-H]" m/z 357. Na Figura 3.51 sdo
apresentados os correspondentes TIC e espectro MS/MS para o ion de [M—H]"
m/z 357. No TIC (Figura 3.51a), ocorre um pico de alta intensidade referente a
deteccdo deste ion proximo a t, = 8,8 min. No espectro MS/MS (Figura 3.51b) do
ion intermediario de [M—H] m/z 357 em t, = 8,8 min, diversos ions fragmentos
foram formados. A proposta para o ion de [M—H] m/z 357 e as possiveis rotas de
sua fragmentacéo estdo ilustradas na Figura 3.52.

A primeira proposta de rota de fragmentacdo do ion de [M—H] m/z
357 envolve a quebra de uma ligacdo C-C, a saida de C3H303 [M—H-75] e a
formacéo do ion radicalar de [M—H]™ m/z 382, seguida de rearranjos e migracdo
do radical até o oxigénio. Assim, para formar o ion de [M—H] m/z 252, ocorre
uma segunda fragmentacdo, com a quebra da molécula e saida de CH,O [M-H-
30], seguida de mais uma quebra e saida de C,H, [M-H-30] e, por fim, a
formacdo do ion de [M—H] m/z 224. A segunda proposta também inicia-se com
0 ion intermediario de [M—H] m/z 357 e a saida de CO, [M—H-44] para gerar 0
ion fragmento de [M-H] m/z 313, o qual pode ser fragmentado de duas formas:
(i) pela saida de CH,O e H,O [M-H-30-18] e consecutiva estabilidade do ion
fragmento de [M—H]™ m/z 265; (ii) quebra de um dos anéis, saida de CsH100 [M—
H-98] com ion fragmento de [M—H] m/z 213, e mais uma fragmentacéo (saida
de CH,O [M-H-32]") para gerar o ion fragmento de [M—H]  m/z 181.
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W TiC of -EPI (357,00) CE (-60) CES (15): Exp 3, from Sample 90 (T50_pH3_EPI3a) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray...
3,5e5 882

3,4e5
3,2e5+
3,0e5
2,8e5+
2,6e5+
2,4e54
2,2e5+
2,0e5+
1,8e5+
1,6e5+

Intensity, cps

1,4e5+
1,2e54
1,0e5+
8,0e4!

Max. 3,5e5 cps.

= g e

L] -EPI (357,00) CE (-60) CES (15): Exp 3, 8,659 to 9,144 min from Sample 90 (T50_pH3_EPI3a) of Ricardo_junho.wif...

168,0
7000

6500
252,1
6000
5500
5000
4500
4000

3500

Intensity, cps

3000 4
2500 265,1
2000 4
15004 181,1

10004

143,0 156,1 169,9 5,0 198,0 213,2 249

2
H/Z

500+ ‘

oM

Max. 7111,1 cps.

357,2

60 80 160 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320
m/z, Da

b)

FIGURA 3.51 — (a) TIC (cromatograma de ions totais) para a molécula

intermediaria de m/z 357; (b) espectro MS/MS dos ions produtos de m/z 357.

Andlise de solucéo de estrona 500 pg L em Na,SO4 0,1 mol L (pH 3), ap6s
30 min de eletrélise com um eletrodo de Nb/BDD (j = 10 mA cm™?; V = 0,5 L;

qv =2 L mind).
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FIGURA 3.52 — Provavel mecanismo de fragmentacdo para a molécula
intermediaria de [M—H] m/z 357.

Assim, as moléculas intermediarias formadas na eletrooxidacdo da
estrona, em solugéo aquosa de Na,SO,4 0,1 mol Lt (pH 3,0), utilizando o eletrodo
de Nb/BDD, e detectadas por LC-MS/MS foram de [M—H] m/z 285, 349, 303,
397, 399 e 357. De modo qualitativo, esses ions foram monitorados via o tempo

de retencdo, e a area relativa (XIC) de cada ion foi usada para acompanhar a
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cinética de formacdo e/ou degradacdo desses ions intermediarios durante o
processo de oxidacao (Figura 3.53).

[M-H]
| = —B— m/z 269 140

- \ —m— m/z 285 -
L —m—m/z 303 tr = 8,2 min | (@)
:i 3 : . —ml—m/z 303 tr =9,7 min :
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= - —m— m/z 397 =
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S 1203
o o
o >_<. ] ko)
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* / g | <
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————t : : : 0
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FIGURA 3.53 — Variacgdo da area dos picos cromatograficos (XIC) referentes as
moléculas intermediarias de [M—H] m/z X (valores de X indicados na figura) em
funcdo do tempo de eletroélise de solucdo de estrona 500 pg L em Na,SO, 0,1
mol L (pH 3) com um eletrodo de Nb/BDD (j = 10 mA cm™?; V = 0,5 L;
Qv =2 L min™).

A degradacdo da estrona de [M—H]~ m/z 269 ocorre até 50 min, no
final j& em baixos niveis de deteccdo por LC-MS/MS, com valores préximos a
zero. Por outro lado, os ions intermedidrios de [M—H] m/z 285 e 349 séo
detectados na etapa inicial do processo de degradacdo, com niveis de deteccédo
méaxima em 20 e 10 min, respectivamente. Em seguida, a deteccdo desses ions
intermediarios decai rapidamente para o de [M—H]™ m/z 349, que atingir valores
proximos a zero em 40 min, enquanto a deteccao do ion de [M—H] m/z 285 ainda
continua presente em 50 min. A partir de 20 min de eletrélise, o ion intermediario
de [M—H] m/z 399 ¢ detectado, com crescente estabilidade em solucdo durante o
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restante da eletrdlise. Os ions intermediarios de [M—H]™ m/z 303, nos tempos de
retencdo de 8,2 e 9,7 min, foram detectados a partir de 30 min de eletrolise,
apresentando tendéncia de reducdo de concentracdo ja a partir de 40 min. Ainda
a partir de 30 min de eletrdlise, foi detectado outro ion intermediario, de [M—H]
m/z 397, que possui estrutura similar a do ion intermediario de [M—H]™ m/z 399,
mas esse ion foi rapidamente degradado, apresentado valores de deteccao
proximos a zero ja em 40 min. Por fim, um Gltimo ion intermediario foi detectado
apos 40 min de eletrdlise, o de [M—H] m/z 357, sendo que seu sinal de deteccéo
permaneceu alto até o final da eletrdlise (50 min), juntamente com os de outros
fons. Isso mostra que um maior tempo de eletrolise seria necessario para a total
remocéo e mineralizacdo dos compostos ainda presentes na solugéo.

Com base nesses dados, deduziu-se um mecanismo (parcial) para a
degradacéo eletroquimica da estrona em solucdo de Na,SO4 0,1 mol L™ (pH 3), 0

qual é exibido na Figura 3.54 e Tabela 3.16.
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FIGURA 3.54 — Mecanismo parcial proposto para a degradacdo eletroquimica da
estrona em solucdo de Na,SO; 0,1 mol L acida (pH 3) com um eletrodo de
Nb/BDD.
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TABELA 3.16— ions detectados por MS e seus respectivos jons produtos MS/MS,

para as moléculas intermediarias de [M-H]- formadas na degradacao

eletroquimica de estrona em pH 3,0 com um eletrodo de Nb/BDD.

fon detectado por

Estrutura molecular

MS / fons fragmentos por MS/MS / m/z _
[M-H]" m/z [M-H]
CH 7
269 145 /(193
o
CHy 7
285 134, 135, 161, 175, 257 e 271 Hoiiéji>
o
CHj3 0
0]
349 145, 225, 239, 277 e 305 ©
HO
o 1l
cHy P
OH
303 231, 257 e 285 HO
o
cHy
HO
303 177 e 285
o
OH
CH, Q
397 175, 199, 215, 229, 271,317,335 ¢

381
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TABELA 3.16 - Continuacao

399 245, 273, 301, 319 € 335
cH, M
OH
181, 213, 224, 252, 265, 282, 313, o
357 357,

OH OH

Os ions intermediarios detectados por MS, no modo negativo, para o
processo de degradacdo da molécula de estrona em meio &cido (pH 3,0)
apresentam como principal caracteristica o ataque de radicais *OH e quebras nos
anéis, em especial, o aromatico, devido a alta densidade eletrénica.
Provavelmente, a rota de degradacao inicia-se pelo ataque de um radical *OH ¢ a
formacdo do ion intermediario de [M-H] m/z 285. Em seguida, ocorre a adi¢édo
de mais um radical *OH na molécula ([M-H]- m/z 303) e, devido ao alto poder
oxidante do radical *OH, a ligacdao carbono-carbono pode romper-se, ocorrendo
em seguida a abertura no anel aromatico ([M—H] m/z 349). Nas proximas etapas,
ocorrem os demais processos de adicdo dos radicais *OH, com ions intermediarios
com altos valores de m/z, contudo, mesmo apés o tempo de eletrolise de 50 min,
ndo foram detectados intermediarios de compostos de degradacdo que fossem
decorrentes de reacdes de oxidacdo com perda de CO,. E nitido, também, que o
processo em estudo foi eficiente para oxidar a estrona, mas nédo para sua total
mineralizacdo. Neste caso, seria necessario um tempo maior de eletrdlise.
Ademais, testes seriam necessarios para avaliar a toxicidade desses ions
intermediarios, pois, em alguns casos, pode ocorrer de as moléculas
intermediarias formadas durante o processo de degradacdo apresentarem niveis

de toxicidade maiores em relacdo a molécula original, neste caso a estrona.
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Cabe destacar que alguns dos intermediarios detectados neste estudo
ja foram relatados na literatura para a oxidacdo da molécula de estradiol, de
[M-H]~ m/z 271, em diferentes processos de degradacgdo?*?2, Por exemplo, na
degradacdo realizada com dioxido de titdnio por fotocatalise'??, o fon
intermediario de [M—H]  m/z 285 foi detectado ja no inicio do processo de
degradacdo, com um aumento crescente de deteccdo deste intermediario até o
final do experimento. Outros ions também foram detectados, no entanto sem
relagdo com os aqui relatados. Em estudo realizado por IRMAK et al.*?!, esse
mesmo ion intermediario também foi detectado na degradacédo do estradiol com
0z0Onio e com 0zonio na presenca de luz UV, mas sem nenhuma informacao sobre
0 processo cinético de formacdo do intermediario. Também cabe destacar que,
tanto quanto conseguimos constatar, os demais intermediarios detectados nesta
tese para 0 processo de degradacdo eletroquimica da estrona com eletrodo de
Nb/BDD ndo possuem relatos anteriores na literatura, portanto sendo
considerados inéditos.

Em pH &cido (pH 3), a proposta de rota (parcial) de degradacédo da
estrona envolve alguns intermediérios até 50 min de eletrélise, provenientes da
insercdo do radical *OH em diferentes carbonos da molécula. Entretanto,
dependendo do pH da solucgéo, o ataque do radical *OH pode ocorrer em diferentes
posi¢cdes da molecula, ou até mesmo ter uma diferente cinética de formacao de
ions. Tendo isto em mente, também foram investigadas moléculas intermediarias
formadas durante o processo de oxidacdo da estrona em eletrolises realizadas em
pH 7 e 10.

A cinética de formagdo de moléculas intermediarias durante o
processo de degradacao da estrona com o eletrodo de NB/BDD, em pH 7 e 10, foi
analisada analogamente ao caso para a eletrdlise realizada em pH 3. Desse modo,
para os demais estudos, serdo relatadas apenas as moléculas intermediarias
detectadas, mas sem apresentacdo de graficos (TIC, XIC, MS/MS e fragmentacao

desses ions), que estdo incluidos vide no Apéndice.
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De modo qualitativo, os ions intermediarios formados durante a
eletrooxidacdo da estrona em pH 7 foram monitorados em func¢éo do tempo de
eletrdlise, sendo que a area relativa (XIC) de cada ion foi usada para acompanhar

a cinética de formacdo e/ou degradacdo desses ions intermediarios durante o
processo (Figura 3.55).
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FIGURA 3.55 - Variacdo da area dos picos cromatograficos (XIC) referentes as
moléculas intermediarias de [M—H] m/z X (valores de X indicados na figura) em
funcdo do tempo de eletrélise de solugcdo de estrona 500 pg L em Na,SOq

0,1 mol L™ (pH 7) com um eletrodo de Nb/BDD (j =10 mA cm2;V=0,5L;
Qv =2 L min™).

Moléculas intermediarias formadas durante a degradacdo da estrona
em pH 7 foram detectadas em menor nimero em relacdo as relatadas para a
degradacdo realizada em pH 3, sendo que duas delas foram semelhantes, as
moléculas de [M-H]  m/z 285 e 349, que correspondem aos primeiros
intermediarios formados durante o processo de eletrolise. A intensidade de sinal
de formacdo do ion de [M—H]  m/z 285 manteve-se constante apds 30 min de

eletrolise, enquanto para o de [M—H]™ m/z 349, ja a partir de 10 min de eletrélise,
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houve um decaimento de intensidade de sinal para valores mais baixos. Por outro
lado, a intensidade de sinal do ion referente a estrona, [M—H]~ m/z 269, atingiu
valores proximos a zero apés 50 min de eletrolise. Trés ions intermediarios novos
foram formados na eletrdlise realizada em pH 7, com valores de [M—H] m/z 359,
333 e 375, respectivamente. Esses ions foram detectados a partir de 20 ou 30 min
de eletrolise, sendo que os dois primeiros ja com tendéncia de diminuicao do sinal;
ja para o ion de [M—H]~ m/z 375 altos valores de intensidade foram observados
até o final do experimento.

Considerando os ions detectados durante o processo de oxidacéo da
estrona (500 pg L! em solucédo de Na,SO,4 0,1 mol L™, pH 7) usando um eletrodo
de Nb/BDD (j = 10 mA cm™), foi proposto um mecanismo (parcial) de
degradacédo da molécula — Figura 3.56 e Tabela 3.17.

Na rota de degradacao proposta para a estrona em solugdo pH 7, mais
uma vez foram detectados ions intermedidrios com altos valores de m/z. Esse
comportamento ¢ devido, provavelmente, ao ataque do radical *OH nos atomos
de carbono da molécula, contudo, até onde pudemos averiguar, o tempo de
eletrdlise de 50 min ndo foi suficiente o bastante para promover inimeras quebras
da molécula de estrona e uma eficiente conversao sua em CO, e H,0. De qualquer
modo, € nitido que o pH da solucédo tem influéncia significativa na formacéo de
diferentes moléculas, de maior ou menor estabilidade. Desse modo, a eletrolise
da estrona também foi realizada em solucdo de Na,SO,4 0,1 mol L, em pH 10,
para verificar possiveis similaridades com as rotas de degradacéo propostas para
as eletrolises realizadas em pH 3 e 7 ou, até mesmo, para verificar a formacéo de
novos intermediarios. Mais uma vez, de modo qualitativo, a cinética de formacéo
dos intermediarios foi monitorada em funcdo do tempo de eletrdlise, sendo

apresentada na Figura 3.57.
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FIGURA 3.56 — Mecanismo (parcial) proposto para a degradacédo eletroquimica
da estrona em solucdo de Na,SO, 0,1 mol Lt &cida (pH 7) com um eletrodo de
Nb/BDD.
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TABELA 3.17 — lons detectados por MS e seus respectivos ions produtos
MS/MS, para as moléculas intermediarias de [M—H]~ formadas na degradacéo

eletroquimica de estrona em pH 7 com um eletrodo de Nb/BDD.

fon detectado por Estrutura molecular /

fon fragmento por MS/MS / m/z

MS / [M-H]
[M—-H]  m/z
CHs ,?
269 145 O)jji>
.
CHs ,?
285 134, 135, 161, 175, 257 e 271 Ho
.
CHy P
349 145, 225 239, 277 e 305
cHg PH
OH
OH
359 183, 209, 241, 296, 295 e 323 HO
.
OH
OH
333 215 245, 259, 271, 289 e 315
CH3 OH
OH
i OH
375 267. 339 e 357 °

HO

OH OH
OH

157



Resultados e Discussao

2.5
L -—m—269 18
% —m—285 ©
S 20 /- —m— 317 S
~ ' =333 g ~
O sl —m—349 O
X - X
| |
3 14 8
Q 10+t o
3 . 8
© 12 ©
E 05+ :?J
.TISI Jo0
0.0} l/'*'

0 10 20 30 40 50
t/ min

FIGURA 3.57 — Variacdo da area dos picos cromatograficos (XIC) referentes as
moléculas intermediarias de [M—H] m/z X (valores de X indicados na figura) em
funcdo do tempo de eletrolise de solucédo de estrona 500 pg L em Na,SO, 0,1
mol L (pH 10) com um eletrodo de Nb/BDD (j = 10 mA cm™?; V = 0,5 L;
Qv =2 L min™).

Analisando esta figura, a cinética de decaimento da concentragéo de
estrona, de [M-H]" m/z 269, em pH 10, foi bastante rapida, atingindo
concentracdo proxima a zero em apenas 30 min de eletrélise. No tempo inicial de
eletrolise, alguns dos ions intermediarios (de [M—H] m/z 285 e 349), ja detectados
nos estudos de pH 3 e 7, também fazem parte inicial do mecanismo de degradacao
da estrona. Além deles, foi detectado o ion intermediario de [M-H]  m/z 333,
também ja detectado no estudo de pH 7; no entanto, a cinética de formacéo deste
fon é favorecida em solucdo de Na,SO,4 0,1 mol L%, em pH 10, em relagdo a em
pH 7. Em pH 10, o ion de [M-H] m/z 333 ja € detectado apds apenas 5 min de
experimento, enquanto em pH 7 sua formacéo so foi detectada apds 20 min. O ion
intermediario de [M—H]- m/z 317 é outro ion detectado desde os primeiros
minutos de experimento (apos 5 min), mas somente em baixas concentracdes; este

ion intermediario ndo foi detectado nos estudos realizados em pH 3 e 7. De acordo
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com os ions detectados (Tabela 3.18) durante a eletrdlise da estrona em pH 10,
foi possivel propor um mecanismo (parcial) de degradacdo, apresentado na
Figura 3.58.

Comparando as trés rotas de degradacao propostas para a degradacdo
de estrona usando um eletrodo de Nb/BDD, em solucdo de Na,SO, 0,1 mol L7,
em pH 3, 7 e 10, respectivamente, a cinética de formacdo que envolveu um
numero maior de intermediarios foi a em pH 3. Mas, em todos os valores de pH
estudados, o processo de oxidacdo da estrona ocorre com a formacao de alguns
intermediarios comuns, em especial, os ions de [M—H]™ m/z 285 e 349. Pode-se
concluir que, semelhantemente a deteccdo eletroquimica da estrona, as melhores
condicdes de eletrdlise ocorrem em meio acido. Neste ultimo caso, € provavel que
estas melhores respostas estejam relacionadas a rota de formacao do radical «OH
(reacOes 28 e 29). Cabe destacar que essa é a primeira vez que é realizado um
estudo sobre os intermediarias da oxidacdo da estrona por radicais *<OH
eletrogerados com um eletrodo de Nb/BDD.

Mesmo com eletrélises conduzidas acima da corrente limite, ndo foi
constatada uma mineralizacdo completa da molécula estrona, mas somente 0s
processos iniciais da formacdo de moléculas intermediarias. Isso indica que
tempos maiores de eletrélise sdo necessarios para que se atinja um tratamento
eletroquimico eficaz de efluentes que contém esse estrogénio natural.

Finalmente, para fins de comparacdo, a eletrolise da estrona
(500 pg Lt em solucdo de Na,SO4 0,1 mol L™, pH 7, &= 25 °C) foi realizada
com um eletrodo de p—PbO; (j = 10 mA cm=?; qv = 2 L min?t), as moléculas
intermediarias foram investigadas e uma proposta de mecanismo (parcial) de
degradacdo foi feita (Figura 3.59). Neste caso, somente dois intermediarios foram
detectados, os de [M—H]~ m/z 285 e 349.
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FIGURA 3.58 — Mecanismo (parcial) proposto para a degradacéo eletroquimica
da estrona em solucdo de Na,SO,4 0,1 mol L &cida (pH 10) com um eletrodo de
Nb/BDD.
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TABELA 3.18 — fons detectados por MS e seus respectivos ions produtos
MS/MS, para as moléculas intermediarias de [M—H]~ formadas na degradacéo

eletroquimica de estrona em pH 10 com um eletrodo de Nb/BDD.

fon detectado por Estrutura molecular /

fon fragmento por MS/MS / m/z

MS / [M-H]
[M—-H]  m/z
CHg 2
269 145
o
CH 7
285 134, 135, 161, 175, 257 e 271 HO
o
349 145, 225, 239, 277 e 305
CHs 7
317 175, 189, 215, 231, 245, 273 e 289 0>
HO
o |l
o
333 215, 245, 259, 271, 289 e 315
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FIGURA 3.59 — Mecanismo (parcial) proposto para a degradacao eletroguimica

da estrona em solucdo de Na,SO, 0,1 mol L &cida (pH 7) com um eletrodo de

Conforme discutido anteriormente, ha uma diferenca grande no perfil
de decaimento da concentracdo da estrona quando se utiliza um eletrodo de p—
PbO, em relacdo ao caso com o eletrodo de Nb/BDD - vide Figura 3.35a. Como
comentado acima, na investigacdo de ions intermediarios gerados com eletrodo
de p—PbO,, s dois foram detectados durante os 50 min de eletrolise, os de [M—
H]~ m/z 285 e 349. Todavia, a formacao e degradacdo desses ions intermediarios

foram desfavoraveis em comparacdo as eletrdlises realizadas nas mesmas
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condi¢bes com o eletrodo de Nb/BDD. Por exemplo, na eletrélise realizada nas
mesmas condi¢des com este eletrodo, foram detectados cinco ions intermediarios,
enquanto, para o eletrodo de B-PbO,, foram apenas dois ions. Além do numero
limitado de ions intermediarios gerados durante os 50 min de eletrélise, o ion de
[M—H]~ m/z 285 foi detectado ja nos primeiros 5 min, enquanto o ion de [M—H]"
m/z 349 somente foi detectado ap6s 10 min. Certamente a entalpia de adsorcéo do
radical *OH na superficie do eletrodo afeta a cinetica de degradacao da estrona e
a formacédo de moléculas intermediarias durante o processo. Conforme ilustrado
na Tabela 1.3, o eletrodo de BDD apresenta uma fraca fisiossor¢éo do radical «OH
em sua superficie, enquanto o eletrodo de B—PbO,, embora seja um material de
facil obtencdo e muito estudado na eletrodegradacdo de compostos organicos,
apresenta uma adsorcdo mais forte do radical *OH em sua superficie. Essa
diferenca na entalpia de adsorcao do radical *OH na superficie dos eletrodos, além
da diferenca no sobrepotencial para a RDO, faz que o poder de oxidacdo do
eletrodo de p—PbO; seja menor que o do de BDD. Isto explica, em parte, a pouca
e lenta formacéo de moléculas intermediarias na eletrolise da estrona com aquele

eletrodo.
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4 — Conclusodes

Nesta tese, foram investigadas propriedades fisicas, morfoldgicas e
eletroquimicas dos eletrodos de BDD, utilizando diferentes abordagens para a
caracterizacdo do material no seu uso como detector eletroquimico de um
composto contaminante de ambientes aquaticos, no caso a estrona.

Em virtude da nucleacdo secundaria promovida pela incorporacéo de
boro em altos niveis, correspondente a uma alta dopagem (aproximadamente 8000
ppm), observou-se nas micrografias de MEV que os filmes de BDD apresentam
uma estrutura piramidal com faces bem definidas, alta rugosidade e tamanho
nominal de particula variando entre 100 e 800 nm, sendo confirmada por imagens
de microscopia de forca atbmica, com tamanho de graos e rugosidade superficial
de 617 e 33 nm, respectivamente.

Nas analises estruturais por espectroscopia Raman, devido as
ligacOes sp?, foi detectado, em especial, um Gnico modo fonon de Raman ativo de
primeira ordem, que aparece como um sinal forte em 1332 cm™.

Na caracterizacdo eletroquimica, o eletrodo de BDD apresentou uma
baixa corrente de fundo, auséncia de processos faradaicos entre os potenciais da
RDH e da RDO, portanto ampla janela de potencial, e uma excelente
reversibilidade de resposta eletroquimica utilizando o par redox Fe(CN)g**,
especialmente quando a superficie é tratada catodicamente.

A investigacdo da resposta eletroquimica da estrona usando 0s
eletrodos de BDD e GC mostrou um processo irreversivel de oxidacdo da
molécula, alem da formacdo de produtos de reacdo como dimeros e polimeros,
semicondutores ou isolantes, na superficie do eletrodo, podendo diminuir sua
atividade eletroquimica. Este problema foi solucionado através de um pré-
tratamento eletroquimico catddico da superficie do eletrodo de BDD, que, além
de tornar a superficie hidrofdbica, leva a excelente estabilidade de corrente de
resposta observada ja no segundo ciclo; a baixa interacdo daqueles subprodutos

com a superficie do eletrodo foi confirmada por um estudo de adsorcao, no qual
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constatou-se uma adsorcdo fraca, praticamente inexistente, na superficie do
eletrodo de BDD. Por outro lado, no caso do eletrodo de GC, além da forte
adsorcdo da estrona e subprodutos na superficie do eletrodo, foram necessarios
sucessivos tratamentos superficiais (polimento mecénico) antes de cada
experimento. Esses e outros parametros investigados (a, n, mecanismo de
oxidacdo, dependéncia do pH e k°) possibilitaram entender melhor a eletroquimica
da estrona sobre diferentes superficies de eletrodo, em especial o BDD.
Diferentes técnicas eletroquimicas foram investigadas para a
determinacédo de estrona utilizando um eletrodo de BDD como detector; apos
otimizacdo dos parametros eletroquimicos, os valores de limite de deteccdo
obtidos utilizando as técnicas de DPV (0,27 pmol L) e SWV (0,096 umol L)
foram comparaveis aqueles relatados na literatura. Todavia, cabe ressaltar que o
eletrodo utilizado neste trabalho era comercial, sem haver, portanto, a necessidade
de modificagbes da superficie do eletrodo (exceto o pré-tratamento
eletroquimico). Por outro lado, o valor do limite de deteccdo foi ainda menor
(0,050 umol L) quando se utilizou deteccédo amperométrica em um sistema FIA-
EC, dada a redugdo de interferéncias da corrente capacitiva decorrente da
aplicacdo de um potencial fixo. Ademais, em todas as técnicas eletroquimicas
utilizadas para a deteccdo da estrona o BDD apresentou-se extremante estavel
(repetibilidade intra-dia e entre-dias), o que, em geral, ndo acontece com outros
eletrodos, modificados ou ndo, como € o caso do de GC. Finalmente, para todas
as técnicas de deteccdo avaliadas, diferentes matrizes ndo tiveram influéncia
significativa na deteccdo da estrona, indicando que, de fato, as técnicas sdo
promissoras para esse propésito, com excelentes precisdo e exatiddo. Portanto,
pode-se concluir que o eletrodo de BDD é um excelente candidato para uso na
determinacdo eletroanalitica de estrogénios naturais e sintéticos (dada a
semelhanca entre as moléculas), além da baixo custo agregado de sua aplicacéo e

facilidade de uso. Além disso, esse detector também pode ser acoplado a um
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sistema LC, para separar os diferentes compostos de interesse antes de suas
respectivas deteccoes.

Quanto a degradacéo eletroquimica da estrona usando um reator do
tipo filtro-prensa e um anodo de Nb/BDD, algumas varidveis operacionais como
a vazdo, a densidade de corrente e o pH tiveram influéncia significativa no
decaimento relativo da concentracao da estrona durante o processo de eletrdlise.
Um valor baixa de vazdo favoreceu a cinética de decaimento da concentracédo da
estrona, que ocorreu de forma mais rapida. J& no caso da densidade de corrente,
ndo contatou-se diferencas significativas no processo de oxidacdo para altos
valores. O efeito do pH, por outro lado, teve uma forte influéncia ndo somente no
processo de decaimento da concentracdo da estrona, mas também na cinética de
formacdo e degradacdo de intermedidrios provenientes da estrona.
Provavelmente, a geracao dos radicais *OH nesses meios aquosos pode contribuir
para um atague no anel aromatico de diferentes formas ou intensidades. Nas
eletrdlises realizadas na presenca de ions Cl-, por outro lado, ocorreu uma
contribuicdo significativa do cloro ativo gerado durante 0 processo
eletrooxidativo, proporcionando menores tempos de degradacdo da estrona, no
entanto sem influéncia do pH.

Na comparacdo com outro eletrodo, o de Nb/BDD, dado o seu alto
poder de oxidagdo, mostrou-se claramente superior ao de f—PbO, na oxidacao da
estrona, sendo que com este Ultimo apenas 35% das moléculas foram degradadas
apos 60 min de eletrolise.

Por fim, o pH teve forte influéncia na formacdo de intermediarios
durante o processo de oxidacao da estrona utilizando o eletrodo de Nb/BDD, tanto
em espécies e numero, com semelhancas no mecanismo de degradacdo da
molécula apenas no tempo inicial de eletrolise. Dessa forma, os intermediarios
formados em pH 3 foram os de [M-H] ~ m/z 285, 349, 303 (t; = 8,2 € 9,7 min),
397, 399 e 357. Ja para eletrolises realizadas em pH 7 foram os de [M—H]™ m/z
285, 349, 359, 333, 375, 399 e 357. No caso do pH 10, foram os de [M—H] m/z
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285, 349, 317 e 333. Finalmente, usando-se o eletrodo de B—PbO, em pH 7,
somente detectou-se os intermediarios de [M—H]™ m/z 285 e 349. Cabe ressaltar
que, tanto quanto pudemos verificar, esta € a primeira vez que esses
intermediarios gerados eletroliticamente foram detectados, propondo-se

correspondentes mecanismos de degradacao (parcial) da estrona.
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Apéndice

Apéndice

Neste Apéndice sdo mostrados espectros de TIC (cromatograma de ions totais),
XIC (cromatograma de ions extraidos), espectros de massa (MS e MS/MS) para

alguns dos ions-produtos gerados na eletrooxidacédo da estrona.

‘ Wl XIC of -EMS: 269 to 269,5 Da from Sample 35 (T5_pH3) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray) Max. 4,4e7 cps.
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L] -EMS: 11,030 to 11,313 min from Sample 36 (T10_pH3) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray), Centroided Max. 1,6e7 cps.
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b)
FIGURA A.1-a) XIC e b) MS do ion m/z 269 (t; = 11,0 — 11,3 min), para analise
de solucdo de estrona 500 pg Lt (pH 3), apés 5 e 10 min de eletrélise,
respectivamente, com um eletrodo de Nb/BDD (j = 10 mA cm™%;, V = 0,5 L;
Qv =2 L min™).
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Intensity, cps

XIC of -EMS: 285 to 285,5 Da from Sample 36 (T10_pH3) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray)
6,9e6
6,5e6
6,0e6
5,5e6 -
5,0e6 -
4,5e6 -
4,0e6 -
3,5e6
3,0e6
2,5e6
2,0e6
1,5e6
1,0e6

5,0e54
L]

Max. 6,9e6 cps.

14,35

0.0

1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0

Intensity, cps
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FIGURA A.2-a) XIC e b) MS do ion m/z 285 (t, = 9,10 — 10,8 min), para analise
de solucdo de estrona 500 pg L (pH 3), apés 10 min de eletrélise com um
eletrodo de Nb/BDD (j=10 mAcm?%V=0,5L; gy=2L min?).
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W XIC of -EMS: 349 to 349,5 Da from Sample 36 (T10_pH3) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray) Max. 2,1e6 cps.
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b)
FIGURA A.3—-a) XIC e b) MS do ion m/z 349 (t, = 6,78 — 7,24 min), para analise
de solucéo de estrona 500 pg L2, apds 10 min de eletrélise com um eletrodo de
Nb/BDD (j=10 mAcm2 V=05L;qy=2L min?).
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B XIC of -EMS: 303 to 303,5 Da from Sample 39 (130_pH3) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray)
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FIGURA A.4 —a) XIC e b-c) MS do ion m/z 303 (t, = 8,00 — 8,34 min e 9,67 —
10,0 min), para analise de solucdo de estrona 500 pg L2, apds 30 min de eletrdlise
com um eletrodo de Nb/BDD (j=10mAcm=;,V=0,5L;qv=2L min™).
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Intensity, cps

XIC of -EMS: 397 to 397,5 Da from Sample 39 (T30_pH3) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray)
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-EMS: 4,851 to 5,400 min from Sample 39 (T30_pH3) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray), Centroided
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FIGURA A.5-2a) XIC e b) MS do ion m/z 397 (t, = 4,85 — 5,40 min), para anélise
de solucéo de estrona 500 pg L2, apds 30 min de eletrélise com um eletrodo de
Nb/BDD (j=10 mAcm2 V=05L;qy=2L min?).
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Intensity, cps

XIC of -EMS: 399 to 399,5 Da from Sample 39 (T30_pH3) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray)
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-EMS: 4,904 to 5,435 min from Sample 39 (T30_pH3) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray), Centroided
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FIGURA A.6 —a) XIC e b) MS do ion m/z 399 (t, = 4,90 — 5,43 min), para anélise
de solucéo de estrona 500 pg L2, apds 30 min de eletrélise com um eletrodo de
Nb/BDD (j=10 mAcm2 V=05L;qy=2L min?).
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Wl XIC of -EMS: 357 to 357,5 Da from Sample 39 (T30_pH3) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray)
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B _ENMS: 8,604 to 8,958 min from Sample 39 (T30_pH3) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray), Centroided
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FIGURA A.7 —a) XIC e b) MS do ion m/z 357 (t, = 8,60 — 8,96 min), para analise
de solucéo de estrona 500 pg L2, apds 30 min de eletrélise com um eletrodo de
Nb/BDD (j=10 mAcm2 V=05L;qy=2L min?).
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XIC of -EMS: 359 to 359,5 Da from Sample 8 (T30_pH7) of Ricardo_29042013.wiff (Turbo Spray)

9,5e6
9,0e6 -

8,0e6 -

7,0e6 +

6,0e6 -

5,0e6 -

4,0e6 -

3,0e6 -

2,0e6 -

1,0e6 -
>

0,0

14,09

Max. 9,5e6 cps.

1.0 20 3.0 4.0 5.0 6,0 .0
Time, min

9.0

Intensity, cps

a)

“EMS: 9,498 to 9,737 min from Sample 8 (T30_pH7) of Ricardo_29042013.wiff (Turbo Spray), Centroided
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FIGURA A.8 —a) XIC e b) MS do ion m/z 359 (t, = 9,50 — 9,74 min), para anélise
de solucéo de estrona 500 pg L2, apds 30 min de eletrélise com um eletrodo de
Nb/BDD (j=10 mAcm2 V=05L;qy=2L min?).
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W TIC of -EPI (359,00) CE (-45): Exp 3, from Sample 34 (T50_EPI1_2) of Ricardo_29042013.wiff (Turbo Spray) Max. 6,16 cps.
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FIGURA A.9 —a) TIC, e b) MS/MS do ion m/z 359 (t- = 9,65 — 9,90 min), para

analise de solucdo de estrona 500 pg L1, apés 50 min de eletrélise com um
eletrodo de Nb/BDD (j=10 mAcm2V=05L; gy=2L min?).
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[M-H] m/z 183 [M-H] m/z 269 [M-H] m/z 241 [M-H]" m/z 209

FIGURA A.10 — Mecanismo de fragmentacdo proposto para a molécula
intermediaria de [M—H]™ m/z 359.
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XIC of -EMS: 333 to 333,5 Da from Sample 8 (T30_pH7) of Ricardo_29042013.wiff (Turbo Spray)
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FIGURA A.11 —a) XIC e b) do ion m/z 333 (t, = 4,94 — 5,91 min), para analise

de solucéo de estrona 500 pg L2, apds 30 min de eletrélise com um eletrodo de

Nb/BDD (j=10 mAcm2 V=05L;qy=2L min?).
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B TIC: from Sample 34 (T50_EPIL_2) of Ricardo_29042013.wiff (Turbo Spray)
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FIGURA A.12 —a) TIC e b) MS/MS do ion m/z 333 (t. = 4,94 — 5,91 min), para
analise de solugdo de estrona 500 pg L1, apdés 30 min de eletrélise com um
eletrodo de Nb/BDD (j=10 mAcm?% V=05L; gy=2L min?).
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XIC of -EMS: 375 to 375,5 Da from Sample 10 (T50_pH7) of Ricardo_29042013.wiff (Turbo Spray)
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-EMS: 5,897 to 6,393 min from Sample 10 (T50_pH7) of Ricardo_29042013.wiff (Turbo Spray), Centroided
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FIGURA A.13 — a) XIC e b) MS do ion m/z 375 (t, = 7,46 — 7,70 min), para
analise de solucdo de estrona 500 pg L™, apés 50 min de eletrélise com um
eletrodo de Nb/BDD (j=10 mAcm?%V=05L; gy=2L min?).
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W TIC of -EPI (375,00) CE (-45): Exp 3, from Sample 35 (T50_EPI2_2) of Ricardo_29042013.wiff (Turbo Spray)
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FIGURA A.14 —a) TIC e b) MS/MS do ion m/z 375 (t. = 5,71 — 6,34 min), para
analise de solugdo de estrona 500 pg L1, apds 50 min de eletrélise com um
eletrodo de Nb/BDD (j =10 mMAcm2,V=0,5L; gv=2 L min?).
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[M-H] m/z 375 [M-H] m/z 357

HC

o=

OH
OH

[M-H]~ m/z 267

FIGURA A.15 — Mecanismo de fragmentacdo proposto para a molécula
intermediaria de [M—H]™ m/z 375.
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XIC of -EMS: 317 to 317,5 Da from Sample 39 (T30_pH3) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray)
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“EMS: 8,055 to 8,303 min from Sample 39 (T30_pH3) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray), Centroided
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FIGURA A.16 — a) XIC e b) MS do ion m/z 317 (t, = 8,05 — 8,00 min), para
analise de solucdo de estrona 500 pg L™, apés 30 min de eletrélise com um
eletrodo de Nb/BDD (j=10 mAcm?%V=05L; gy=2L min?).
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B TIC of -EPI (317,00) CE (-35) CES (15): Exp 2, from Sample 81 (T30_pH3_EPI4) of Ricardo_junho.wiff (Turbo Spray) Max. 2,1e6 cps.
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FIGURA A.17 —a) TIC e b) MS/MS do ion m/z 375 (t. = 7,46 — 7,70 min), para
analise de solugdo de estrona 500 pg L1, apdés 30 min de eletrélise com um
eletrodo de Nb/BDD (j=10 mAcm?% V=05L; gy=2L min?).
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FIGURA A.18 — Mecanismo de fragmentacdo proposto para a molécula
intermediaria de [M—H]™ m/z 317.
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