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RESUMO

A aquicultura esta entre as atividades econémicas que mais crescem em muitos paises,
particularmente no Brasil. Isso € uma consequéncia da constante e crescente procura por
organismos aquaticos, tais como peixes, moluscos, crusticeos, repteis, entre outros,
destinados para diferentes fins, principalmente, para a alimentacdo humana. Para
atender estas demandas, muitos aquicultores fazem uso indiscriminado de estrogénios
sintéticos, como é o caso do Z,Z-Dienestrol (DNL), com o intuito de induzir a
reproducdo acentuada dos organismos tratados, embora também sejam capazes de afetar
0 metabolismo dessas espécies e dos consumidores envolvidos na cadeia alimentar,
mesmo em baixas concentracGes. Tendo em vista a elevada demanda brasileira por
Tildpia-do-Nilo (Sarotherodon niloticus), tanto para 0 mercado interno quanto externo,
este trabalho tem por objetivo desenvolver um método eletroanalitico capaz de detectar
baixos niveis de DNL na biomassa desta espécie, utilizando o eletrodo de diamante
dopado com boro (EDDB) como superficie de trabalho. Os resultados obtidos por
voltametria ciclica indicaram que o estrogénio em estudo apresenta alta reatividade em
meio acido, mostrando um processo de oxidacdo irreversivel sobre EDDB pré-ativado
catodicamente. Os produtos da reacdo redox adsorvem sobre a area ativa do dispositivo,
mas a elevada resisténcia a passivacdo do material eletrodico possibilita a renovagdo da
superficie pela simples agitacdo mecéanica do meio. Utilizando voltametria de onda
quadrada sob condicdes otimizadas (EDDB pré-ativado catodicamente; solucdo-tampao
Britton-Robinson (pH = 2,0) como eletrélito; 60 s de agitacdo entre as medidas; 150 Hz
de frequéncia com incremento de 2 mV; e amplitude dos pulso de 30 mV), foi possivel
detectar tracos de DNL (limite de detecgdo de 5,43x10® mol L™) com alta correlagio
dos dados (r? = 0,9987), precisdo e exatidio das medidas (desvio padréo relativo abaixo
de 13,0 %). O método foi aplicado com éxito na eletroanalise de DNL em Tilapia-do-
Nilo, ap6s fortificacdo da biomassa (5,0x10; 1,0x10° e 9,0x10° mol L™) e extracéo do
conteddo estrogénico pelo método QUEChERS. Os elevados valores de recuperagédo
(88,5 - 96,2 %) atestam a credibilidade do método eletroanalitico proposto para o

possivel controle de qualidade de DNL em produtos da aquicultura.

Palavras chaves: Aquicultura; Estrogénios sintéticos; Z,Z-Dienestrol; Eletrodo de
diamante dopado com boro; Determinacdo eletroanalitica.



ABSTRACT

Aquaculture is among the fastest growing economic activity in many countries,
particularly in Brazil. This is a consequence of the constant and growing demand for
aquatic organisms, such as fish, mollusks, crustaceans, reptiles, among others, which are
destined for different purposes, mainly for human consumption. In order to meet these
demands, many fish farmers make indiscriminate use of synthetic estrogens, such as
Z,Z-Dienestrol (DNL), in order to induce high reproduction of the treated organisms,
although they are also capable of affecting the metabolism of these species and other
consumers in the food chain, even at low concentrations. Considering the high Brazilian
demand for Nile Tilapia (Sarotherodon niloticus), both for the internal and external
markets, this work aims to develop an electroanalytical method to detect trace
concentrations of DNL in the biomass of these species, using boron-doped diamond
electrode (BDDE) as working surface. The results obtained by cyclic voltammetry
indicated high reactivity of the estrogen in acid medium, showing an irreversible
oxidation process on cathodically pre-activated BDDE. The products of the redox
reaction fouling the active area of the device, but the high resistance to the passivation
of the electrodic material allows the renovation of the surface through simple
mechanical agitation of the medium. Using square-wave voltammetry under optimized
conditions (cathodically pre-activated BDDE; Britton-Robinson buffer solution (pH =
2.0) as electrolyte; 60 s of stirring between measurements; 150 Hz of frequency with
2 mV of increment; and 30 mV of pulse amplitude), it was possible analyzing DNL at
low concentrations (detection limit of 5.43x10® mol L) with high data correlation (r* =
0.9987), precision and accuracy of the measurements ( relative standard deviation below
13.0%). The method was successfully applied for the electroanalysis of DNL in Nile
Tilapia, after biomass spiking (5.0x107, 1.0x10° and 9.0x10°® mol L™) and extraction
of the estrogenic content by the QUEChERS method. High recovery values were
achieved (88.5 - 96.2%) and attested the credibility of the proposed electroanalytical

method for the possible quality control of DNL in aquaculture products.

Key words: Aquaculture; Synthetic estrogens; Z,Z-Dienestrol; Boron-doped diamond

electrode; Electroanalytical determination.
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1. INTRODUCAO

A aquicultura esta entre as atividades primarias do agronegocio que mais
crescem no mundo (PEGADO, 2004). No Brasil, esta tendéncia se constitui pelo
enorme potencial socioeconémico e das excepcionais condi¢cdes edafo-climaticas para
este ramo, 0 que justifica seu crescimento exponencial nos ultimos anos. Segundo
estimativas do Ministério da Pesca e Aquicultura (MPA) e da Organizacao das Nacdes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO), no periodo 2003-2009, a taxa de
crescimento anual do cultivo de animais em cativeiro vinha se destacando e atingindo a
média de 4,6%, enquanto que aquela obtida com a pesca continental convencional
chegava a 2,9% (FAO, 2010; ROCHA et al, 2013).

Na verdade, o pais ainda estd muito aquém de seu potencial produtivo e
acredita-se que brevemente atingira a marca de vinte milhdes de toneladas de pescados
ao ano, atendendo ndo apenas ao mercado consumidor interno, mas também a uma
demanda externa crescente. Projecdes da FAO apontam que, até 2030, a demanda por
pescados no mundo deva crescer em quarenta milhdes de toneladas (FAO, 2010).

Todavia, para atender a crescente demanda gastrondmica por organismos
marinhos (peixes, moluscos, crustaceos, répteis, anfibios, plantas, entre outros), os
aquicultores, em muitos casos, fazem uso indiscriminado de substancias xenobioéticas, a
exemplo dos hormonios/estrogénios sintéticos (Hexestrol, Dienestrol, Dietilestilbestrol,
entre outros), que induzem o crescimento e/ou reproducdo acentuada das populacdes
nos diferentes cultivos, mas que também afetam o metabolismo das espécies cultivadas,
além de serem potencialmente toxicos para os consumidores envolvidos na cadeia
trofica (EDWARDS 2015; LIMA, 2012; OLIVEIRA 2013). A gravidade deste
problema tem impulsionado debates cientificos em todo o mundo com o propdsito de
buscar solu¢des ou medidas paliativas para esta questéo.

As preocupacOes védo desde os riscos de desequilibrio ambiental aos prejuizos
com a saude publica. Muitos desses compostos podem desregular as func@es enddcrinas
dos seres vivos, sendo conhecidos como desreguladores ou disruptores endocrinos pois
possuem a capacidade de simular ou inibir a atividade hormonal normal dos animais,
incluindo os homens (HAITHAM, ABO-AL-ELA 2018). O sistema endocrino nos
organismos é estimulado com baixas concentragdes de hormonios, portanto apesar de

encontrados em concentragdes tragcos (ng/L) no meio ambiente, esses contaminantes
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emergentes tém atraido a atencdo da comunidade cientifica em virtude de tais
concentragOes j& serem significativas, podendo causar efeitos adversos aos organismos
expostos devido suas propriedades carcinogénicas e estrogénicas. Os estrogénios
sintéticos apresentam carater bioacumulador, biomagnificador e biotransformador,
representando um sério risco a salde daqueles que se encontram no topo da cadeia
alimentar, ou seja, os humanos (OLIVEIRA, 2013; SOUZA, MACHADO e AVACA,
2003).

Vale ressaltar que a producdo de peixes no Brasil € baseada, principalmente,
em regimes intensivos e semi-intensivos, sustentada majoritariamente por pequenos
produtores. Em ambos 0s casos, as culturas sdo desenvolvidas em tanques artesanais
escavados, onde 0s animais sdo tratados com Xxenobidticos durante todo o periodo de
cultivo (OSTRENSKY et al., 2008). Por exemplo, existem métodos de prevencdo de
doencas que incluem a adicdo de antibidticos na racdo dos animais e boa parte destes
principios ativos e de seus metabolitos sdo disseminados nas aguas dos criadouros.
Deste modo, outra grande preocupacdo ambiental estd na toxicidade dos efluentes
dessas atividades ap0s serem langados nos corpos receptores, em virtude da auséncia de
préticas de manejo e/ou tratamento adequadas (ISMAIL , WEE , ARIS 2017).

Os peixes sdo normalmente considerados como bons bioindicadores para
avaliacdo dos efeitos de possiveis contaminacGes, por estarem localizados no topo da
teia trofica aquatica e por acumularem substancias toxicas, provenientes da agua e
também através de sua dieta, nos seus tecidos. Nos peixes, o figado desempenha um
papel importante nas fungdes vitais, como no metabolismo, transformacao, acumulo e
excrecdo de contaminantes. Além disso, o 6rgdo é responsavel pelo metabolismo de
proteinas e lipideos, armazenamento e producdo de glicose e outros nutrientes
(BALULA, 2011).

O figado dos peixes, assim como dos outros vertebrados, é a maior glandula do
corpo, sendo responsavel pela execucdo de muitas atividades vitais e pela fisiologia do
animal. Esta localizado na cavidade celoméatica e é basicamente formado por
hepatdcitos, células com alto potencial mitético cuja funcdo € de sintese, secrecgéo,
armazenamento, biotransformacdo e metabolismo (Costa et al. 2012). De forma geral,
os hepatocitos realizam a metabolizacdo de substancias enddgenas e exogenas,
producéo de bile, que posteriormente é direcionada para a vesicula biliar, producdo de

proteinas essenciais do plasma e fatores de coagulacdo e armazenamento de substancias
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como aminodcidos, lipideos, glicogénio e ferro (Menke et al. 2011). Além disso, outro
importante papel do figado é que ele serve como indicador do estado nutricional e
fisioldgico dos peixes (Bombonato et al. 2007). Devido suas fun¢des de metabolizacao
como bioindicador de poluicdo ambiental nesta espécie. A partir da contextualizacdo da
relevancia do figado para utilizacdo do mesmo como matriz das analises da espécie em
questdo tendo em vista que € um dos principais pontos que o material (estrogénios) fica
concentrado € no figado, pois é 14 que ocorre a metaboliza¢do. Pode-se manusear outra
parte do peixe como matriz, porém optamos por utilizar uma parte que ndo seria
comestivel, que ndo iria ser usado para consumo visando um reaproveitamento e/ou
sustentabilidade de uma parte descartavel do peixe.

O monitoramento desses compostos vem sendo feito por métodos
espectroscopicos e/ou cromatograficos, apesar de apresentarem limitagdes quanto a
sensibilidade, custo e tempo de andlise (LIMA, 2012; BAHADIR, SEZGINTURK,
2015; GUEDES-ALONSO, SOSA-FERRERA e SANTANA-RODRIGUEZ, 2017;
PALI et al., 2017). Para superar estas dificuldades, muitos pesquisadores tém utilizado
diferentes métodos eletroanaliticos que, além de contornar os problemas supracitados,
também apresentam possibilidade de miniaturizacdo, simplicidade operacional e
potencialidade para aplica¢bes in loco (OLIVEIRA, 2013; SOUZA, MACHADO e
AVACA, 2003). Sendo assim, com 0s avangos na area de materiais condutores,
superficies eletrddicas cada vez mais eficientes e versateis passaram a ser utilizadas em
estudos eletroanaliticos, a exemplo do eletrodo de diamante dopado com boro (EDDB)
que, além de possuir excelente condutividade e resisténcia mecéanica, também apresenta
ampla faixa de potenciais de trabalho e baixa susceptibilidade a passivacdo da superficie
ativa por produtos da reacdo redox (PORTELA, 2008).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Aquicultura

Segundo Luchesse e Batalha (2003), a aquicultura pode ser definida uma
producdo que envolve a manipulacdo de organismos aquaticos (peixes, crustaceos,
moluscos e algas) em alguma fase de seu ciclo de vida. O mercado global de produtos
oriundos das atividades aquicolas tem mostrado expansdo sem precedentes. Ja em 2013,
0 consumo de pescados aproximou-se de 20 kg por habitante ao ano, com producéo
estimada em mais de 160 milhdes de toneladas (ROCHA et al., 2013; FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2013).

Tamanho crescimento tem elevado a aquicultura ao posto de maior negécio do
setor priméario do mundo, superando a producgdo anual de soja (duas vezes maior), gado
(sete vezes maior) e frango (nove vezes maior) para abate. O Brasil € o segundo maior
exportador do segmento aquicola, mas contribui com apenas 0,6% da producdo mundial
nesse setor; um numero que vai de encontro ao forte potencial do pais para o
desenvolvimento de tais atividades (NADARAJAH, FLAATEN, 2017). Esse quadro
também mostra a importancia das politicas de incentivo para definir estratégias e
oportunidades de negdcio, gerando emprego e renda para a populacdo, além de agregar
valor as riquezas naturais do pais, particularmente da Regido Nordeste, onde este
mercado cresce em ritmo acelerado (ROCHA et al., 2013).

A aquicultura é responsavel pela producdo de peixes e outros recursos aquaticos,
para fins variados. Embora o principal objetivo da piscicultura (criacdo de peixes) seja a
comercializacdo de pescado como recurso alimenticio (incluindo seus ovos), estes
animais também sdo cultivados para uso esportivo (pesca esportiva; também sao
utilizados como isca) e ornamental (aquarios). Além dos peixes, a aquicultura também
foca na producdo de algas e outras plantas marinhas (Algicultura), utilizadas na
alimentacdo e elaboracdo de medicamentos farmacéuticos; moluscos, como ostras e
mexilhdes (Malacocultura); e crustaceos, dentre os quais destaca-se 0 camardo
(Carcinicultura). Estes animais podem ser cultivados em ambiente natural como lagos,
lagoas e o préprio oceano, como também em tanques artificiais construidos pelo

homem. Entre as metodologias utilizadas para produgdo aquicola, pode-se citar o uso de
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viveiros escavados no solo (reservatorios que permitem a entrada e saida de agua),
tanques-rede ou gaiola flutuante, e o cultivo em espinhel e balsas.

Segundo Rocha et al. (2013), a pratica da piscicultura brasileira é dividida em
trés tipos: (I) extensiva, que utiliza grandes reservatorios naturais ou artificiais, onde a
densidade populacional de peixes é baixa e a sua alimentacdo e reproducdo ndo sdo
controladas; (I1) semi-extensiva, que segue raciocinio similar ao anterior, mas com um
controle maior da alimentacdo e da reproducdo; (Il1) intensiva, que utiliza tanques e
reservatorios construidos para obter um maximo de peixes por unidade de érea,
utilizando controle da alimentagéo e reproducéo.

Com a expansdo do setor, novas estratégias passaram a ser estudadas visando a
sustentabilidade nas instalagdes e funcionamento dos empreendimentos: conservacdo da
mata ciliar, minimizagdo da contaminagdo em areas adjacente a producdo, controle dos
principios ativos e agentes toxicos utilizados nas culturas, entre outros (NADARAJAH,
FLAATEN, 2017). Essa mesma preocupacdo permeou 0s debates por ocasido da
aprovacdo no Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA), evidenciados na
resolucdo n° 312/2002, que dispbe sobre o licenciamento ambiental dos
empreendimentos de carnicicultura na zona costeira (PEGADO, 2004). O manejo
inadequado da aquicultura propicia o aumento de nutrientes na agua dos tanques de
criacdo de peixes, promovendo a eutrofizacdo artificial dos mesmos, impactando
negativamente a biota (ARANA, 2004; MONTAGNOLLI et al., 2004). Mesmo diante
de tantos riscos, o Brasil ainda ndo contém uma lei especifica que regulamente os niveis
maximos possiveis dessas substancias na aquicultura.

Sobre a qualidade da &gua na piscicultura, Kubitza (1998) afirmou que a
produtividade do pescado esta inteiramente ligada as condi¢des do habitat que o animal
cresce. A qualidade da &gua, alimentacdo e técnicas de criagdo melhoram o
desenvolvimento das culturas, prevenindo doencas, aumentando a producdo e o lucro
(AYROZA et al., 2011). De acordo com Tavares (1994), que estudou a limnologia
aplicada a aquicultura, 0s processos que ocorrem na agua estdo intimamente ligados,
ndo podendo ser vistos como processos independentes, uma vez que na agua Seus
efeitos atuam de forma dindmica e simultanea. Para isso, o controle de substancias
excipientes nos criadouros deve ser feito de forma rigorosa. A relacdo entre efeito e
exposicdo de animais a interferentes enddcrinos depende da forma e/ou tempo de
exposicdo a esses interferentes endocrinos e dosagem, influenciando diretamente nos
efeitos causados. Os interferentes endocrinos podem induzir em peixes a sintese da
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proteina vitelogenina (VTG), um marcador utilizado para avaliacdo de atividade
estrogénica no organismo. O aumento de VTG no plasma sanguineo de um organismo é
considerado evidéncia de exposic¢ao a substancias estrogénicas, promovendo 0 aumento
da taxa de crescimento de animais, apresentando efeito anabolizante semelhante ao dos
esteroides. Esses estrogénios também apresentam grande risco a sadde dos humanos,
uma vez que estdo relacionados a uma série de desordens metabdlicas, incluindo o
desenvolvimento de carcinomas (EDWARDS 2015; LIMA, 2012; OLIVEIRA 2013).
Sdo exemplos de estrogénios com acao anabolizante: trans-dietilestilbestrol, dienestrol e

o0 hexestrol.

2.2. Utilizacdo de hormdnios na aquicultura

Certos compostos utilizados nos criadouros com a funcdo de aumentar o
tamanho e massa corporal, promover o controle de populacdo ou para estimular a
reproducdo das espécies, também podem afetar o sistema enddcrino de organismos
superiores, limitando e/ou bloqueando funcBes metabodlicas vitais a vida (FALONE,
2007). Pesticidas, hormdnios sintéticos e antibioticos sdo exemplos desta ameaca que,
por sua vez, vem sendo utilizado de forma indiscriminada em muitos cultivos (ISMAIIL,
WEE e ARIS, 2017).

Em linhas gerais, os desreguladores enddcrinos podem ser definidos como
substancias exdgenas ou progénios secundarios que causam efeitos adversos a salde de
um organismo, interferindo em sua homeostase e processo de desenvolvimento
(GUIMARAES, 2008; KAVLOCK, et al.1996; WAISSMANN, 2002).Muitas destas
substancias também sdo persistentes no meio ambiente, acumulam-se no solo e no
sedimento de rios, e sdo facilmente transportadas a longas distancias pela atmosfera .
Acumulam-se ao longo da cadeia trofica, representando um sério risco a saude dos seres
humanos que se encontram no topo da cadeia alimentar (MEYER et al, 1999).

A exemplo dessas substancias temos o Dietilestilbestrol (DES) aparece nos
primeiros relatos de substancias quimicas com acéo disruptora. Este composto estava
presente em medicamentos anticoncepcionais usados por mulheres entre os anos 50 e
70. Anos mais tarde, sua relagdo com o surgimento de cancer e desordens no sistema
reprodutor das pacientes e proles desencadeou sua proibicdo em muitos paises
(COLBORN et al., 2002; OLEA et al., 2002). A cada ano, a quantidade de substancias
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com acdo desreguladora aumenta e algumas delas podem ser encontradas em trabalhos
de reviséo reportados na literatura (ISMAIL, WEE e ARIS, 2017; LIU et al, 2017)

Na piscicultura, a maior aplicacdo estd na producdo de populagdes monosexo
de Tilapias, em grande parte mediante o emprego de hormonios esterdides (LIAN, LI,
JIANG, 2017). A técnica de producdo mais utilizada é a reversdo sexual, mas duvidas e
equivocos sobre tais aplicacGes ainda persistem, principalmente quanto ao tipo de
hormonio esteroidal empregado no controle, efeitos colaterais na produgéo e efeitos
deletérios nos consumidores. Ao que tudo indica, a producdo de populagdes monosexo,
por meio de “super-reprodutores™ (super-machos e super-fémeas), bem como o controle
da fertilidade através de poliploides (situagdo genética de ndcleo celular, célula, ou
organismo, em que ha mais de dois conjuntos de cromossomas homologos) estao entre
0s meétodos mais utilizados, embora muitas ddvidas de cunho biotecnoldgico ainda

persistam e limitem a difusdo das técnicas para outras espécies do setor piscicultor.

2.3. Z,Z-Dienestrol

O Z,Z-Dienestrol (DNL) é um estrogénio sintético ndo-esteroidal amplamente
utilizado como anabolizante em muitos setores da aquicultura, particularmente na
piscicultura em cativeiro. Assim como outras substancias da familia dos etilbenos, o
DNL difunde-se passivamente em direcdo as células alvo de tecidos complexos,
interagindo mimeticamente com um receptor de proteinas do sistema enddcrino dos
seres vivos, afetando o equilibrio da transcricdo genética na sintese proteica apos a
ligagdo ao DNA. A estrutura quimica deste composto esta contemplada na Figura 1.

No organismo, 0s estrogénios aumentam a sintese hepatica da globulina de
ligacdo ao horménio sexual (SHBG), globulina de ligacdo a tireoide (TBG), entre outras
proteinas séricas, suprime a acdo do hormdnio foliculo-estimulante (FSH) da hipdfise
anterior. A combinacdo de um estrogénio com uma progestina também suprime o
sistema hipotalamo-hipofisario, diminuindo a secre¢cdo de hormonio liberador de
gonadotropina (GnRH) (HONG et al, 2015).
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Figura 1 - Estrutura quimica do estrogénio Z,Z-Dienestrol.

Fonte: Autoria prépria.

O DNL é administrado para as culturas como aditivo em racGes comerciais. A
presenca deste composto na biomassa das espécies (ou mesmo no meio de cultura onde
habitam) acarreta a contaminacdo indireta dos seres que venham a se alimentar das
mesmas, o que reforca a importancia no controle de qualidade do contetdo estrogénico
presente nessas culturas (HE et al, 2016).

2.4. Métodos eletroanaliticos

Normalmente, os procedimentos analiticos para horménios requerem etapas
complexas de tratamento prévio das amostras e separacdes cromatograficas, que o0s
tornam demasiadamente laborosos e dispendiosos (Bahadir e Sezginturk, 2015). Como
alternativa, os métodos eletroanaliticos estdo recebendo grande destaque por permitir o
desenvolvimento de metodologias altamente sensiveis, simples, rapidas, com baixo
custo operacional e robustas para a aplicacdo em amostras coloridas ou com particulas
solidas dispersas (SOUZA; MACHADO; AVACA, 2003). Os métodos eletroanaliticos
relacionam medidas de parametros elétricos (corrente, potencial e carga, por exemplo)
com varidveis associadas a rea¢fes redox ocorridas na interface do eletrodo de trabalho
(WANG, 1994; SKOOG et al., 1998).

As técnicas voltamétricas estdo entre as mais utilizadas por possibilitarem a
aquisicdo de informaces qualitativas e quantitativas de uma espéecie quimica a partir do
registro de curvas (voltamogramas) de corrente-potencial em fungdo do tempo. As
medidas sdo feitas em células eletroliticas constituidas por, pelo menos, dois eletrodos
(eletrodo indicador e eletrodo de referéncia), que permitem acompanhar as variacoes

nos parametros eletroanaliticos relacionados ao evento redox de interesse. Como
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exemplos, podemos citar a voltametria linear, ciclica, pulso normal, pulso diferencial,
onda quadrada, multi-pulsos, técnicas de redissolucao stripping, entre outras (LI e HU,
2013; JOVANOVSKI, HOCEVAR e OGOREVC, 2017).

Do ponto de vista qualitativo, a voltametria ciclica (VC) esta entre as técnicas
mais relevantes e amplamente empregadas em estudos eletroanaliticos (AHMAD e
ALGHAMDI, 2010). Pode ser utilizada para fornecer informagfes sobre a
termodinamica das reacOes, deteccdo de intermedidrios e reacGes paralelas,
reversibilidade dos processos, cinética reacional, mecanismos de transporte de massa,
entre outros (JOVANOVSKI, HOCEVAR e OGOREVC, 2017). Nas medidas obtidas
por VC, a resposta de corrente (Amperes) em um eletrodo de trabalho é obtida a partir
da aplicacdo de um potencial (Volts) na forma de uma onda triangular, onde é realizada
uma varredura no sentido direto e, posteriormente, no sentido inverso. Assim, todos os
processos de oxidacdo e reducdo podem ser observados em um Unico ciclo de potencial
(BARD & FAULK NER, 2004).

Figura 2 - Aplicacdo do potencial para a voltametria ciclica: a) potencial com varredura linear e
b) potencial do tipo escada c) voltamograma obtido para um sistema reversivel
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Fonte: Adaptado de http://rvg-sub.sbq.org.br/index.php/rvg/article/viewFile/380/345.

Em termos de quantificacdo, as voltametrias de pulso sdo mais adequadas por
minimizarem os efeitos indesejaveis das correntes capacitivas, necessarias para
reestabelecer o equilibrio de cargas na dupla camada elétrica formada na interface
eletrodo/solucdo (OSTERYOUNG e OSTERYOUNG, 1985). Como exemplo, podemos
citar a voltametria de onda quadrada (VOQ), que utiliza um modelo de aplicacdo dos
pulsos similar a voltametria de pulso diferencial, mas utilizando pulsos simétricos e
simultaneos no sentido direto e reverso da varredura de potencial, o que contribui para o
aumento na sensibilidade das medidas (SKOOG et al., 1998). A utilidade desta técnica
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vem sendo atestada para a determinacdo de baixos niveis de farmacos, pesticidas,
nutrientes, proteinas, nucleotideos, entre vérias outras substancias de interesse bioldgico
e ambiental (OSTERYOUNG e OSTERYOUNG, 1985; SOUZA et al., 2004; USLU,
OZKAN, 2011).

Figura 3 - Representacdo Esquematica da VVoltametria de Onda Quadrada.
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Fonte: Adaptado de http://rvg-sub.sbq.org.br/index.php/rvg/article/viewFile/380/345.

2.5. Determinac&o eletroanalitica de hormonios

A sensibilidade e versatilidade das técnicas eletroanaliticas supracitadas é
inquestionavel, mas a complexidade estrutural dos hormdnios e as baixas concentracfes
(ug L™* e ng L) em que sdo encontrados nas matrizes pode demandar etapas prévias de
extracdo, derivatizacdo e pré-concetracdo do analito. Santos (2013) desenvolveu um
procedimento de varredura polarogréfica para a determinacao de estradiol e estriol sobre
um eletrodo de gota pendente de mercurio em urina de mulheres gravidas. Apé6s a
derivatizacdo do analitos por nitracdo e empregando voltametria de onda quadrada, o
método foi aplicado com éxito, alcancando limites de deteccdo (LDs) de 6,0x10°® mol
L para estradiol e 4,0x10® mol L™ para estriol.

Yang et al. (2009) modificaram a superficie de um eletrodo de carbono vitreo
com nanotubos de carbono dispostos em multiplas camadas para a determinacdo de
estrona em formulagdes farmacéuticas. Utilizando o processo de oxidacao irreversivel
do hormonio estrogénico (+0,58 V vs. SCE), registrado por voltametria ciclica, obteve-

se LD = 5,0x10 ? mol L%, atestando a sensibilidade do procedimento.
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Jin e Lin (2005) utilizaram eletrodo de grafite modificado com carbamilcolina
para a determinacdo simultanea de 17-estradiol, estrona e estriol. Como os trés picos
de oxidacdo foram encontrados no potencial de +0,55 V (vs. SCE), os niveis
encontrados por voltametria ciclica foram denominados de estrogenos totais. A faixa
linear das concentracdes individuais destes hormdnios foram de 4,0x10°° a 4,0x10°°
para 17p-estradiol, 3,0x10™" a 3,0x10™° para estrona e 5,0x10 ' a 9,0x10 ° mol L™ para
estriol. Os autores ndo fazem mencéo quanto aos limites de detec¢do e quantificagéo
obtidos. O metodo foi aplicado com éxito para a quantificacdo desses hormonios em
soro sanguineo de mulheres gestantes.

Lin e Li (2006) desenvolveram um método para detectar estrona, 17 3-estradiol
e estriol em soro sanguineo de humanos, utilizando VOQ e um eletrodo de carbono
vitreo modificado com nanoclusters de platina e nanotubos de carbono. A anélise de
estrogenos totais foi acompanhada pelo pico de oxidacdo registrado em +0,43 V (vs.
SCE). Analisando cada estrogénio individualmente, obteve-se LD = 840 nmol L™ para
estrona, LD = 620 nmol L™ para estriol e LD = 180 nmol L™ para 17p-estradiol.

Moraes et al. (2011) observaram o comportamento eletroquimico do esterdide
progesterona, utilizando VC e um eletrodo de carbono vitreo modificado com 6xido de
cobalto. Os autores mostraram que o pico de reducao de Co(IV)/Co(lll) foi inibido na
presenca do hormonio, sendo assim utilizado como pico analitico. O procedimento
proposto foi reprodutivel e robusto, possibilitando a deteccdo de progesterona (LD =
1,4x10"" mol L) em fluidos bioldgicos.

Fernandez et al (2009) estudaram a adsorcdo da progesterona em carbono
vitreo, utilizando VOQ como técnica assistiva. Um pico de reducdo foi obtido em
—1,65 V (pH 8,0) apos pré-concentracdo do hormoénio em potencial de circuito aberto.
Os autores mostraram uma dependéncia da adsorcdo da progesterona com o aumento da
temperatura e sugeriram a isoterma de Frumkin para explicar os resultados obtidos.
Valores de energia livre de Gibbs, entalpia e entropia da adsor¢do tambeém foram
calculados e empregados para explicar a forte adsor¢do molecular sobre o eletrodo de
trabalho. O LD obtido foi de (LD = 3x10™ mol L™).

Xu et al. (2005) desenvolveram um biossensor eletroquimico para a
determinacéo progesterona em leite bovino. O sensor foi fabricado pela imobilizacdo de

um anticorpo monoclonal de anti-progesterona sobre eletrodos de carbono impresso. Os
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ensaios foram acompanhados por medidas colorimétricas e voltamétricas, de modo que
0 biossensor mostrou grande precisdo nas medidas entre 1,0 — 5,0 ng /mL do analito.

Na verdade, ha uma pequena variedade de dispositivos disponiveis para a
eletroandlise de um numero reduzido de estrogénio sintéticos e naturais. Alguns
sensores também requerem agentes modificadores caros e que, em alguns casos,
necessitam de mais estudos para aprimoramento na precisdo das medidas. O numero de
matrizes estudadas também ¢é limitado e nenhum trabalho foi direcionado para o

controle de qualidade de produtos da aquicultura até 0 momento.

2.6. Eletrodo de diamante dopado com boro

Dispositivos eletroquimicos que podem ser bastante proeminentes em estudos
eletroanaliticos com horménios sdo os eletrodos de diamante dopado, em funcéo de
propriedades singulares desses materiais, que inclui a ampla janela eletroquimica de
potencial entre as reacdes de desprendimento de hidrogénio e oxigénio em meio aquoso;
alta estabilidade quimica e mecanica; alta resisténcia contra a corrosdo em ambientes
quimicamente agressivos; estabilidade de sinal; resisténcia & adsorcdo de reagentes e/ou
produtos da reacdo; além de baixa contribuicdo de correntes capacitivas (PLESKOV,
2002; PEDROSA, CODOGNOTO e AVACA, 2003).

Quanto ao dopante, diferentes compostos podem ser utilizados, tais como
enxofre, nitrogénio, fosforo e litio, mas o boro e seus derivados despontam como 0s
mais utilizados (BARROS et al., 2005). A dopagem deste al6tropo do carbono é
necessaria devido ao seu grande gap de energia (quantidade de energia necessaria para
que o elétron efetue essa transicdo) é ( > 5,0 eV), que o torna isolante e inadequado
para ser usado como um material eletrodico em sua forma pura. A dopagem com
atomos de boro introduz um nivel aceitador de elétron no gap de energia localizado a
aproximadamente 0,35 eV acima da banda de valéncia.

O boro é um elemento trivalente que, quando incorporado & rede cristalina
tetraédrica do diamante, estabelece trés liga¢cdes B—C (Figura 2). Como os trés elétrons
de valéncia do boro sdo compartilhados entre quatro atomos de carbono, ocorre a
formagdo de uma lacuna; instabilidade de cargas. Esta desordem causada na rede
cristalina é o que provoca o efeito de condutividade, sendo que o aumento da desordem
favorece a sobreposicdo das bandas de energia (SWART, 2004). Em sintese, a lacuna se
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comporta como um portador de carga positiva quando um elétron de valéncia de um

atomo vizinho se desloca, preenchendo esta lacuna.

Figura 4 - Distribuicdo aleatoria dos atomos de boro (bolas vermelhas) em um filme de
diamante dopado (a&tomos de carbono — bolas pretas).

Fonte: Adaptado de http://diamond.maydaysur.org/lattice-structure-of-diamond/

O processo de dopagem consiste em substituir &tomos de carbono na estrutura
cristalina do diamante por atomos de boro, para garantir a condutividade elétrica
(LUONG et al., 2009). As aplicacdes dos filmes de diamante dopado com boro podem
ganhar dimensdes ainda maiores, dependendo da técnica de crescimento dos filmes. Os
dois métodos mais empregados para a sintese do diamante sdo a deposi¢do quimica a
partir da fase vapor (Chemical Vapor Deposition - CVD) e o crescimento a alta
pressédo/alta temperatura (High — Pressure/ High Temperature - HPHT). O processo que
mais se assemelha com a formacdo do diamante natural é o HPHT, porém o método
mais utilizado para a sintese dos filmes de diamante em série é o CVD, que permite
produzir filmes finos de diamante sintéticos sobre diferentes substratos (silicio,
tungsténio, molibdénio, titanio, grafite, carbono vitreo, além do préprio diamante), a
partir de reagentes gasosos (SARTORI, 2009; SPEARKS e DISMUKES, 1994). A
concentracdo do boro determina a resisténcia especifica de um filme de DDB e o
substrato a ser escolhido para a confecgdo do eletrodo é outro fator importante, pois o
melhor substrato é aquele que possui boa resisténcia mecanica e coeficiente de dilatacdo
parecido com o filme do diamante, para ndo ocorrerem eventuais rachaduras apés a

retirada do eletrodo do reator.

24



Sobre as propriedades eletroquimicas deste material, Gajewski et al. (2009)
mostraram que 0 aumento da concentracdo de atomos de boro nos filmes de diamante
causa mudangas no mecanismo de transporte eletronico. Mesmo para os filmes com
baixa concentracdo de boro (<10™ cm™), o transporte de elétrons é favorecido e ocorre
através das lacunas na banda de valéncia, que surgem como contribuicdo do boro
substitucional ionizado. Nesladeck et al. (2009) mostraram que eletrodos altamente
dopados com boro (3,0x10** cm™) podem apresentar uma supercondutividade e uma
magnetoresisténcia positiva. Fisher et al. (2004) compararam filmes de diamante com
diferentes dopagens e concluiram que estes possuiam desempenho eletroanalitico
similar em termos de amplitude da janela de potencial, baixa contribui¢do das correntes
de fundo e favorecimento ao transporte de carga. May et al. (2008) estudaram a relagéo
existente entre a morfologia do filme, a condutividade e o nivel de dopagem, sugerindo
que a fabricacdo de eletrodos com condutividades e rugosidade controlada podem torna-
los excelentes candidatos como supercondutores. Todos esses fatores possibilitam novas
oportunidades de investigacdo eletroquimica com moléculas e grupos de moléculas
distintas, a exemplo dos estrogénios sintéticos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral:

Desenvolver uma metodologia eletroanalitica para detectar e quantificar o
estrogénio sintético DNL, utilizando eletrodo de diamante dopado com boro como
superficie eletrodica, visando a aplicacdo deste procedimento no controle de qualidade

deste composto em produtos da aquicultura.

3.2. Especificos:

e Estudar o comportamento eletroquimico do DNL sobre eletrodo de diamante
dopado com boro, antes e apds etapas de polarizacdo anddica e catddica;

e Compreender (a reversibilidade, processos de transporte de massa e
transferéncia de carga) ocorridos na interface eletrodo/solucao;

e Otimizar o procedimento eletroanalitico, (com base em técnicas voltamétricas),
visando a deteccdo do referido estrogénio desde niveis traco;

e Aplicar o procedimento proposto para a eletroanalise de DNL na biomassa de

Tilapia-do-Nilo (Sarotherodon niloticus).
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4. METODOLOGIA

4.1.Reagentes e solucbes

Para o desenvolvimento da metodologia, todos os reagentes utilizados foram de
pureza analitica e suas respectivas solucGes preparadas com agua ultrapura
(resistividade > 18 MQ cm™), a partir da dissolucdo de quantidades adequadas do
reagente sem prévia purificacdo. A solucdo-estoque de DNL (1,0x107% mol L) foi
preparada com padrdo de alta pureza (99,5 %) da Sigma-Aldrich. Assim como o acido
sulfarico (95-99 %), utilizado na limpeza e ativacdo do eletrodo de trabalho; o &cido
cloridrico e hidroxido de sédio, utilizados no ajuste de pH das solucdes eletroliticas; e
os acidos borico (99,5 %), fosforico (85,0 %) e acético (99,7 %), utilizados na
preparacdo da solucdo tampédo Britton-Robinson, que foi empregada como eletrdlito
suporte, foram adquiridos da Vetec.

4.2 .Equipamentos

As medidas foram realizadas em um Potenciostato/Galvanostato u-Autolab 111,
fabricado pela Metrohm — Pensalab. O sistema eletroquimico foi conectado a uma
célula eletroquimica convencional (5,0 mL) composta por trés eletrodos: (i) EDDB
(5,00 mm? e dopagem de 8000 ppm) pré-ativado catodicamente como dispositivo de
trabalho, (ii) eletrodo auxiliar de platina (10,0 mm?) e (iii) eletrodo de prata/cloreto de

prata (Ag/AgCI,KClgy) como referéncia (Figura 3).

Figura 5 - Representacdo esquematica da célula eletroquimica.

Eletrodo de trabalho Eletrodo de referéncia

Eletrodo auxiliar
Entrada de N,

N3 8
Saida de M

AALBALELLARRAARAARA RN 1\{7\]\ ¥

-

Fonte: Adaptado de Paiva, 2017.
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Quando se fez necessario o ajuste de pH do eletrolito suporte, o procedimento
foi acompanhado por potenciometria direta, utilizando um medidor multiparamétrico
Orion 5Star, da Thermo Electron Corporation, acoplado a um eletrodo H*/ion-seletivo.
Para o preparo das solugbes, utilizou-se agua ultrapura adquirida de um sistema

PurelabMili-Q, fabricado pela Analitica.

4.3. Limpeza e pré-ativacdo do eletrodo de trabalho

Antes de iniciar os estudos eletroanaliticos do DNL sobre o EDDB, foi relizada
a limpeza e pre-ativacdo da superficie de trabalho. Ambos as etapas foram condizidas
por via eletroquimica, partindo da aplicacdo de um potencial de +0,30 V por 60 s, em
meio de H;SO4 0,5 mol L™*; um potencial suficientemente elevado para promover a
evolugdo de Oy sobre o EDDB e, consequentemente, renovar sua superficie ativa para
o0s estudos posteriores. Em seguida, foi feito um pré-tratamento catodico do dispositivo,
aplicando-se —0,3 V por 30 s, a utilizacdo do pré-tratamento catodico incrementa a
reprodutibilidade e o valor da constante de velocidade de transferéncia de carga, em
relagdo aos preparados com surperficies oxidadas facilitando o transporte de cargas na
interface eletrodo/solucdo (GARBELLINI et al, 2011) porém o pré-tratamento catodico
apresenta uma perda de reversibilidade para o sistema reversivel em funcéo do tempo de
exposicdo ao ar, reforcando assim a necessidade de se voltar a fazer o procedimento
todos os dias antes dos experimentos para obter resultados reprodutiveis e confiaveis.
As melhorias obtidas com estas etapas, em termos de intensidade das correntes de pico
(I), deslocamento dos potenciais de pico (E,), alargamento/potencial de pico a meia-
altura (Ep1/2), ruido do sinal e perfil voltamétrico, foram investigadas por VC a 50 mV

5! usando Ks[Fe(CN)e] 1,0x10° mol L™ como mediador redox em KCI 0,5 mol L™.

4.4. Comportamento redox do z,z-dienestrol

O comportamento redox do DNL (1,0x10* mol L™) sobre EDDB foi
investigado antes e apds a polarizagcdo catddica do dispositivo, em meio de solugéo-
tamp&o Britton-Robinson (0,04 mol L™) ajustada a pH 2,0, utilizando VC a 50 mV s .
Os dados obtidos fundamentaram as discussfes em torno da reversibilidade, carater
adsortivo e cinética eletrddica, utilizando os critério de diagndsticos da técnica. Em

sequida, o pH da solucdo eletrolitica foi ajustado (2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 7,0 e 9;0) na

28



perspectiva de compreender o carater préton-dependente da molécula em estudo,
mantendo-se as demais condi¢fes mencionadas anteriormente. Por Gltimo, a velocidade
de varredura (v) também foi alvo de investigacdo (25, 50, 75, 100, 150, 200 e 300 mV
s'Y), para entender de que maneira o registro de correntes faradaicas poderia ser
positivamente afetado a partir da variacao deste parametro. Vale ressaltar que todos os
experimentos foram realizados com solugdes previamente desaeradas com Ny durante
60 s, a fim de promover a agitacdo do meio e renovar a superficie do eletrodo pela
remocao de produtos fracamente adsorvidos.

4.5. Curva analitica e figuras de mérito

A quantificacdo do DNL foi feita por VOQ, ap6s otimizar os parametros que
afetam a sensibilidade analitica desta técnica: frequéncia de aplicacdo dos pulsos de
potencial (f; 10 — 200 s™ ), amplitude dos pulsos (a; 5 — 60 mV) e incremento de
potencial (4Es; 2 — 6 mV). A curva analitica foi construida a partir da correlacdo das
sucessivas adicdes do DNL (5,00x10” a 1,25x10™ mol L™) com os respectivos valores
de Iy, fazendo uma varredura de potencial entre 0,8 e 1,2 VV, em meio de solugdo-tampéo
Britton-Robinson (0,04 mol L) ajustada a pH 2,0. Os dados da curva de regressdo
linear, obtidos pela média aritmética (xX) entre trés medidas realizadas para cada
concentracdo, foram utilizados para os calculos das figuras de mérito.

Os limites de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) foram estimados pela relacéo
entre o desvio-padrdo (DP) dos interceptos (a) e a média das inclinagdes (b) das curvas

analiticas, conforme indicado nas seguintes equacgoes:

LD =3x

(1)

DP,
b

LQ = 10x

()

DP,
b

A precisdo da metodologia foi avaliada por testes de repetibilidade feitos no
mesmo dia (intraday; n = 10) e em dias diferentes (interday; n = 5), utilizando o desvio-

padréo relativo (DPR) das medidas, expresso em porcentagem:

%DPR = (%) x 100 3)
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Para avaliar a exatiddo da metodologia desenvolvida, foram feitas analises de
recuperacdo de DNL na biomassa de peixes comumente tratados com este estrogénio. A
porcentagem de recuperacdo (%R), obtida a partir do método da adi¢do de padrao, foi

calculada utilizando-se a Equacao 4:

%R — ([DNL]Recuperada ) % 100 (4)

[DNL ]Adicionada

onde [DNL]recuperada € [DNL]adicionada COrresponde aos valores de concentragéo

identificados e adicionados a matriz, respectivamente.
4.6. Aplicacao da metodologia

A aplicabilidade da metodologia desenvolvida foi avaliada por meio de testes
de deteccdo e quantificacdo do analito em cobaias de Tilapia-do-Nilo (Sarotherodon
niloticus), uma espécie bastante explorada no mercado aquicola brasileiro, tanto para
importacdo quanto exportagdo. As amostras de peixe foram adquiridas no comércio
local da cidade de Mossoré — RN. Os ensaios foram realizados em extratos organicos
obtidos do figado das cobaias, por ser este o 6rgdo responsavel pela metabolizacdo das
substancias quimica as quais as culturas estdo expostas. Para fins de aplicacdo do
método, foi feita uma contaminacao artificial com este estrogénio nas concentracGes de
5,0x107, 1,0x10° e 9,0x10° mol L™ para cada 10 g do material a ser analisado. A
amostra foi moida e submetida ao processo de extracdo pelo método QUEChERS (do
inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), conforme descrito na Figura 6.
As anélises de recuperacdo foram feitas pelo método da adicdo de padrdo, utilizando os
extratos obtidos em acetonitrila como porcdo representativa da amostra. Todos 0s
ensaios foram feitos em triplicata e na temperatura de 20 °C, sendo que o resultados

foram expressos como média aritmética.

30



Figura 6 - Etapas envolvidas no processo de extracdo do z,z-dienestrol da biomassa de Tilapia-
do-Nilo (Sarotherodon niloticus) por meio do método QUEChERS.

Agitacdo em vortex

10 g da amostra _— por 3 minutos
triturada / { —
— 6.0g MgSOx = — @
= 1,5 g NaCl = = Y
v 1,5 g C¢HsNaz07.2H,0 o B .5

Tubo QuEChERS
de 50 mL

Extragdo do sobrenadante

AgitacZo por 3 minutos. seguida
em seringa de vidro

de centrifugagéo por 10 minutos

10 mL de ? Coleta do eluato em
acetonitrila L g frascos ambar (10 mL)
.,1\ I ‘ (&)
- = o & » 2 = 1
v L= o) 1

Fonte: Adaptado de Nerli, Christiansen e Deribe (2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Pré-tratamento catodico do eletrodo de trabalho

Seguindo recomendacdes acerca das melhorias proporcionadas pelo pré-
tratamento catodico do EDDB para fins eletroanaliticos (MOURA et al., 2015), o
primeiro passo deste estudo foi avaliar este efeito para a sonda redox Ks[Fe(CN)g]
1,0x10° mol L™, em meio de H,SO, 0,5 mol L™, aplicando-se —0,3 V por 30 s, apds as
etapas de limpeza e pré-ativacdo da superficie de trabalho. Os resultados obtidos por
VC a 50 mV s mostraram que, de fato, a polarizagdo catddica da superficie contribui
para a diminuicdo na resisténcia a transferéncia de carga, uma vez que o sinal
eletroanalitico do par redox Fe"(CN)s* / Fe"'(CN)s’~ aumentou em mais de duas vezes
em comparacdo ao registrado antes do referido tratamento, conforme constatado na
Figura 7. Acredita-se que este efeito esteja associado com a maior hidrofobicidade da
superficie causada pela formacdo de terminacBes apolares com hidrogénio formadas
durante o processo eletrolitico, que facilita o transporte de cargas na interface
eletrodo/solucdo (GARBELLINI, et al, 2011).

Figura 7 - Comportamento eletroquimico de Ks[Fe(CN)e] a 1,0x10° mol L™, em meio de KCI
0,5 mol L™, antes (em azul) e ap6s (em preto) aplicar —0,3 V sobre EDDB por 30 s.

| (uA)
|

'6 T T T T T T T T T T T T T T
-06 -03 00 03 06 09 172

—— Ensaio em branco —— Sinal do par redox Fe’*/Fe* sem polarizagdo catédica
—— Ensaio em branco Sinal do par redox Fe®/Fe™ apos polarizagéo catddica

Fonte: Autoria propria.
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O perfil voltamétrico foi representado por um pico anddico (+0,53 V) e outro
catédico (+0,28 V) de igual intensidade, relacionados as mudangas no estado de
oxidacao do ferro (Fe'/Fe'") presente no complexo metalico. Apesar de se tratar de um
processo totalmente reversivel, observou-se uma separagéo entre 0s picos de oxidagéo e
reducdo acima da ideal para este tipo de sitema, que pode estar associada a resistividade
atrelada ao proprio material eletrodico (MOURA et al., 2015).

Considerando que a proposta principal deste trabalho estava centrada na
quantificacdo do estrogénio DNL em produtos da aquicultura e sabendo que 0 aumento
do sinal analitico é fundamental para detectar concentra¢fes-traco desta substéncia, o
tratamento catodico (0,3 V por 30 s em H,SO4; 0,5 mol L) sobre EDDB foi
padronizado nas demais etapadas de desenvolvimento do método eletroanalitico.

5.2. Efeito do pH sobre o processo redox do dienestrol

Ciente do carater proton-dependente da molécula de DNL, o comportamento
eletroquimico do analito (1,0x10™ mol L) sobre EDDB foi avaliado em ampla faixa de
pH (2 — 10), utilizando solugéo-tamp&o Britton-Robinson como eletrdlito. Os resultados
obtidos por VC & 50 mV s, apresentados na Figura 8, mostram que a elevacio do pH
proporciona um abaixamento significativo dos valores de I,, paralelo ao deslocamento
ndo-linear de E, para valores mais positivos e aumento de Ep». Pode-se observar que,
para valores de pH > 5, o sinal eletroanalitico do DNL j4 ndo era perceptivel nas
condi¢cbes em que os experimentos foram realizados, possivelmente pelo fato do
produto da hidrélise do composto, que passa a ser majoritario a medida em que o0 meio
se torna mais alcalino, ndo ser tdo reativo sobre o EDDB quanto o seu analogo
protonado.

Para os ensaios eletroanaliticos é desejavel que o pico referente ao processo
redox de interesse seja intenso o suficiente para detectar baixas concentragdes do analito
(elevados valores de 1,), com alta resolugéo/seletividade (baixos valores de Ep») e em
regides de potencial menos susceptiveis a ocorréncia de reacdes redox paralelas de
possiveis interferente (neste casos, valores de E, menos positvos). Assim, a condi¢éo
que melhor satisfaz esses requisitos foi registrada em pH = 2,0 que, por sua vez, foi

padronizada nos experimentos posteriores.
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Figura 8 - Voltamogramas ciclicos obtidos para o DNL (1,0x10* mol L™) sobre EDDB pré-
ativado catodicamente, utilizando velocidades de varredura de 50 mV s, em meio de solucgdo-
tampdo Britton-Robinson ajustada a diferentes valores de pH.
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Fonte: Autoria prépria.

5.3. Efeito da velocidade de varredura sobre o processo redox do dienestrol

Com o intuito de avaliar o grau de reversibilidade e a natureza do transporte de
massa do DNL (1,0x10™* mol L) sobre EDDB, o sinal eletroanalitico foi investigado
por VC, empregando diferentes velocidades de varredura de potencial (v de 25, 50, 75,
100, 150 e 200 mV s™) e utilizando solugdo-tampéo Britton-Robinson (pH = 2,0) como
eletrolito suporte. De acordo com os dados apresentados na Figura 9, o aumento de “v”
proporcionou um leve deslocamento de E, para valores mais positivos € um aumento
linear de I, ate v = 100 mV s indicando que o processo de transporte de massa do
estrogénio na interface entre o eletrodo e a solugdo eletrolitica ocorre com cinética
moderadamente lenta e que a etapa limitante da velocidade da reacdo envolve um
processo de transferéncia eletronica, possivelmente relacionado com a adsorcdo dos
produtos de eletrélise sobre a superficie do eletrodo de trabalho. Somando-se aos
critérios de diagndstico da voltametria ciclica supracitados, independente da velocidade
de varrimento empregada, um unico pico foi registrado para a oxidacdo do DNL sobre

EDDB, classificando-o como sendo de natureza irreversivel.
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Figura 9 - Voltamogramas ciclicos obtidos para a oxidagdo do DNL (1,0x10™ mol L™) sobre
EDDB pré-ativado catodicamente, empregando diferentes velocidades de varredura e utilizando
solugdo-tampao Britton-Robinson (pH = 2,0) como eletrdlito suporte.
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Fonte: Autoria propria.

Observando a equacdo de regressdo linear que descreve a relacdo entre o
logaritmo das correntes de pico em funcdo do logaritmo das velocidades de varredura
(logl, vs. logv) registradas até 100 mV s™, constatou-se uma inclinagio préxima da
unidade (b = 0,94; r? = 0,9998), que é caracteristico de processos redox controlados por
adsorcdo. Esse resultado também pode ser confirmado pelo conjunto de voltamogramas
ciclicos consecutivos apresentados na Figura 10, que revelam uma diminuicdo de,
aproximadamente, 61% do sinal inicial até o quinto ciclo de varredura. A principio, este
resultado seria uma limitacdo para a eletroanalise do composto em questdo porque a
passivacdo da superficie do eletrodo de trabalho por produtos da reacdo requer uma
etapa prévia de polimento (mecanico, quimico ou eletroquimico) antes de cada medida,
visando a renovacdo da area ativa. Em muitos casos, esses procedimentos prejudicam a
repetibilidade das medidas, aumentam o tempo de anélise e o risco de contaminacgéo da
célula eletroquimica. Todavia, em virtude da resisténcia a passivacdo apresentada pelo
EDDB, foi observado que a interagdo entre os produtos da reagdo e a superficie
eletrodica de trabalho nédo era tdo efetiva, de modo que a simples agitacdo do meio por
um periodo de 60s ja era suficiente para garantir a renovacdo da area ativa. Vale
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ressaltar que a resisténcia a passivacdo por produtos da reacdo redox € uma
caracteristica dos eletrodos de diamante dopado, independente de se trabalhar ou ndo
com o pré-tratado catodicamente (FISHER et al., 2004; NESLADECK et al., 2009).

Figura 10 - Voltamogramas ciclicos consecutivos obtidos para a oxidacdo do DNL (1,0x10™
mol L") sobre EDDB pré-ativado catodicamente, empregando velocidades de varredura de 100
mV " e utilizando solugdo-tamp&o Britton-Robinson (pH = 2,0) como eletrélito suporte.
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Fonte: Autoria propria.

5.4. Otimizacao de parametros eletroanaliticos

Na voltametria de onda quadrada (VOQ), a forma da curva de corrente-
potencial é proveniente da aplicacdo de potenciais de altura AEs (incremento do pulso de
potencial), que variam de acordo com wuma escada de potencial com
largura a (amplitude do pulso de potencial), medidos a uma dada frequéncia (f) ao longo
do tempo. A variacdo de potencial é feita na forma de uma onda, registrada sobre uma
rampa gradiente de potencial na forma de escada, gerando um pico simétrico que pode
ser utilizado com sucesso para determinagdes eletroanaliticas (DE SOUZA,
MACHADO E AVACA, 2003). As correntes resultantes sdo medidas ao final dos

pulsos direto e reverso, de modo que a intensidade da corrente resultante apresenta
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excelente sensibilidade e alta rejeicdo de correntes capacitivas, tornando-se mais
sensivel que as demais técnicas ndo-pulsadas. Sendo assim, optou-se por utiliza-la como
técnica eletroanalitica neste trabalho, a fim de quantificar baixas concentracdes do DNL
sobre EDDB.

Como pode-se observar na Figura 9, a componente de corrente resultante da
VOQ, referente a oxidacdo do DNL sobre EDDB, possui a mesma intensidade e
encontra-se no mesmo sentido da componente de corrente direta, enquanto que a

componente reversa permanece nula.

Figura 11 - Componentes de corrente da voltametria de onda quadrada obtidas na oxidacdo do
DNL (1,0x10™ mol L™) sobre EDDB pré-ativado catodicamente, em meio de soluco-tampao
Britton-Robinson (pH = 2,0) e aplicando-se =100 Hz, a=30 mV ¢ AEs =2 mV.
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Fonte: Autoria prépria.

Observou-se ainda uma diminui¢éo de I, e deslocamento de E, para valores
mais positivos apds varreduras consecutivas de potencial, caracterizando a referida
reacdo como sendo irreversivel e com indicios de adsor¢cdo dos produtos formados,
corroborando os resultados obtidos por VC. Como a componente resultante apresentou
menor variagdo na linha de base e perfil voltamétrico mais definido, a mesma foi
utilizada na otimizacéo dos parametros que controlam a resposta eletroquimica na VOQ

(f, a e 4E;) e construcdo das curvas analiticas.
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A frequéncia de aplicacdo dos pulsos é considerado um dos parametros mais
criticos da VOQ, por estar diretamente relacionada com a velocidade efetiva de
varrimento, por meio do produto com o incremento de varredura de potencial
(v = f X AE), controlando boa parte dos efeitos desejaveis para uma medida
eletroanalitica eficiente. Neste trabalho, a frequéncia de aplicacdo dos pulsos foi
investigada no intervalo entre 10 e 250 Hz (Figura 10), onde constatou-se aumento
linear de Ip até f = 150 Hz e diminuicdo expressiva em valores mais elevados desta
varidvel, o que denota cinética relativamente lenta do DNL sobre EDDB. O
deslocamento de Ep para regides mais positivas decorre da passivacdo da superficie por

produtos da reacdo redox.

Figura 12 - Efeito da frequéncia de aplicacdo dos pulsos (10-250 Hz) sobre as correntes e
potenciais de pico observado para a oxidacdo do DNL (1,0x10* mol L) sobre EDDB pré-
ativado catodicamente, em meio de solugdo-tampéo Britton-Robinson (pH = 2,0), aplicando-se
a=30mVe4dEs=2mV.
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Fonte: Autoria propria.

Em relagcdo a amplitude, avaliada entre 5 e 50 mV, também se observou ganho
de corrente a0 aumentar esta varidvel até a = 30 mV, permanecendo praticamente
constante em valores mais elevados, conforme pode ser constatado na Figura 11.
Todavia o aumento nos valores de “a” também acarretou alargamento no perfil

voltamétrico do processo, implicando em aumento de 4E, e perda de seletividade em
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relacdo a possiveis interferentes que possam ser eletroativos sobre EDDB,

especialmente aqueles que se oxidam em potencias préximos ao do DNL.

Figura 13 - Efeito da amplitude dos pulsos de potencial (5-50 mV) sobre as correntes e
potenciais de pico observado para a oxidacdo do DNL (1,010 mol L™) sobre EDDB pré-
ativado catodicamente, em meio de solucdo-tampdo Britton-Robinson (pH = 2,0), aplicando-se
a=30mVedE;=2mV
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Fonte: Autoria prépria.

No caso do incremento de potencial, estudado entre 1 e 7 mV (Figura 12),
houve aumento néo linear de I, em toda a faixa avaliada, mas acima de 4Es = 3 mV 0
ruido do sinal tornou-se muito expressivo, prejudicando o perfil voltamétrico da reacao
redox de interesse e dificultando o tratamento estatistico dos dados. Outro fator
indesejavel foi que o aumento de AEs também favoreceu o deslocamento de E, para
potencias mais préximos da evolucdo de oxigénio que, além de diminuir a seletividade
do método também dificultou a repetibilidade das medidas.

Diante do exposto, para a constru¢cdo da curva analitica e aplicacdo da
metodologia proposta para avaliar o teor do estrogénio de trabalho em amostras de
peixes, utilizou-se EDDB aliado & VOQ nas seguintes condi¢des operacionais: f = 150
Hz,a=30mVedE;=3mV.
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Figura 14 - Efeito do incremento dos pulsos de potencial (2-7 mV) sobre as correntes e
potenciais de pico observado para a oxidacdo do DNL (1,0x10* mol L) sobre EDDB pré-
ativado catodicamente, em meio de solucdo-tampdo Britton-Robinson (pH = 2,0), aplicando-se
a=30mVedE;=2mV.
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Fonte: Autoria propria.
5.5. Curva analitica e figuras de mérito

Para a quantificacdo do processo DNL sobre EDDB, foram construidas curvas
analiticas a partir de sucessivas adicbes do estrogénio de trabalho a célula
eletroquimica, de modo que a intensidade do processo de oxidacdo da molécula foi
registrado sob condicdes otimizadas (EDDB pré-ativado catodicamente; solucdo-
tampdo Britton-Robinson ajustada a pH = 2,0; f =150 Hz; a =30 mV e 4E;= 3 mV).
Seguindo este raciocinio, conforme pode ser observado na Figura 13A, o0 aumento na
concentracdo do analito proporcionou aumento nos valores de I, possibilitando a
quantificacdo direta do DNL em uma ampla faixa de concentracao.

A curva analitica resultante (Figura 13B) mostrou a possibilidade de
quantificar DNL sobre EDDB em ampla faixa de concentragdo do analito (2,30x107 a
9,69x10° mol L), cuja linearidade desta relacdo pode ser descrita pela seguinte

equacéo de regresséo:

I,(HA) = 0,010 + 0,021 X [DNL](umol L) (5)
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O coeficiente de correlagdo linear encontrado foi préximo da unidade (r* = 0,9987),
indicando que o modelo matematico explica boa parte da variancia dos dados e que o
mesmo pode ser utilizado com credibilidade para inferir a concentracdo de DNL em

amostras desconhecidas.

Figura 15 - (A) Voltamogramas de onda quadrada do DNL (2,30x10” a 9,69x10° mol L-1)
registrados para a sua oxidacdo sobre EDDB pré-ativado catodicamente, em meio de solucéo-
tampdo Britton-Robinson (pH = 2,0), aplicando-se f= 150 Hz, a = 30 mV e AEs =2 mV. (B)
Curva analitica obtida nas mesmas condig¢des descritas em “A”.
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Fonte: Autoria prépria.

Utilizando o desvio padrdo dos diferentes valores do coeficiente linear e a
média aritmética do coeficiente angular, conforme instruido no “Item 4.5, foi possivel
estimar os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) do método eletroanalitico
como sendo 5,43x10® mol L™ e 1,81x107 mol L™, respectivamente, demonstrando a
elevada sensibilidade do método proposto para a quantificacdo do estrogénio em
amostras reais, mesmo em niveis-trago.

A precisdo do método foi avaliada em termos de ensaios de repetibilidade do
DNL (1,0x10° mol L) sobre EDDB, feitos no mesmo dia (intraday) e em dias
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diferentes (interday) com um mesmo dispositivo, sendo que os resultados foram
expressos em termos de desvio-padrdo relativo (DPR) das medidas. Os valores DPR
obtidos para as medidas intraday (4,71%) foram inferiores aqueles obtidos no
procedimento interday (9,73%), possivelmente ocasionados por erros aleatorios que se
estabeleceram nos diferentes momentos em que as medidas foram realizadas. Todavia,
verificou-se que esta diferenca ndo proporcionou grande variancia no valor médio dos
dados, sugerindo que a precisdo do metodo foi garantida mesmo em baixas
concentragdes do analito.

Quanto a exatiddo, analisada pela repeticdo do mesmo protocolo eletroanalitico
supracitado para a determinacéo de DNL (1,0x10° mol L™) sobre EDDB, mas feito por
trés diferentes analistas, foi identificado um DPR = 12,5%, grande similaridade no perfil
voltamétrico e pequenas alteracdes na linha de base das medidas, denotando elevada
acuracia e confiabilidade do método para possiveis aplicacdes na eletroanalise de DNL

em amostras complexas.

5.6. Aplicacao do método

Diante da elevada sensibilidade eletroanalitica do EDDB para a quantificacdo
do DNL, a performance do procedimento entdo desenvolvido foi avaliada como
alternativa para o controle de qualidade deste estrogénio em amostras de Tilapia-do-
Nilo (Sarotherodon niloticus). Apés a contaminacdo artificial das cobaias (5,0x107;
1,0x10° e 9,0x10°® mol L) para fins de validagdo do método, uma massa total de 10 g
da amostra foi tratada pelo método QUEChERS. A andlise direta ndo foi possivel em
nenhuma das amostras, independente do nivel de fortificacdo, possivelmente devido a
variedade de compostos organicos presentes no extrato e que também se oxidam sobre o
EDDB, concorrendo com o DNL pelos sitios ativos do eletrodo de trabalho. Deste
modo, para aumentar a sensibilidade do método, a eletroanalise do EDDB foi feita pelo
método da adicdo de padrdo. A Figura 14 apresenta os resultados obtidos para os
experimentos de recuperacdo do DNL sobre EDDB, a um nivel de fortificagéo de
1,0x10° mol L™. Em geral, os valores percentuais de recuperacio variaram entre 88,5%
(1,0x10° mol L™) e 96,2% (9,0x10° mol L), que sdo valores considerados adequados
para os niveis de fortificagdo trabalhados. Esses dados também atestam a credibilidade
do método eletroanalitico proposto para o controle de qualidade de DNL em produtos
da piscicultura, a exemplo da Tilapia-do-Nilo.
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Figura 16 - (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos em experimentos de recuperacdo do
DNL (1,00x10° mol L™) sobre EDDB pré-ativado catodicamente, em meio de solugdo-tampao
Britton-Robinson (pH = 2,0), aplicando-se f = 150 Hz, a = 30 mV e AEs = 2 mV. (B) Curva
analitica obtida pelo método da adicdo de padrdo, seguindo os mesmo critérios descritos em
“A”.

0,10
0,08
0,07/ e ’
0,08- 0.06] .8
< 005 1
0,06- ~ 004, 2
< 003{ .’
j_ 4 ’,
0,02 \ \ \ \ \ \
: 0.04 - 2 3 4 5 6 17
[DNL] (pmol L™
0,02 1
0,00

0,7 | 0,|8 | 0:9 | 1:0 | lll 1,|2 | 1:3 | 114 | 1,5
E (V vs. Ag/AgCICT )

Fonte: Autoria prépria.

43



6. CONCLUSOES

O estrogénio sintético DNL sofre processo de oxidacgdo irreversivel sobre
EDDB pré-ativado catodicamente, sendo que tal reatividade se torna mais evidente em
meio acido, particularmente em pH = 2,0. Os estudos com VC, realizados em diferentes
velocidades de varredura, comprovaram que os produtos desta reacdo redox adsorvem
sobre a superficie do eletrodo de trabalho, mas a resisténcia & passivacéo singular do
diamante dopado com boro possibilitou que a simples agitacdo mecanica do meio
(periodo de 60 s) fosse suficiente para renovar a area ativa, recuperando o sinal
eletroanalitico e garantindo elevada sensibilidade, precisdo e acuracia das medidas.

Aliando as melhores condicdes experimentais (EDDB pré-ativado
catodicamente; solucdo-tampdo Britton-Robinson a pH = 2,0; agitacdo prévia de 60 s
antes de cada medida) e operacionais da VOQ (f = 150 Hz, a = 30 mV e 4E; = 2 mV),
foi possivel detectar baixas concentragdes do DNL, com LD = 543x10® mol L e
LQ = 1,81x107 mol L™, utilizando um modelo de regressio matematica de alta
correlagdo (r? = 0,9987) e que explica boa parte da variancia dos dados. A precisdo
(intraday e interday) e exatiddo (mesmo protocolo analitico repetido por trés diferentes
analistas) das medidas foi comprovada pelos baixos valores de %DPR, que se
mantiveram abaixo de 13,0 % para um nivel de fortificacdo de 1,0x10°® mol L™,

O método foi aplicado com éxito na eletroanalise de DNL em Tilapia-do-Nilo
(Sarotherodon niloticus), ap6s fortificagdo da biomassa em diferentes niveis (5,0x107;
1,0x10° e 9,0x10° mol L™ e extracdo do contelido estrogénico pelo método
QUEChERS. Os valores satisfatorios de recuperacdo (88,5 - 96,2 %) confirmaram a
credibilidade do método eletroanalitico proposto para o controle de qualidade de DNL
em produtos da piscicultura, a exemplo da Tilapia-do-Nilo, utilizada EDDB pré-ativado

catodicamente como superficie de trabalho.
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