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RESUMO

Neste trabalho é proposto o desenvolvimento de uma metodologia eletroanalitica para
determinacéo de etinilestradiol (EE2). Para tanto, substratos de vidro condutor tipo ITO foram
modificados com filmes automontados LbL de ftalocianina de niquel(ll) tetrasulfonada
(NiTsPc) e nanoparticulas de 6xido de ferro (ION) para a construgdo do eletrodo de trabalho.
A modificacéo foi realizada pela imerséo sucessiva (ciclo de deposi¢do) do ITO na solucdo de
NiTsPc e na suspensdo de ION, originando eletrodos do tipo ITO/(NiTsPc/ION)-n, onde n
representa o nimero de ciclos de deposi¢cdo ou bicamadas. Imagens de microscopia eletrdnica
de varredura (MEV) e microscopia de forca atbmica (AFM) do eletrodo evidenciaram uma
superficie rugosa e uniformemente recoberta por nanoparticulas. Dados de espectroscopia de
absorcéo no UV-vis e espectroscopia Raman sugerem que a deposicao sucessiva de bicamadas
de NiTsPc/ION forma uma estrutura supramolecular porosa conduzida tanto pela interagao
eletrostatica quanto por pontes covalentes de Fe(I11)-O-Ni(ll). O eletrodo ITO(ION/NiTsPc)-n
foi utilizado na detec¢do de EE2 por voltametria de pulso diferencial (VPD). Inicialmente,
observou-se que eletrodos de ITO modificados com ION e NiTsPc em separado apresentam
desempenho muito inferior na oxidacdo do EE2 que ocorre em +0,8V. Além disso, verificou-
se que a oxidacdo de EE2 tem uma corrente que aumenta com nimero n de bicamadas ficando
evidente portanto, a ocorréncia de um efeito sinérgico entre ION e NiTsPc. Experimentos de
voltametria ciclica (VC) mostraram que ha transferéncia de carga que ocorre entre ION e
NiTsPc através das pontes oxo, e essa transferéncia é essencial para o bom desempenho do
eletrodo para a oxidacdo de EE2, que foi entdo quantificado ap6s a otimizacao dos parametros
experimentais sendo definido o tampao acetato de sodio 0,1 mol Lt em pH 4,0 como eletrdlito
de suporte e o condicionamento do eletrodo por 30 segundos no potencial de -0,6 V. Desta
forma, apds 7 medidas consecutivas de EE2 10 umol Lt com o eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10,
o coeficiente de variagéo foi 2,85 %. O método proposto apresentou faixa linear de trabalho de
0,07 a 30 pmol L e limite de deteccdo e quantificacio de 7,8x10° e 2,4x10® mol L*
respectivamente. Na analise em &gua de torneira e 4gua da estagdo do Lago Paranod o EE2 nédo
foi detectado, poréem apresentou valores de recuperacdo entre 96,2% e 109,6%, observou-se
tambem que a oxidagdo do EE2 n&o foi afetada com a composigdo de urina sintética. Esses
resultados mostram que o método desenvolvido é promissor para a determinagéo de EE2.

Palavras-chave: etinilestradiol, ftalocianina de niquel(ll) tetrassulfonada, nanoparticulas de

oxido de ferro, voltametria.



ABSTRACT

This work describes the development of an electroanalytical methodology for the determination
of ethinylestradiol (EE2). For this purpose, ITO conducting glass substrates were modified with
LbL films of nickel (I) tetrasulfonate phthalocyanine (NiTsPc) and iron oxide nanoparticles
(ION) for the construction of the working electrode. The modification was carried out by
successive immersion (deposition cycle) of the ITO in the NiTsPc solution and the ION
suspension, giving ITO(NITsPc/ION)-n electrodes, where n represents the number of
deposition cycles or bilayers. Scanning electron microscopy (SEM) and Atomic Force
Microscopy (AFM) showed a rough surface and uniformly covered by nanoparticles. Atomic
force microscopy and UV-Vis and Raman spectroscopies suggest that the successive deposition
of NiTsPc/ION bilayers forms a porous supramolecular structure driven by both electrostatic
interaction and covalent Fe(111)-O-Ni(ll) bridges. The ITO(ION/NiTsPc)-n electrode was used
in the detection EE2 by differential pulse voltammetry (DPV). Initially, it was observed that
ITO electrodes modified with ION and NiTsPc separately present a much lower performance
in EE2 oxidation that occurs at + 0.8V. In addition, it was verified that the oxidation of EE2
occurs with a current increasing with number n of bilayers, thus evidencing the occurrence of
a synergistic effect between ION and NiTsPc. Cyclic voltammetry (VC) experiments showed
that there is a charge-transfer process occuring between ION and NiTsPc through the oxo
bridges, and that transfer is essential for the good performance of the electrode for EE2
oxidation, that was then quantified after the optimization of the experimental parameters and
the sodium acetate buffer 0.1 mol L™ at pH 4.0 as support electrolyte was defined and the
electrode conditioning for 30 seconds at the potential of -0.6 V, the coefficient of variation was
2.85% after seven consecutive measurements of EE2 10 pmol L. The proposed method
presented a linear working range of 0.07 to 30 umol L and limit of detection and quantification
of 7.8x10° and 2.4x10°® mol L* respectively. In the analysis of tap water and water treatment
plant (Paranoa Lake), EE2 was not detected with the proposed method, but presented recovery
values between 96.2% and 109.6%, it was also observed that the EE2 oxidation was not affected
with the composition of synthetic urine. These results show that the method developed is

promising for the determination of EE2.

Key words: ethinylestradiol, nickel (1) tetrasulfonate phthalocyanine, iron oxide nanoparticles,

voltammetry.
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como eletrolito de suporte e urina sintética, registrados com eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10,
velocidade de varredura de 30 mV s e amplitude de pulso de 50 mV. A linha tracejada

representa a linha de base utilizada para determinas Jpa 89
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1. INTRODUCAO

A presenca de desreguladores enddcrinos no meio ambiente por exemplo na agua,
sedimentos, peixes e em varios bens de consumo como plasticos e produtos de cuidados
pessoais, € uma preocupacao para a saude humana. Por isso, eles tém sido alvo de diversas
pesquisas sobre como atuam no organismo e metodologias analiticas para sua deteccdo em
diversas amostras. 2

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), um
desregulador enddcrino (EDC, do inglés Endocrine Disrupting Chemical) ¢ um “agente
exogeno que interfere com a sintese, secre¢do, transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de
hormbnios naturais no corpo que sdo responsaveis pela manutencdo, reproducéo,
desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos”.

Essas espécies, portanto, afetam o sistema endocrino e dentre elas estdo substancias
sintéticas (alquilfenois, pesticidas, ftalatos, bisfenol A, parabenos, algumas classes de farmacos,
entre outras) e substancias naturais (horménios naturais e fitoestrogénios).*

Existem relatos que associam a exposicdo aos EDC ao cancer de testiculo®, de mama® e
de prostata’, ao declinio das taxas de espermatozoides®, endometriose?, infertilidade®, disfuncéo
da tire6ide®® e neurotoxicidade!!. Os hormadnios, por exemplo, podem provocar efeitos adversos
em niveis na faixa de ng L™ como o etinilestradiol (EE2) que é um hormdnio sintético com
efeito similar ao do estrogénio natural estradiol !

As formulacdes contraceptivas orais mais utilizadas contém EE2. Em contraste com o
estradiol, o EE2 € resistente a degradacdo pelo figado; portanto, uma grande quantidade de EE2
e seus derivados sdo introduzidos no meio ambiente por meio da urina e das fezes.*

Uma importante forma de exposicdo humana a esse composto é a agua. Apesar de
evidéncias quanto a nocividade, ainda ndo existem regulamentos nacionais ou internacionais,
com o estabelecimento de concentragdes maximas permissiveis, para este composto na dgua de
consumo humano.*®

Neste contexto, tem-se despertado o interesse da comunidade cientifica no
desenvolvimento de métodos confidveis para a determinacdo de EE2. Dentre as técnicas
utilizadas com essa finalidade destacam-se a cromatografia liquidal® e gasosal’ com detecgéo
de espectrometria de massa, espectroscopia de fluorescéncia®® e a voltametria.®?°

As técnicas voltamétricas apresentam diversas vantagens, tais como baixo custo e tempo

de medida, facilidade de operagéo, portabilidade e pouca geracéo de residuos. Apesar disso, um
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desafio para o seu uso é garantir a seletividade em amostras complexas e em determinacdes
simultaneas de mais de dois compostos organicos, devido a sobreposicdo de potencial de
reducio ou oxidaco de diversas espécies quimicas.?!?

Entdo, as pesquisas tém focado no aprimoramento, em particular, no uso de eletrodos
modificados com nanoestruturas que proporcionem maior sensibilidade e seletividade, como
por exemplo nanoparticulas metélicas®, compostos organicos?*, nanoestruturas de carbono?,
anticorpos?®, enzimas?’ dentre outros.

Diante do exposto, esse trabalho propde a modificacdo de eletrodos com nanoparticulas
de oxido de ferro (ION) e ftalocianina de niquel(ll) tetrasulfonada (NiTsPc) para a
determinacdo eletroquimica de EE2 em amostras de dgua e urina. A escolha por estes dois
materiais se deve as suas atividades eletrocataliticas para diferentes analitos, custo baixo e

possibilidade de processamento na forma de filmes ultrafinos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral, desenvolver e validar um método eletroanalitico,
utilizando eletrodos modificados com ION e NiTsPc para a determinacdo do horménio EE2,

em amostras de agua e urina sintética.

2.2 Objetivos especificos

» Desenvolver metodologia para a modificacdo controlada dos eletrodos com ION e
NiTsPc.

» Realizar um estudo eletroquimico desses eletrodos para avaliar 0s processos de
oxidacéo e reducdo envolvidos na arquitetura do filme.

» Otimizar os parametros da voltametria de pulso diferencial para obtencdo de melhor
resposta do método.

» Validar a metodologia desenvolvida para a determinacéo de EE2.

» Avaliar o efeito de amostras de agua e urina sintética na detec¢do de EE2.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Desreguladores endocrinos

Os desreguladores endécrinos (EDC) sdo uma categoria de poluentes ambientais que
interferem nas fungdes do sistema enddcrino, responsavel pelo desenvolvimento, crescimento,
reproducéo e comportamento de seres humanos e de animais.?® Segundo a Uni&o Europeia, essa
interferéncia pode ocorrer com os EDC imitando a acdo de um hormonio produzido
naturalmente pelo sistema enddcrino, bloqueando receptores hormonais e afetando a sintese, o
transporte, 0 metabolismo e a excrec¢io de hormonios.*?°

Alguns produtos quimicos podem afetar a fungéo da tiredide, o sistema imunologico e
também podem ter alguma neurotoxicidade, embora os mecanismos pelos quais esses efeitos
possam ocorrer ainda ndo tenham sido elucidados. Além disso, os EDC podem contribuir para
mé formacGes congénitas em criancas, canceres relacionados a hormonios de mulheres (mama
e ovario) e homens (testiculos e prostata) e desenvolvimento sexual retardado.>"%1!

A Tabela 1 mostra exemplos de EDC e suas principais fontes que levam a contaminacéao
ambiental.

Tabela 1-Grupo de desreguladores enddcrinos com suas subclasses, exemplos e fontes. 03!

Grupo Subclasses Exemplos Fontes

Alquifendis, bisfenol A,

Produtos ftalatos, estireno, retardantes | Esgotos domésticos
Quimicos de chama bromados (PBDE), e efluentes
Industriais surfactantes  (perfluoroctano industriais
sulfonatos - PFOS)
Desreguladores ) ) Esgoto doméstico e
. L Estradiol, estrona, estriol, )
Enddcrinos Hormonios criadouros de

dietilestilbestrol, etinilestradiol o _
animais confinados

PCF (pentaclorofenol), Esgoto domeéstico,
. rifuralin, atrazina, DBCP escoamento
Agrotoxicos ) o
(dibromocloropropano), superficial em
lindano areas agricolas.
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A desregulagdo enddcrina ndo € um fendmeno novo. Na década de 1930, estudos
envolvendo animais de laboratorio demonstraram propriedades de estrogénios (horménios
sexuais femininos) de varios produtos quimicos industriais, incluindo o bisfenol A, amplamente
utilizado em plésticos, resinas e selantes dentarios.'?3?

O efeito feminilizante do pesticida DDT (dicloro-difenil-tricloroetano) em galos foi
relatado na década de 1950. Em 1971, médicos tracaram uma epidemia de carcinoma de células
vaginais em mulheres jovens que usaram um estrogénio sintético, o dietilestilbestrol (DES),
durante a gravidez. Esse estrogénio era utilizado com a finalidade de evitar o aborto espontaneo
na mulher,2%3334

Dada a diversidade de estruturas quimicas e propriedades dos EDC e seus metabolitos,
ndo é possivel fazer generalizacdes sobre o seu comportamento e o destino no meio ambiente.
Sabe-se, contudo, que os recursos hidricos podem ser contaminados tanto por aguas residuarias
descartadas sem tratamento, de origem domeéstica, hospitalar ou industrial, quanto por efluentes
de estages com baixa ou moderada eficiéncia de remogao.>>°

Além disso, os EDC podem atingir corpos d’agua via langamento de lixiviados de aterro
e drenagens superficiais agricolas como foi mostrado na Tabela 1. No Brasil ndo existe
legislacdo para a maioria dos EDC em &gua de consumo humano, importante fonte de exposi¢do
humana a estes poluentes. Os limites maximos permitidos sdo estabelecidos apenas para alguns
agrotoxicos que consta na portaria n° 2.914, de 12 de Dezembro de 2011.%"

A Associacao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental do Estado de Séo Paulo
(ABES/SP) publicou, em 2012, o documento intitulado Guia de Potabilidade para Substancias
Quimicas, em que foi gerada uma lista composta por 291 substancias prioritarias presentes na
agua, ainda ndo regulamentadas. Esses compostos foram priorizados conforme o uso,
quantidades produzidas, persisténcia e tipos de efeitos que causam baseados na literatura.
Alguns EDC foram incluidos na lista geral, entretanto, ap6s a combinacdo das prioridades
citadas, alguns deles foram excluidos da lista principal como os hormonios.38:3°

Contudo, vale destacar que alguns EDC fazem parte de listas de substancias prioritarias
de algumas agéncias internacionais, como, por exemplo, os estrogenos 17a-estradiol, 17p-
estradiol, estriol, estrona, etinilestradiol e mestranol (Figura 1), considerados pela USEPA
contaminantes organicos de agua potavel que requerem regulamentagéo .4

A Comissé@o Europeia por exemplo, limita as concentracfes médias de EE2 em aguas
superficiais a ndo mais que 0,035 ng L1, para o estradiol e a estrona o limite estabelecido é de

0,4 ng L4142 O etinilestradiol foco deste trabalho sera abordado no tépico seguinte.
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17B-Estradiol 17a-Estradiol Etinilestradiol

Figura 1- Estrutura quimica dos estrogénios.*?

3.1.2 Etinilestradiol

O etinilestradiol ou 17a-etinilestradiol (EE2) € o principal componente estrogénico
utilizado em formulagdes de contraceptivos orais, sendo um dos mais consumidos no mundo.*

Imhoffer e Hohlwer em 1938, sintetizaram o EE2 pela primeira vez com etinilacédo do
estrogénio natural estrona, processo este a base de etino (C2H.), sédio (Na) e amida de sodio
(NaNH>), conforme a reacéo apresentada na Figura 2.44%

OH%

+ HC=CH Na / NaNH,

HO
Estrona Etinilestradiol

Figura 2- Reacdo de sintese do EE2 a partir da estrona.

O EE2 tem efeito estrogénico comparavel a do estrogénio natural 17p-Estradiol sendo
um dos estrogénios mais potentes e que pode provocar efeitos adversos a salde, tais como
coagulacdo acelerada, fibrindlise e aumento do risco de trombose venosa no uso em

contraceptivos hormonais combinados.*® Portanto, a exposi¢do n&o intencional da populago,
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especialmente de embriGes em desenvolvimento, meninos e meninas na pré-puberdade, deve
ser evitada.*"°

O uso de aguas superficiais para o consumo humano, bem como a transformacéo de seus
mananciais como receptores de esgotos sanitarios tratados ou ndo, tem sido um dos principais
motivos de preocupacdo acerca da exposi¢do humana ao EE2 que pode ser excretado até 68 %
na urina ou nas fezes, sendo mais persistente no ambiente do que os estrogénios naturais.>>3

No Brasil, estudos ja mostram a presenca de EE2 na agua. Moreira et al.>* utilizando
cromatografia liquida acoplada a uma espectrébmetro de massa (HPLC-MS) detectaram
concentracdes na faixa de 3 a 54 ng L™ na represa Vargem das Flores, responsavel por cerca de
10% do abastecimento de agua da regido metropolitana de Belo Horizonte. Sodré et al.>®
determinaram a concentracdo de EE2 no rio Jundiai e no rio Atibaia, sendo este ultimo utilizado
para captagdo de agua no estado de Sdo Paulo, as concentracdes foram entre 6 e 310 ng L, a
quantificacéo foi realizada com HPLC.

Torres et al.*® determinaram EE2 no rio Piracicaba em S&o Paulo utilizando HPLC-MS,
quando encontraram EE2 na faixa de 26 a 150 ng L. Em &guas superficiais da regiéo
metropolitana de S&o Paulo, Coelho et al.>” quantificaram EE2 na concentragdo de 120 ng L™
a 1200 ng L utilizando HPLC-MS, a maior concentragdo foi encontrada no cérrego Tubario,
que recebe efluente de uma estacdo de tratamento de esgoto.

No Parand, a presenca de EE2 foi detectada na bacia do rio Iguacu por HPLC com
detector de arranjo de diodos (DAD). A concentracdo de EE2 encontrada variou entre 120 e
5900 ng L nos diferentes pontos avaliados. Cerca de 25% da populagdo do estado do Parana
vive com baixo nivel de taxas de tratamento de esgoto.*

Em Brasilia, até a data da pesquisa (Setembro de 2020), apenas dois artigos foram
publicados quanto a presenca de EE2 em &gua. Em um as amostras coletadas foram de agua
potavel e ndo foi identificada a presenca desse estrogénio em 10 amostras.>® Em outro estudo,
avaliou-se agua potavel de 7 diferentes pontos e foi identificado a presenca de EE2 na
concentracgdo de 4,47+0,07 ng L™ na amostra coletada na estagdo de tratamento de &gua do
Lago Paranod, o método utilizado foi extracdo em fase solida e cromatografia liquida de ultra
performance acoplada a detector de massas de alta resolucdo (UHPLC-MS).%° Contudo, é
evidente a necessidade de mais estudos tanto nas estacdes de tratamento quanto nos rios e lagos
presentes neste territorio.

A introducdo do EE2 em ambientes aquaticos pode ser realizada além de disposi¢cdo

inadequada de esgoto sanitario, por meio de residuos industriais, como também pelo uso de
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lodo ativado de estagéo de tratamento de esgoto na agricultura. Os tratamentos convencionais
de &gua e de esgoto sanitario ndo sdo capazes de remover completamente esse estrogénio, que
permanece no meio aquatico.>36:51

Deve-se considerar também a tendéncia do EE2 a adsorver sobre matéria organica,
acumular-se em sedimentos e concentrar-se em organismos de ambientes aquaticos, sendo que
esse estrogénio pode provocar feminizagdo anatomica de peixes, comprometendo todo o
sistema reprodutivo, atraso da maturidade sexual e diminuicdo das caracteristicas sexuais
secundarias mesmo em baixas concentragdes (ng L1).61:62

Além dos peixes, 0 EE2 também ja foi encontrado em leite, camardo e carnes de porco,
vaca e frango com a técnica de UHPLC-MS. No leite, a concentracdo variou entre 990 e 1660
ng L e nas carnes ficou na faixa de 240 a 910 ng L .5 Portanto, a presenca desse estrogénio
em animais pode trazer efeitos adversos a salde humana, especialmente no que se refere ao
consumo de proteinas, na maioria das vezes feito por meio da alimentagdo com carnes.

A determinacdo de estrogénios em amostras de urina também é importante para
monitorar a acdo e o mau funcionamento das glandulas enddcrinas, e consequentemente o
diagnostico de distarbios enddcrinos que geralmente estdo associados a doengas como cancer
de mama®, anorexia nervosa® e pseudo-hermafroditismo®. Além disso, pode-se monitorar

terapia de reposicdo hormonal e detectar a puberdade precoce.®

3.2 Métodos de determinacao de etinilestradiol

A técnica mais utilizada para determinacdo de EE2 ¢é a cromatografia como mostrado
no topico anterior. De fato, 0 método indicado pela Comissdo Europeia para quantificacdo de
EE2 na agua é a extracdo em fase solida e analise com cromatografia liquida acoplada ao
espectrometro de massas sequencial (LC-MS-MS). Técnicas espectroscdpicas também podem
ser utilizadas como absorgdo no UV-vis e fluorescéncia.82%¢7

Essas técnicas permitem o desenvolvimento de métodos sensiveis, mas apresentam
algumas limita¢Ges, como o consumo de tempo, necessidade de grandes volumes de reagentes
e equipamentos caros, o que impossibilita analises rapidas no local de interesse.*

No Brasil, ndo existe um método oficial para determinacdo de EE2. Os métodos
utilizados em laboratorios clinicos para esta determinacdo baseiam-se geralmente na aplicacao
de metodologias de radioimunoensaio, ensaio de imunoabsorcdo enzimética (ELISA, do inglés

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e eletroquimioluminecéncia. No entanto, esses
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métodos apresentam alguns inconvenientes, tais como a falta de sensibilidade e precisdo das
medicOes, tempo de anélise prolongada e o elevado consumo de reagentes, assim como a
geracio de rejeitos contaminados de dificil tratamento e descarte.®

Em razdo a crescente necessidade de identificacdo e quantificacdo de analitos de
maneira rapida, especifica e em concentra¢cdes cada vez menores tem se intensificado as
pesquisas com técnicas eletroquimicas que, além disso, permitem a construcdo de dispositivos
portateis, de menor custo, uso de menores quantidades de reagentes e possibilitam o
monitoramento rapido de substancias diretamente no campo e em tempo real (in situ / in loco).

Dentre as técnicas eletroquimicas, as voltamétricas tém se destacado por permitir
identificar as reagOes que ocorrem no eletrodo e alcancar baixos limites de deteccdo. Alguns

aspectos tedricos dessas técnicas serdo discutidos a seguir.

3.3 Voltametria

A voltametria abrange um conjunto de técnicas que, em geral, medem a corrente
proveniente de processos de oxidacdo e reducdo na superficie de um eletrodo de trabalho. O
potencial é aplicado em relacdo a um eletrodo de referéncia, enquanto a corrente resultante
passa do eletrodo de trabalho para o eletrodo auxiliar onde é entdo medida.5®"°

Os processos de transporte de massa para a superficie do eletrodo de trabalho podem ser
por migracao sob a influéncia de um campo elétrico, conveccao resultante de agitagdo, vibracao,
diferenca de temperatura ou densidade e difusdo em razdo de qualquer diferenca de
concentracdo entre a superficie do eletrodo e o seio da solucdo, em que as espécies quimicas
deslocam-se de regiGes de concentracdes altas para regides de concentracOes baixas. Para
analise quantitativa a corrente proveniente do processo de difusdo € diretamente proporcional a
concentragdo do analito na solugdo.®®™

Na voltametria é utilizada uma cela eletroquimica (Figura 3) onde os eletrodos de
trabalho, de referéncia e auxiliar estdo imersos no eletrélito de suporte inerte, necessario nos
experimentos para diminuir a resisténcia da solucédo, eliminar os efeitos de eletromigracédo e
manter uma forga idnica constante. Em alguns casos € necessario borbulhar a solugdo com
nitrogénio na solugéo para retirada de oxigénio que € eletroativo e produz duas ondas na regido
catddica dos voltamogramas localizadas em potenciais entre -0,050 V e -1,000 V vs ESC,
dependendo do pH e do material do eletrodo de trabalho, interferindo assim nas medidas.®"2

25



Eletrodo de Eletrodo

EletroAdo Fle trabalho auxiliar
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Figura 3- Representacio da cela eletroquimica utilizada nas medidas de voltametria.”™

3.3.1 Voltametria Ciclica

A voltametria ciclica (VC) é geralmente aplicada no estudo de reacdes redox, com
localizacdo rapida de potenciais de reducdo e oxidacdo das espécies eletroativas, cinética de
transferéncia de elétrons em reagdes heterogéneas, detec¢do de intermediarios da reacdo e
processos de adsorcdo de compostos nos eletrodos. Na VVC o sinal de excitacdo (Figura 4a) varia
de forma linear em funcéo do tempo, formando uma onda triangular, com varredura entre dois

potenciais do eletrodo, chamados de potenciais de inversdo.%
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Figura 4- (a) Sinal de excitagdo em voltametria ciclica. (b) Voltamograma ciclico de um

processo reversivel.’
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Os parametros eletroquimicos mais importantes de um voltamograma ciclico sdo os
potenciais de pico catodico e anodico (Epc € Epa) € as correntes de pico catodico e anodico (Ipc
e lpa), essenciais para caracterizar 0os processos redox ocorridos. A partir desses parametros é
possivel definir se o processo é reversivel, quasi-reversivel ou irreversivel. Para processos
reversiveis, no voltamograma ciclico apresentado na Figura 4b as principais caracteristicas so:
Epa-Epc = 0,059/n V, em que n é o nimero de elétrons transferidos e Ipa/lpc = 1.7°

No geral, os voltamogramas de sistemas quasi-reversiveis e irreversiveis, apresentados
na Figura 5, exibem uma maior separagdo em potenciais de pico comparada com um sistema
reversivel, uma vez que a transferéncia de elétrons é mais lenta na superficie do eletrodo
(processos irreversiveis) e ocasiona um aumento na separacdo entre os potenciais de pico

anodico e catddico e menores correntes de pico.’*™

Corrente

Potencial

Figura 5-Voltamogramas de um processo redox quasi-reversivel (a) irreversivel (b).”

3.3.2 Voltametria de pulso diferencial e de onda quadrada

A Figura 6a mostra o sinal de excitacdo empregado na voltametria de pulso diferencial
(VPD). Este envolve a combinacédo da aplicacdo de um pulso sobre uma varredura em forma de
escada, onde um pequeno pulso, tipicamente de 50 mV, é aplicado durante os Ultimos 50 ms.
A corrente é medida imediatamente antes da aplicacdo do pulso (S1) e no fim do pulso (S2),
enquanto a diferenca entre as duas correntes é registrada. %%

A voltametria de onda quadrada (VOQ) oferece como principal vantagem a grande
velocidade, o sinal de excitagdo para essa técnica € mostrado na Figura 6b, em que o periodo
dos pulsos (1) sdo idénticos e, usualmente, cerca de 5 ms, o potencial de cada degrau da escada
AEs é tipicamente de 10 mV e a grandeza do pulso 2Eog geralmente é de 50 mV, nessas

condicdes, que correspondem a uma frequéncia de pulso de 200 Hz, uma varredura de 1 V
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requer 0,5 s. A corrente medida é a diferenca entre a corrente observada no ponto 1 e a corrente
no ponto 2. Como resultado para a VPD e VOQ ¢é obtida uma curva com um pico (Figura 6c),

onde sua altura é diretamente proporcional a concentracio do analito de interesse.®

Potencial

|« Periodo __

I do pulso

Tempo C

c
Corrente

. Potencial
AEs I Eoa

Potencial

AN 2

-
L2

Tempo
Figura 6- Sinal de excitacdo em (a) voltametria de pulso diferencial e (b) voltametria de onda

quadrada. (c) Voltamograma tipico para as duas técnicas.5

A sensibilidade da VPD e VOQ é maior que da voltametria ciclica, geralmente,
dependendo do eletrodo utilizado os limites de detecgdo é da ordem de 107 e 108 mol L2, sendo
portanto amplamente utilizadas na quantificacdo de componentes tracos de uma amostra. Essa
maior sensibilidade ocorre devido a diferenca na variagdo da corrente capacitiva que €
proveniente de fendmenos relacionados a dupla camada elétrica existente na interface
eletrodo/solucdo e da corrente faradaica resultante de um processo redox. A medida da corrente
é realizada apds a diminuicdo da corrente capacitiva que decai exponencialmente com o tempo
apos a aplicagdo do pulso de potencial, aproximando-se de zero, diferentemente da corrente
faradaica como mostrado na Figura 7. Assim, medindo-se as correntes apenas neste momento,
a corrente capacitiva € reduzida e a razéo sinal-ruido torna-se maior. O resultado € uma melhora

na sensibilidade.®976
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Figura 7- Variacdo da corrente faradaica e corrente capacitiva com o tempo, em técnicas de

pulso, onde T é o periodo do pulso.”

As técnicas de VPD e VOQ sdo utilizadas em métodos de redissolucdo que abrangem
uma variedade de procedimentos eletroquimicos que incluem uma etapa de pré-concentracao
quantitativa seguida por uma etapa voltamétrica, proporcionando maior sensibilidade. Nestes
métodos o analito é eletrodepositado (redissolucdo anddica ou catddica) ou adsorvido

(redissolucéo adsortiva) no eletrodo e posteriormente redissolvido. °

3.4 Eletrodos guimicamente modificados para a determinacéo de etinilestradiol

O eletrodo de trabalho é onde a reacdo de interesse ocorre e sua selecdo depende de
fatores como o comportamento redox e a concentracao do analito-alvo, interferentes presentes
na amostra, a corrente de fundo sobre a regido de potencial necessaria para a medigéo, janela
de potencial, condutividade elétrica, reprodutibilidade da superficie, custo, disponibilidade e
toxicidade.™

Para garantir essas caracteristicas, o uso de eletrodos quimicamente modificados é alvo
de diversos grupos de pesquisa em todo mundo. De acordo com a Unido Internacional da
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC, do inglés International Union of Pureand Applied
Chemistry), um eletrodo quimicamente modificado é aquele feito de um material condutivo ou
semicondutor que € revestido com um filme monomolecular, multimolecular, i6bnico ou
polimérico que exibe propriedades quimicas, eletroquimicas e/ou dpticas.”’

De forma geral, superficies modificadas possuem os seguintes aspectos:
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e Transferéncia de propriedades fisico-quimicas do modificador para o eletrodo;

e Aumento da atividade eletrocatalitica, devido ao uso de materiais com grande area
superficial que por sua vez permite uma melhor sensibilidade;

e Seletividade melhorada quando existe afinidade de substancias de interesse com grupos
funcionais imobilizados;

e Cinética rapida de difusdo no caso de alguns materiais;

e Extracdo e acimulo da substancia analisada pelo eletrodo.

Na determinacdo eletroanalitica de EE2 diversos materiais tém sido utilizados para
modificagdo de eletrodos. Pavinatto et al?® por exemplo utilizaram um substrato de 6xido de
estanho dopado com fluor (FTO) modificado com quitosana (Chi) e nanotubos de carbono de
paredes multiplas (MWCNTS), o qual apresentou limite de deteccéo (LD) de 0,09 umol L™ para
a determinacdo de EE2 com a técnica de voltametria de onda quadrada (VOQ) utilizando
tampdo fosfato-salino (pH 7,0) como eletrélito de suporte. A precisdao do eletrodo FTO-
Chi/CNTs foi avaliada em amostra de urina sintética com valores de recuperacédo entre 98,8 e
106 %. O estudo de interferentes foi realizado com NaCl, KCI, NH4Cl, glucose, ureia, &cido
ascorbico e acido urico, apresentando 7% de diminuicdo do sinal do EE2 quando misturado
com todas essas espécies. Para oito medicdes sucessivas de EE2 com o eletrodo, o desvio
padrdo relativo foi de 3,2% para um eletrodo e 6,6% quando trés eletrodos idénticos foram
utilizados.

Amostras de urina de um homem saudavel foram analisadas por Prado et al”®, com
eletrodos de carbono vitreo (GCE) modificados com nanocompdsito de 6xido de grafeno
reduzido (rGO) e nanoparticulas de éxido de ruténio (RuO2). Os valores de recuperagdo
variaram entre 96 e 101,1 %, enquanto acido ascérbico e &cido Urico ndo apresentaram
interferéncia no sinal. O LD do método foi de 2,04x10° mol L utilizando a técnica de VPD e
tampdo fosfato-salino (pH 7,0) como eletrolito de suporte. Enquanto que para dez medigdes
consecutivas de EE2, o coeficiente de variacdo foi 2,94% e, para 5 eletrodos diferentes
fabricados com 0 mesmo procedimento, foi de 4,57 %.

Um desafio nas medidas de EE2 é diminuir a interferéncia de outros estrogénios que
oxidam em potencial muito proximo e que apresentam moléculas parecidas como, por exemplo,
o estradiol. Para solucionar esse problema tém sido inseridos na modificacdo do eletrodo
elementos biologicos especificos para EE2.

Canevari et al® realizaram a modificacdo de GCE com um nanomaterial hibrido

baseado em nanotubos de carbono de paredes simples (SWCNT) com pontos quanticos de
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carbono (C-dot) e a enzima lacase (Lac). Com a técnica de VPD, o LD foi de 4,0x10° mol L*
para o EE2, utilizando tampdo fosfato-salino (pH 7,0) como eletrélito de suporte. Apos 10
medicdes sucessivas com 5 eletrodos diferentes fabricados da mesma maneira o sinal de
oxidacdo do EE2 diminuiu menos que 3,2 %. Além disso, o eletrodo apresentou a mesma
resposta por mais de 1 més, quando armazenado em temperatura de 4 °C. O estriol, estradiol,
bisfenol, &cido ascorbico, acido drico ndo interferiram na medida do EE2. A analise de urina de
uma mulher saudavel e de agua de torneira com esse eletrodo mostrou valores de recuperacéo
entre 98,4 e 101,1 %.

Outra estratégia realizada por Scala-Benuzzi et al.1* para diminuir a interferéncia de
outras espécies e, além disso, diminuir o limite de deteccdo do método consistiu em um ensaio
de imunocaptura. Nessa estratégia, zonas impressas com cera em papel no diametro de 7 mm
foram modificadas com nanoparticulas de silica (SNs) e anticorpos especificos (anti-EE2) com
0 intuito de capturar e pré-concentrar EE2 nas amostras. Ap0s a captura, o papel foi colocado
sobre um eletrodo impresso de carbono modificado com 6xido de grafeno reduzido (rGO).
Utilizando a técnica de VOQ e H,SO4 na concentragdo de 10x10 mol Lt como eletrdlito de
suporte, o LD do método foi de 3,37x10™2 mol L. A precisio foi avaliada com ensaios intra-
dia e inter-dia e tiveram desvios padrdes relativos menores que 5,2%. O teste de recuperacao
realizado em amostras de agua de rio obteve valores variando de 97,5% a 103,7%.

Apesar das vantagens de maior sensibilidade e seletividade, inserir elementos biol6gicos
no método pode ter algumas desvantagens, como por exemplo, a instabilidade em altas
temperaturas, sendo assim inapropriado para realizacdo de medidas em campo. Além disso,
apesar da disponibilidade comercial de muitos desses elementos, o seu custo elevado pode ser
outra desvantagem.

As nanoparticulas de 6xido de ferro e as metaloftalocianinas apresentam caracteristicas
interessantes para modificagdo de eletrodos, incluindo baixo custo de obtencéo, solubilidade
em meio aquoso, estabilidade quimica e atividade eletrocatalitica, além da capacidade de formar
filmes ultrafinos. A descricdo e exemplos de sensores que contém esses materiais serdo

apresentados nos proximos topicos.

3.4.1 Nanoparticulas de 6xido de ferro

Os ions de ferro sdo conhecidos por cristalizar em mais de 20 formas de éxidos/(oxi)

hidroxidos. Os 6xidos de ferro sdo compostos comuns, que existem como minerais naturais e
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também podem ser produzidos artificialmente, principalmente na forma de nanoparticulas. Em
geral, quando as nanoparticulas de éxidos de ferro sdo empregadas na modificacdo de eletrodos,
propiciam alta sensibilidade devido a relacdo superficie-volume elevada e atividade
eletrocatalitica. Além disso, podem ser sintetizadas a baixo-custo.8%#2

Devido a essas caracteristicas, nanoparticulas de Oxido de ferro, destacando-se a
magnetita (Fe3Os4), maguemita (y-Fe203) e hematita (o-Fe>O3) sdo amplamente utilizadas em
dispositivos eletroquimicos. A magnetita cristaliza em uma estrutura de espinélio inverso, com
rede cubica de face centrada, como ilustrada na Figura 8a. Sua cela unitéria contém 16 ions de
Fe3*, 8 ions de Fe?* e 32 ions de O%. Dos fons Fe**, 8 ocupam sitios tetraédricos, enquanto os
8 restantes, juntamente com todos os fons de Fe?*, ocupam sitios octaédricos, conforme
ilustrado na Figura 8b.8% A maguemita € o equivalente oxidado da magnetita, em que quase
todos os ions de Fe se apresentam em estado trivalente. Os ions de ferro divalentes na superficie
da magnetita tendem a se oxidar transformando-a em maguemita. A oxidacdo € um processo

natural devido a sua alta area superficial exposta ao oxigénio. &

Figura 8-Representacdo de (a) célula unitéria espinélio de face centrada para FezOs e (b)
ampliacdo de um tetraedro e um octaedro adjacente compartilhando um tomo de oxigénio. As
esferas maiores representam os atomos de ferro Fe™ Fe° sob sub-redes tetraédricas e

octaédricas, respectivamente. As esferas menores sdo os atomos de oxigénio.

Além disso, a alta mobilidade eletrdnica na estrutura das nanoparticulas de magnetita
da origem a uma interessante quimica de superficie. Diferentes transferéncias ionicas e/ou
eletronicas interfaciais, dependendo do pH da suspensdo podem estar envolvidos também nesta
transformacdo. Em meio alcalino, a oxidacao ocorre por reducdo de oxigénio na superficie das

particulas (somente transferéncia de elétrons) e coordenacdo de ions de 6xido, enquanto em
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meio &cido, pH em torno de 2,0, e condicBes anaerdbicas, ions de Fe?* da superficie sdo
dessorvidos como hexa-aquo complexos em solugo (transferéncia de elétrons e de ions).%

Além da instabilidade e a oxidacdo, outro problema comum as nanoparticulas de
magnetita é a tendéncia a aglomerar, dificultando o controle do tamanho da particula em escala
nanomeétrica. Essa dificuldade se d& por causa da presenca de forgas de Van der Waals, interagdo
dipolar (j& que sdo magnéticas) e alta energia de superficie. Estas forcas atrativas podem ser
minimizada por processos fisicos como o cisalhamento, ou quimicos, que envolvem adi¢éo de
surfactantes ou funcionalizagio da superficie.®

Por tanto, para obter nanoparticulas de magnetita estaveis, o controle critico de varios
parametros de sintese é necessario tais como atmosfera, pH, temperatura e controle da relacdo
Fe?*/Fe®*. Devido a dificuldade no controle desses pardmetros, a composi¢do final das
nanoparticulas pode ficar entre magnetita e maguemita. 8 O método de co-precipitacio de sais
em meio aquoso constitui, muito provavelmente, a via quimica mais simples e eficaz para obter
nanoparticulas de 6xido de ferro. Este envolve a formac&o de espécies de baixa solubilidade em
situacOes de supersaturacdo, sendo que tais condi¢cdes sdo atingidas, geralmente, por meio de
reagdo quimica.®®

A co-precipitacdo é dividida basicamente em duas partes; nucleacdo, em que
aglomerados ou nucleos extremamente pequenos (usualmente nanométricos) sdo formados, e 0
crescimento, que € lento e uniforme, envolvendo uma combinacéo de agregacéo irreversivel
dos nucleos e difusdo de atomos para o nucleo. Para nanoparticulas de 6xido de ferro
monodispersas, essas duas etapas devem ser separadas, isto é, a nucleacdo deve ser evitada
durante o periodo de crescimento.8%

Outro fator importante para o uso de nanoparticulas de 6xido de ferro em eletrodos
modificados é por terem grupos de oxihidroxido de ferro na superficie que atuam
simultaneamente como sitios cataliticos e de adsorcao de analito.®>%2 Esses grupos de superficie
em pH em torno de 4,0 ficam protonados e formam particulas carregadas positivamente que
permanecem estaveis no estado coloidal devido a repulsdes eletrostaticas.*® Essas suspensoes
podem ser usadas diretamente para deposicdo de filme e modificagdo de superficie.** Porém,
como desvantagem, essas nanoparticulas apresentam baixa condutividade eletrénica, o que
pode limitar seu uso sozinho. Um segundo componente mais eletroativo, como CNT, rGO,
nanoparticulas de Au, polimeros condutores e ftalocianinas, € necessario para contornar essa

limitacdo.

33



Na Tabela 2 sdo mostrados alguns trabalhos recentes que empregaram nanoparticulas
de 6xido de ferro no desenvolvimento de eletrodos modificados. S&o apresentadas também as
técnicas eletroanaliticas aplicadas e os limites de deteccao (LD) obtidos nas metodologias para

a determinacdo eletroanalitica de diferentes especies.

Tabela 2- Eletrodos modificados com nanoparticulas de 6xido de ferro

LD

Descrigdo do eletrodo modificado Analito Técnica
(nmol L)

ITO modificado com nanotubos de
carbono (SWCNT) e nanoparticulas de | Acido salicilico VPD 70

oxido de ferro.?®

GCE modificado com nanocompdsito o )
) Acido urico Amperometria 0,12
de rGO e magnetita.®®

ITO modificado com nanocompésito de ) )
. o ) Paracetamol Potenciometria 5700
maguemita, polianilina e quitosana.®

GCE modificado com nanocomposito | Catequol (CQ)

de rGO e nanoparticulas de magnetitae | e Hidroquinona VPD :5__12700
de ouro.”’ (HQ)
GCE modificado com nanotubos de
carbono (MWCNT), nanoparticulas de
EE2 VPD 3,3

ouro e nanoparticulas de magnetita

funcionalizadas com &cido tanico.*

3.4.2 Ftalocianinas

As ftalocianinas (Pc) sdo compostos formados por moléculas macrociclicas conjugadas
contendo um anel interno de 16 membros formado por quatro unidades isoindol ligadas por
guatro atomos de nitrogénio, ilustradas na Figura 9. Os anéis aromaticos do macrociclo
conferem ao composto uma alta densidade eletronica devido a um sistema conjugado de 18

elétrons .98
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Figura 9- Estrutura de uma metaloftalocianina, M representa o metal.%

A Pc é o anion ftalocianinato C32H1sNs?™ e 0 H2Pc representa a sua forma livre de metal.
Os dois atomos de hidrogénio central podem ser substituidos por quase todos os metais na tabela
periddica, que geralmente tém o estado de oxidacéo 2+. Neste caso, os derivados metélicos das
ftalocianinas, as metaloftalocianinas (MPc) s&o formados (Figura 9).%

As MPc sdo de grande interesse devido a sua diversificada quimica de reducéo e
oxidagdo, associada ao sistema de 18 elétrons w do macrociclo e da presenc¢a do atomo de metal
central. Além disso, a possibilidade de variacdo dos substituintes na cadeia lateral, sua
estabilidade térmica (até cerca de 500° C) e quimica (especialmente sob condi¢des altamente
oxidativas, como em &cido sulfdrico concentrado), seu baixo-custo e facilidade de sintetizar em
larga escala, podem permitir a producdo de filmes finos e otimizados com diferentes graus de
sensibilidade e seletividade, sendo propriedades importantes que as tornam moléculas a serem
incorporadas em sensores eletroquimicos.1%:10!

A HyPc e as MPc sdo insoltveis em alguns solventes orgénicos e em agua devido a
agregacao das moléculas decorrentes das interagdes do tipo empilhamento n—mn (do inglés, n—mn
stacking). A solubilidade pode ser melhorada com a insercéo de grupos substituintes no anéis
benzénicos periféricos da molécula. Para a solubilizacdo em agua, sdo introduzidos grupos
ionizaveis, tais como &cido carboxilico, amina ou &cido sulfénico. MPc tetrasulfonadas sao

bastante sollveis em agua e estdo disponiveis comercialmente, com custo relativamente baixo
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(R$ 100,00/g). A substituicdo com grupos funcionais também aumenta a atividade catalitica da
ftalocianina metélica. Por exemplo, os grupos sulfénicos (-SO3”) na NiTsPc diminuem a
densidade eletrénica do centro metalico, o que facilita a oxidacdo do Ni em comparagdo com a
NiPc sem substituintes, 102103

A insercdo dos grupos substituintes nas MPc permite a sua solubilizagdo, porém
inevitavelmente ocorre a formacao de agregados que podem ser do tipo H em que as moléculas
sdo dispostas face-a-face e do tipo J, 0 qual possui arranjo molecular lado-a-lado. A Figura 10
apresenta um diagrama de energia qualitativo mostrando que 0 monémero tem um Gnico estado
excitado, enquanto que os agregados tém dois estados de energia excitados possiveis: aquele
em que os momentos de transicdo das duas moléculas sdo paralelos e outro onde eles sdo
antiparalelos.

No agregado tipo H o estado de energia superior é aquele onde os momentos de transicdo
sdo paralelos, tornando-o fortemente permitido e absorcdo é deslocada para o azul em
comparacao a absorcdo do mondémero, 0 inverso é o caso para o agregado tipo J, fazendo a
transicdo de energia inferior o mais fortemente permitido e a absorcdo é deslocada para o
vermelho.1%41% Assim, com a técnica de espectroscopia de absor¢do do UV-Vis é possivel

caracterizar a interacdo dessas moléculas em um filme por exemplo.

Agregado H Mondmero Agregado J
. o P <
L o s
= = —., e S

Figura 10- Diagrama de energia simplificado para agregados tipo H e tipo J. A seta continua
representam a transicdo de maior probabilidade e as setas pontilhadas a de menor probabilidade,

H representa o dipolo induzido da molécula.®

Portanto, diante das caracteristicas apresentadas, MPc tém sido empregadas na
modificacdo de eletrodos para a determinacdo eletroanalitica de diversas espécies, como

mostrado nos trabalhos apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3- Eletrodos modificados com metaloftalocianinas.

LD
Descrigéo do eletrodo modificado Analito Técnica
(umol L)
Eletrodo de ouro modificado com )
) ) Tartrazina VPD 0,055
NiTsPc e nanoparticulas de ouro.®
GCE modificado com rGO e _ _
o X Imidacloprida VC 6,5
ftalocianina de manganés.'%’
GCE modificado com nanoparticulas | ., o
) o Acido ascorbico (AA), AA= 0,005
de prata e mono(amino) ftalocianina )
o dopamina (DA) e VC DA=0,007
de cobre funcionalizada com L
] _ acido urico (AU) AU=0,0025
polimero acrilato.'%
GCE modificado com
nanocomposito de ftalocianina de Nitrito VPD 2,11
cobalto e nantubos de carbono.*®
GCE modificado com nanotubos de
carbono (MWCNT) e ftalocianina de EE2 VvVOQ 2,20
cobalto. 1%

3.4.3 Eletrodos modificados com nanoparticulas de éxido de ferro e ftalocianinas

Existem poucos trabalhos descritos na literatura que empregam a combinacéo de ION e
Pc na modificacdo de eletrodos. Mphuthi et al*®* modificaram eletrodos GCE com composito
de H2Pc, magnetita e MWCNT para a deteccdo de epinefrina e norepinefrina, alcangando LD
de 4,6 umol Lt e 2,2 pumol L%, respectivamente. Em outra abordagem utilizando o mesmo
eletrodo foi realizada a deteccdo de dopamina com LD= 1,35 pumol L.82

Cheng et al. desenvolveram nanocompdsitos de ION incorporadas a Pc-Fe suportadas
em grafeno como eletrocatalisadores para a reacao de reducdo de oxigénio. Os resultados de
voltametria ciclica indicaram que as nanoparticulas de 6xido de ferro interagem com o centro
ativo da Pc-Fe, melhorando a transferéncia eletronica e a reversibilidade do par redox Fe'//Fe!",
promovendo assim a melhoria da atividade para a reagdo de redugio do oxigénio.*!

Considerando o potencial desses dois materiais, a tese de doutorado descreve o seu Uso

na modificacdo de eletrodos de vidro condutor tipo ITO, avaliagdo do desempenho como
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eletrodos de trabalho para oxidacdo de EE2 e aplicagdo do método voltamétrico para
determinacdo de EE2 em &gua e em urina sintética. Com o objetivo de avaliar a confiabilidade
do meétodo desenvolvido parédmetros de validacdo descritos no seguinte topico foram

determinados.

3.5 Validagdo de métodos analiticos

Para demonstrar que um método analitico, nas condi¢es em que é praticado, tem as
caracteristicas necessarias para a obtencdo de resultados com a qualidade exigida, no geral é
necessario realizar experimentos padrées com o objetivo de obter parametros de desempenho
do metdédo como: seletividade, faixa linear de trabalho, limite de detec¢do (LD), limite de
quantificacdo (LQ), recuperagio e preciso.!?

A seletividade é o grau em que o método pode quantificar o analito de interesse na
presenca de outras substancias, matrizes ou de outro material potencialmente interferente. Um
método que produz respostas para varios analitos, mas que pode distinguir a resposta de um
analito da de outros, é chamado seletivo.'*® A faixa linear de trabalho de um procedimento
analitico consiste no intervalo entre a menor concentra¢cdo e a maior concentragdo de analito na
amostra para o qual se demonstra ter um nivel aceitavel de precisio, exatido e linearidade.'*

Quando séo realizadas medidas em amostras com baixos niveis do analito, como por
exemplo, analise de tracos, é importante saber qual o menor valor de concentracdo do analito
que pode ser detectado pelo método, que representa o limite de deteccdo (LD), enquanto que
limite de quantificacdo (LQ) de um procedimento analitico é a menor quantidade do analito na
amostra que pode ser quantitativamente determinada com precisio e exatiddo aceitaveis.!12114

A exatiddo de um método pode ser avaliada numericamente por meio da recuperagdo
que é definida como a razdo entre o valor médio observado para a medida do analito e o valor
esperado, esses valores sdo obtidos pela analise de amostras fortificadas com quantidades
conhecidas do analito. A faixa da recuperacdo média aceitavel se expande conforme a
concentragdo do analito diminui 2113

A validacdo de metodologia também inclui a investigagdo da precisdo, que pode ser
expressa pela repetibilidade que é medicdes repetidas com 0 mesmo procedimento, operadores,
local e durante um curto periodo de tempo, precisdo intermediaria que deve variar uma ou mais
condigdes nas medidas como o analista, 0 equipamento ou o tempo e reprodutibilidade para

medidas realizadas em diferentes laboratérios.'?
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Reagentes e solucbes

Os reagentes utilizados nos experimentos e suas respectivas marcas e pureza Sao
apresentados na Tabela 4, todos foram usados sem qualquer procedimento adicional de

purificacéo.

Tabela 4- Regentes utilizados.

Reagentes Marca Pureza minima

Acetato de sodio Sigma-Aldrich 99 %
Etinilestradiol (padréo certificado) Sigma-Aldrich 98 %
Estriol (padréo certificado) Sigma-Aldrich 97 %
Estrona, Bisfenol A e Triclosan (padrdes certificados) | Sigma-Aldrich 99 %

Cloreto de sddio Vetec 99,5 %
Nitrato de potassio Merck 99 %
Sulfato de sddio Dinémica 99 %

Acido acético Merck 99,8 %
Acido cloridrico Vetec 37%

Acido borico Vetec 99,5 %

Acido perclérico J.T. Baker 71,3 %
Acido fosforico Merck 85 %
Ftalocianina tetrasulfonada de niquel (I1) Sigma-Aldrich 85 %
Sulfato de ferro (11) heptahidratado Sigma-Aldrich 99 %
Cloreto de ferro (I11) hexahidratado Sigma-Aldrich 97 %

Cloreto de potéassio Vetec 99 -100,5%
Hidrdxido de potassio Vetec 85 %
Hidrocloreto de poli(dialildimetil amonio) (PDAC) | Sigma-Aldrich | 20 % em agua

Hidrdoxido de sodio Vetec 98 %
Poliestireno sulfonado (PSS) Sigma-Aldrich 99 %
Di-hidrogenofosfato de potassio Vetec 99 %

Cloreto de amonio Vetec 99,5 %
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Os preparos das solugdes utilizadas séo descritos a seguir:

» Solucdo 5% v/v de detergente alcalino Dertec - 25 mL de detergente em 500 mL de
agua ultrapura.

» Solucdo 5% v/v de KOH em alcool - 5 ml de solucdo aquosa saturada de KOH em 100
ml de alcool 95%, agitado e filtrado em funil de vidro sinterizado apds 24 horas de
decantacdo.

> Sulfato de ferro(ll) heptahidratado 0,2 mol L™ - 0,28 g de sulfato de ferro (1)
heptahidratado em 10 mL de &gua ultrapura.

> Cloreto de ferro(lll) hexahidratado 0,4 mol L - 0,56 g de cloreto de ferro (llI)
hexahidratado em 10 mL de agua ultrapura.

> Acido cloridrico 2 mol L- 1,7 mL de HCI em 10 mL de &gua ultrapura.

> Hidroxido de sddio 0,9 mol L — 3,71 g de hidroxido de sédio em 100 mL de agua
ultrapura.

> PDAC 1gL™-0,25gde PDAC em 50 mL de 4gua ultrapura.

> PSS1gLt-0,05gdePSSem 50 mL de agua ultrapura.

» Tampéo RB (pH 2,0 a 6,0) - preparado com a mistura das soluc6es de HsPO4, H3BOz e
CH3COOH (0,1 mol L) e solugdo de NaOH 0,5 mol L para ajustar o pH.

> Tampdo acetato de sodio (pH 4,0 e 4,5) - solugdo 0,1 mol L de acetato de sddio e
solugdo 0,2 mol Lt de 4cido acético para ajustar o pH.

> Padrio de EE2 5x10° mol L*- 0,378 g em 25mL de &gua ultrapura.

> Cloreto de potassio pH 4,0 —solucdo 0,1 mol L de cloreto de potassio e solugdo 0,1
mol L de acido cloridrico para ajustar o pH.

> Sulfato de sédio pH 4,0 —solugéo 0,1 mol L de sulfato de sodio e solugdo 0,1 mol L*
de &cido sulfarico para ajustar o pH.

> Nitrato de potassio - solucdo 0,1 mol L de nitrato de potassio e solucdo 0,1 mol Lt de
acido nitrico para ajustar o pH.

4.2 Limpeza das vidrarias

As vidrarias utilizadas neste trabalho foram lavadas inicialmente com detergente neutro
para retirar o excesso de residuos, enxaguadas em agua corrente e deixadas por 2 horas

completamente imersas, em solucdo 5% v/v de detergente alcalino Dertec em agua ultrapura
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(resistividade: 18 Mohm.cm). Apos este tempo, as vidrarias foram enxaguadas com &gua
corrente e, posteriormente, com solugéo 5% v/v de KOH em &lcool, para remocao de compostos
organicos presentes.

As vidrarias foram por fim lavadas abundantemente com &gua corrente e em seguida
com agua ultrapura. Apds a limpeza realizada, as vidrarias foram secas a temperatura ambiente

e armazenadas em recipiente limpo e fechado evitando contaminagéo do ar.

4.3 Preparacao dos eletrodos modificados

4.3.1 Limpeza do substrato de vidro condutor

Os eletrodos de trabalho foram preparados sobre substratos de vidro (1 mm x 10 mm x
20 mm) recobertos com um filme condutor de 6xido de estanho dopado com indio (SnO2.xIn;
resistividade: 15 ohm.cm), também conhecido como ITO (do inglés, indium tin oxide). Antes
da deposicdo das nanoestruturas, foi realizada a limpeza desse substrato esfregando
manualmente ambos os lados com detergente neutro e depois os mantendo num béquer com
agua destilada por 20 minutos em banho ultrassom.

Apds esse periodo, 0s substratos foram enxaguados com agua ultrapura por 5 vezes para
a remocao do detergente e colocados num béquer, apenas com agua ultrapura, e banho
ultrassom por 20 minutos. Ao término das etapas, os substratos foram armazenados imersos em

agua ultrapura e em geladeira até a deposicdo dos nanomateriais.

4.3.2 Preparo das nanoparticulas de 6xido de ferro e da ftalocianina

O preparo das nanoparticulas de 6xido de ferro foi realizado no Laboratorio de Pesquisa
em Polimeros e Nanomateriais (LABPOLN) do Instituto de Quimica da Universidade de
Brasilia (1Q-UnB). Nanoparticulas de magnetita (np-Mgn), maguemita (np-Mgm) e mistura das
duas fases (ION) foram preparadas por co-precipitacao.

As nanoparticulas de magnetita foram preparadas conforme descrito por Jolivet e
Tronc!t>!18 inicialmente foi purgado nitrogénio por 20 minutos na agua ultrapura utilizada para
0 preparo das solugdes para assim evitar oxidacdo do Fe(ll) pelo oxigénio dissolvido na agua.
Entdo a np-Mgn foi sintetizada a partir da mistura de 2,5 mL de sulfato de ferro (Il)

heptahidratado na concentragdo de 2 mol L (preparado em HCI 2 mol L) com 10 mL de
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MATERIAIS E METODOS

cloreto de ferro (I11) hexahidratado na concentragdo de 1 mol L™, essa mistura foi adicionada
gota a gota em 100 mL de solugdo de NaOH (0,9 mol L) a 80 °C, sob agitagdo com um auxilio
de uma haste de agitacdo como mostrado na Figura 11a. Apds finalizar o gotejamento manteve-
se a agitacdo por 10 minutos, depois em repouso as nanoparticulas decantaram com o auxilio
de um im& (Figura 11b) e em seguida foram lavadas por 3 vezes com &gua ultrapura. A

estequiometria da reacdo para a sintese por co-precipitacdo € como se segue:

Fe?* (aq) + 2Fe®" (aq) + 8OH™ (aq) — Fes0a4 (s) + 4H20 (1)

As np-Mgn foram entdo dipersas em 25 mL de &gua e o pH foi ajustado para 4,0 com
HCI 2 mol L em seguida a suspensdo foi submetida a agitacdo ultrassonica pulsada (Branson
450; poténcia: 250 W; tempo: 10 minutos; pulso: 5s ligado, 5s desligado) e, depois centrifugada
(4500 rpm por 10 minutos), para remover particulas e agregados insollveis, resultando na
dispersdo apresentada na Figura 11c que foi usada para o preparo dos filmes.

Figura 11- (a) Gotejamento dos sais de Fe(Il) e Fe(lll) na solucio de NaOH (0,9 mol L™).

Nanoparticulas de magnetita (b) decantadas e (c) dispersas em HCI, pH 4,0.

O procedimento de sintese das nanoparticulas de maguemita € amplamente descrito na
literatura®'"18 e consiste na mistura de 40 mL de FeCls na concentragio de 1 mol L™t e 10 mL

de FeCl, na concentracio de 2 mol L™ preparado em HCI (2 mol L), essa mistura foi
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adicionada em 500 mL de solucdo de amdnia (0,7 mol L), em temperatura ambiente para
precipitagdo de magnetita. Ap6s 30 minutos de vigorosa agitacdo, separou-se o precitado
decantado com o auxilio de um ima, em seguida lavou-se com agua e 100 mL de HNO3z (2 mol
L) foi adicionado para acidificar 0 meio e criar cargas positivas na superficie. As
nanoparticulas foram novamente decantadas e no precipitado &cido foi adicionado 140 mL do
agente oxidante Fe(NOs)s na concentracio de 0,5 mol L' a 80 °C para a oxidagdo das
nanoparticulas de magnetita para maguemita, o aquecimento foi mantido por 15 minutos. Apos
essa etapa as np-Mgm foram lavadas com acetona e éter etilico e, finalmente dispersas em
solugéo aquosa de HNOs com pH aproximadamente 1,5.

As ION foram preparadas, segundo método descrito na literatura com adaptagges. 19120
Uma solucédo aquosa (20 mL) contendo sulfato de ferro (I1) heptahidratado na concentracdo de
0,1 mol L e cloreto de ferro (111) hexahidratado na concentracéo de 0,2 mol L foi adicionada
gota a gota sobre 25 mL de solugdo de NaOH (1 mol L) sob agitagdo magnética e a temperatura
ambiente. Depois da completa adicdo da solucdo de ions de ferro, a mistura foi mantida em
agitacdo por mais 30 minutos, também em temperatura ambiente. O precipitado preto foi
isolado por decantacdo com o auxilio de um imé e lavado (3 vezes) com agua ultrapura.

As particulas isoladas foram dispersas em solucdo aquosa de HCIO4 (pH 4) com
agitacdo magnética durante 18 horas. Apds o passo de agitacdo, a dispersédo coloidal obtida foi
submetida a agitagéo ultrassénica pulsada (Branson 450; poténcia: 250 W; tempo: 10 minutos;
pulso: 5s ligado, 5s desligado) e, em seguida, centrifugada (4500 rpm por 10 minutos), para
remover particulas e agregados insoluveis.

Um detalhe importante é que no preparo das ION nao se realizou um controle rigoroso
que evitasse a oxidacdo das nanoparticulas como o realizado na sintese das np-Mgn, portanto
houve conversao parcial da fase magnetita a maguemita, de modo que essas nanoparticulas sdo
mais bem descritas como sendo constituidas de uma mistura de 6xidos de ferro e por isso estao
sendo abreviadas como ION.

Todas as nanoparticulas preparadas possuem alta energia superficial o que as torna
instaveis e susceptiveis a agregacao, o meio &cido entdo protona a superficie das nanoparticulas
e, portanto, garante a estabilidade coloidal por meio de forgas de repulsdo eletrostatica,
resultando em dispersdes que foram empregadas como fonte de nanoparticulas para deposicéo
dos filmes.

A solucdo de ftalocianina de niquel(1l) tetrassulfonada (NiTsPc), estrutura apresentada
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na Figura 12, foi preparada na concentragdo de 1 g L™ em agua ultrapura com auxilio de
agitacdo magnética.

Figura 12- Formula estrutural da NiTsPc.%

4.3.3 Deposicao dos filmes sobre vidro condutor via LbL

Os substratos de ITO foram modificados com filmes ultrafinos de NiTsPc/ION via
técnica de automontagem camada por camada (LbL do inglés, layer-by-layer). Esta técnica de
preparo de eletrodos modificados € simples, ndo exige vidrarias ou equipamentos sofisticados,
e a deposicdo pode ser realizada em diversos substratos, tais como plastico, vidro e metais, e
em qualquer formato, tais como laminas planas, esferas e hastes.'?* A forma mais comum de
realizar a deposicao dos (nano)materiais via LbL é a utilizacdo de interacdes eletrostaticas entre
materiais iGnicos de cargas opostas.

A formacéo de filmes com camadas adsorvidas sequencialmente é realizada por imersao
sucessiva de um substrato alternadamente nos reservatorios com solucbes/suspensdes de
materiais catibnicos e anidnicos. Entre cada imersdo, o conjunto substrato-camada é enxaguado
e secado para remover o excesso de material.*?!

Portanto, neste trabalho o preparo dos eletrodos realizado no LABPOLN foi baseado na
atracdo eletrostatica entre os grupos sulfénicos presentes nos anéis de NiTsPc que exibem
comportamento anidnico e as nanoparticulas de oxido de ferro em meio &cido, que s&o
cationicas. Além disso, o filme também é formado por ponte Fe(ll1)-O-Ni(ll), como sera
apresentado no tépico 5.3.4 e Figura 25. Para garantir um numero suficiente de sitios de
adsorcédo para os nanomateriais, o substrato de ITO foi primeiramente funcionalizado com uma
bicamada do polieletrolito catiénico hidrocloreto de poli(dialildimetil aménio) (PDAC, MM
450.000 g mol™?) e polieletrdlito anidnico de poli(estireno sulfonato de sodio) (PSS, MM 70.000
g mol ™).
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Uma representacdo ilustrativa do processo de modificacdo dos eletrodos pela técnica
LbL é apresentada na Figura 13. Inicialmente, o substrato de ITO foi imerso na solucdo de
PDAC (1 gL™) e posteriormente em PSS (1g L) apés essa pré-camada a imersio foi realizada
alternadamente na suspensdo de ION e na solucdo de NiTsPc. O tempo de imersdo em cada
solucio/suspensdo foi de 3 minutos enquanto o tempo de enxéague foi de 20 segundos. Agua
ultrapura foi usada no enxague apds a deposi¢do de PDAC, PSS e NiTsPc, enquanto uma
solucéo pH 4 de HCIO4 foi empregada no enxague apos a camada de ION. Ainda, apds cada
camada depositada e enxague, o substrato modificado foi seco com jato de ar comprimido.

A arquitetura dos eletrodos modificados foi composta por uma bicamada de PDAC/PSS
e bicamadas de ION e NiTsPc, (NiTsPc/ION)-n, com namero de bicamadas (n) =1, 3, 5, 7, 10,
13, 15, 17 e 20, na Figura 14 sdo apresentadas fotografias digitais desses eletrodos. Para
comparacdo, eletrodos de ITO modificados com diferentes nanomaterias fornecidos pelo
LABPOLN, que sdo éxido de grafeno (GO), éxido de grafeno reduzido (rGO), nanoparticulas
de 6xido de Cério (np-Ce) e ouro com citrato ou polimero ramificado poli(etileno imina) (np-
Au-Cit ou np-Au-PEI) também foram utilizadas na preparacdo de eletrodos com as
combinagbes np-Au-PEI/NiTsPc, PDAC/np-Au-Cit, PDAC/rGO, rGO/ION, np-Ce/NiTsPc,
np-Ce/GO, np-Au-PEl/np-Au-Cit, GO/ION, PSS/np-Ce e PDAC/GO, além disso NiTsPc/np-
Mgn e NiTsPc/np-Mgm foram avaliados. O preparado de todos esses eletrodos foi realizado
com 10 bicamadas empregando o mesmo procedimento utilizado para o eletrodo de
NiTsPc/ION.

Enxague/ I‘

secagem ! /

I /

0323333233222380

NiTsPc ION

ou PSS Enxégue/
secagem ou PDAC

Figura 13- Representacdo ilustrativa do preparo dos eletrodos ITO(ION/NiTsPc) pela técnica
LbL.
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Figura 14-Eletrodos de ITO(NiTsPc/ION)-ncomn=1, 3,5, 7, 10, 13, 15, 17 e 20.

Para avaliar a eficiéncia individual de cada nanomaterial na oxidacdo de EE2 foram
fabricados eletrodos com ION e NiTsPc em separado. Nesse caso, foram fabricados eletrodos
com ITO/PDAC(PSS/ION)-10 e ITO/(PDAC/NiTsPc)-10, cujas fotografias digitais sdo
apresentadas na Figura 15.

A area de modificacdo dos substratos de ITO foi delimitada com fita adesiva do tipo
Scotch. Assim, os resultados sdo expressos em densidade de corrente (J), que € a razdo entre a
corrente e a rea geométrica do eletrodo medida com um paquimetro digital. Esse cuidado foi

tomado, pois a corrente depende da area do eletrodo.

Figura 15- (a) Substrato de ITO, eletrodos (b) ITO/(PDAC/NiTsPc)-10 e (c)
ITO/PDAC(PSS/ION)-10

Eletrodos impressos de carbono (SPCE) também foram modificados com o mesmo
procedimento de LbL, com a diferenca de que nédo foi realizada a imersdo mas o gotejamento
da solugdo de NiTsPc e da suspensdo de np-Mgn no eletrodo de trabalho, para evitar que 0s
demais eletrodos também fossem modificados.

46



4.4 Caracterizagdo estrutural das nanoparticulas de 6xido de ferro e dos filmes

A estrutura cristalina da amostra solida de ION foi avaliada por difracdo de raios-X
realizada na Central Analitica do 1Q-UnB com um difratométro Bruker D8 Focus, A = 1,5418
A (Cu Ko), 0,1° min, resolucdo 0,5°. Avaliou-se também a morfologia das ION a partir de
imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) obtidas com o microscopio Jeol Jim
1011, 80 kV do Laboratério de Microscopia e Microandlise do Instituto de Biologia da UnB
(LMM-IB-UnB), a distribuicdo em tamanho das ION foi verificada com a contagem de no
minimo 300 nanoparticulas nas imagens de MET utilizando o software Image J Pro Plus 5.
Obteve-se também o potencial zeta e o didmetro hidrodindmico das ION utilizando o
equipamento Malvern Zeta sizer NanoZS90 localizado no Laboratério de Nanobiotecnologia
do IB-UnB, para isso a dispersdo foi diluida em solucéo aquosa de HCIO4 (pH 4) na proporcao
de 1:100.

A morfologia do filme de (NiTsPc/ION)-10 depositado sobre ITO foi avaliada com
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) no equipamento Jeol JSM-7000F, 15 kV, que
também foi utilizado para as medidas de espectroscopia de raios X por dispersdo de energia
(EDX). As amostras foram previamente recobertas com uma fina camada de platina depositada
por sputtering. Estes experimentos foram realizados no LMM-IB-UnB. Além disso, foram
obtidas também imagens de Microscopia de For¢a Atdmica (“Atomic Force Microscopy”,
AFM) dos eletrodos ITO(NiTsPc/ION)-ncomn=1, 3,5, 7, 10, 13, 15, 17 e 20, utilizando um
microscopio Bruker Dimension ICON (pontas de silicone, cantilever com constante de mola de
40 N m'!) do Instituto de Fisica de S&o Carlos — Universidade de Sdo Paulo.

Os espectros de UV-Vis dos eletrodos contendo 1, 3, 5, 7 e 10 bicamadas de
ION/NiTsPc depositadas em lamina de quartzo, da solucdo de NiTsPc e da suspensdo de ION
foram obtidos com um espectrofotémetro UV-vis Varian Cary 5000 (200 nm a 800 nm,
resolugdo 0,1 nm, 0,1 nm s?), alocado na Central Analitica do 1Q-UnB. Diferentes pontos do
eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10 foram avaliados com um espectrémetro ARC SpectraPro 300i
com grades de difracdo nas bandas UV-Vis-NIR e resolugcdo de 0.1 nm, localizado na
Universidade Federal do Pard. Para este eletrodo e para a solugdo de NiTsPc foi realizado
também espectroscopia Raman no equipamento InVia da Renishaw, equipado com um
microscopio Leica e uma lente objetiva de 50x que foi usada para focar o feixe de laser na
amostra e coletar a radiacdo espalhada (configuracdo de retroespalhamento). O laser de

excitacdo foi o de HeNe (Renishaw) com emissdo em 632,8 nm e poténcia de 2 mW. Uma grade
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de 1200 linhas/mm foi usada para registrar os espectros. O detector foi um dispositivo de carga
acoplada com resfriamento termoelétrico. Todos os espectros foram adquiridos no modo
confocal para minimizar a contaminacao espectral e os numeros de onda foram calibrados
utilizando uma pastilha de Si. Este experimento foi realizado no Laboratorio de Matérias e
Combustiveis do 1Q-UnB.

4.5 Espectroscopia de impedancia eletroquimica, voltametria ciclica e de pulso diferencial

Os experimentos de espectroscopia de impedancia eletroquimica (“Electrochemical
Impedance Spectroscopy”, EIS) e voltametria ciclica (VC) foram realizados no
potenciostato/galvanostato da Metrohm, modelo Autolab/PGSTAT 204 localizado no
LABPOLN, enquanto voltametria de pulso diferencial (VPD) foi realizada em
potenciostato/galvanostato Metrohm, modelo 797 VA Computrace (Figura 16a) alocado no
Laboratdrio de Quimica Analitica e Ambiental (LQAA) do 1Q-UnB. A cela eletroquimica
utilizada continha um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl (KCI saturado), eletrodo auxiliar de
platina e o eletrodo de trabalho proposto envolto com teflon como apresentado na Figura 16b,
para evitar que o contato ficasse Umido e ocasionasse ruidos. Uma adaptacdo foi realizada
através de um contato elétrico (Figural6a) para possibilitar a utilizacdo do eletrodo de trabalho
fabricado, ja que esse equipamento s6 apresenta contatos para o uso dos eletrodos da Metrohm.

Os experimentos de EIS foram realizados para caracterizacdo eletroquimica dos
eletrodos de ITO, e o ITO modificado com (PDAC/NiTsPc)-10, PDAC(PSS/ION)-10 e
(ION/NiTsPc)-n, comn=1, 3, 5, 7 e 10. O eletrolito de suporte foi tampao acetato de sédio pH
4.5 e EE2 na concentragdo de 50 pmol L™ foi utilizado. Os espectros foram obtidos na faixa de
100 MHz a 0.1 Hz, com amplitude de 50 mV e potencial de cela de +0.75 V. Os resultados
foram ajustados com um circuito equivalente utilizando o software Nova 1.11.

A VC foi realizada em tampé&o acetato de sodio pH 4,5, com o substrato de ITO sem
modificagdo, e o ITO modificado com (PDAC/NiTsPc)-10, PDAC(PSS/ION)-10 e
(ION/NiTsPc)-10 para verificar os processos redox da NiTsPc, das ION e a interagdo entre
ambos. Além disso, a VVC foi realizada também em tamp&o acetato de sodio pH 4,5 com o EE2
na concentracdo de 20 umol L™ para analisar o comportamento desse analito na superficie do
eletrodo. Para esse estudo, os voltamogramas foram registrados na faixa de potencial de -0,2 a

1,1 V e velocidade de varredura de 10 mV s*. Para a determinacdo do nimero de elétrons
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envolvidos nas reagdes, os voltamogramas foram registrados em velocidades de 10, 25, 50, 75
e 100 mV st com as mesmas condicdes citadas acima.

5

Contato

Figura 16- Sistema eletroquimico (a) Potenciostato/Galvanostato, (b) Eletrodos i- contra-
eletrodo de platina, ii- eletrodo de (NiTsPc/ION)-10 e iii-Eletrodo de referéncia de Ag/AgCl.

Para a VPD, foi preparada uma solucdo padrdo de EE2 em agua ultrapura na
concentragdo de 5x10° mol L e realizado adi¢Bes com micropipeta diretamente sobre o
eletrolito de suporte conforme a concentracdo requerida. Foi realizado um estudo em relacédo a
Gltima camada do eletrodo obtendo-se melhor resposta quando o eletrodo teve ION na camada
terminal (tépico 5.4), portanto os experimentos de VPD foram realizados com eletrodos
ITO(NiTsPc/ION)-10. Antes da primeira medida com o analito, foram realizadas 6 medidas
somente no eletrolito de suporte para estabilizacdo do eletrodo de trabalho. Cada experimento
foi realizado com 1 replicata, devido a limitacdo do uso do eletrodo para muitas medidas.

Devido a adsor¢do de produtos da oxidagdo do EE2 na superficie do eletrodo, foi
necessario realizar o condicionamento do eletrodo entre as medidas no préprio eletrélito de
suporte por 60 s em potencial de -0,6 V, essas condi¢es foram previamente otimizadas como
mostrado no topico 5.6.3. Os eletrélitos de suporte testados foram: tampdo RB (pH 2,0 a 6,0) e
no pH 4,0, tampao acetato de sodio, cloreto de potéssio, sulfato de sodio e nitrato de potéssio,
todos em 0,1 mol L. Os pardmetros de VPD, foram testados para se obter melhor resolugéo e
altura de pico, como a velocidade de varredura (5, 10, 20, 30, 40 e 50 mV s) e amplitude de

pulso (5, 10, 25, 50, 100 e 150 mV).
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4.6 Parametros de validacéo de metodologia

Para assegurar a confiabilidade do método desenvolvido, foram realizados experimentos
padrdes de validacdo de metodologia, descritos no documento de orientacéo sobre validacao de
métodos analiticos do INMETRO.!!2 Os parametros avaliados foram: seletividade, faixa linear
de trabalho, limite de deteccdo e quantificacdo, repetibilidade, precisdo intermediaria e

recuperacao, descritos nos resultados e discusséo, topico 5.7.

4.7 Andlise de amostras de &4gua e urina sintética

A aplicacdo do eletrodo ITO/(NiTsPc/ION)-10 foi realizada em amostra de &gua
coletada em frasco de vidro ambar na estacdo de tratamento de &gua da Companhia de
Saneamento Ambiental do Distrito Federal (CAESB), localizada no Lago Paranoa e mantida
em refrigeracdo até a andlise. Essa amostra foi cedida pelo Laboratério de Automacéo,
Quimiometria e Quimica Ambiental (AQQUA-UnNB). Além disso, amostra de agua de torneira
coletada no LQAA também foi analisada. Para as medidas eletroquimicas, a amostra de agua
foi utilizada como solvente para o eletrolito de suporte, portanto, em 15 mL da &gua coletada
foram dissolvidos 0,206 g de acetato de sodio e o pH foi ajustado para 4,0 com &cido acético,
posteriormente foi transferido para um baldo de 25 mL e aferido com a propria agua coletada.
Entdo foram analisadas com os eletrodos de ITO(NiTsPc/ION)-10, 3 aliquotas da amostra
utilizando a técnica de VPD e o método de adicdo de padrdo, em que quantidades conhecidas
da solucdo padrdo contendo EE2 é adicionada na amostra de dgua. As respostas, antes e depois
das adigdes, foram medidas e, posteriormente, usadas para determinacdo da concentracdo do
analito. Essa concentracdo é o ponto de interseccdo da curva analitica no eixo das concentraces
que é calculado pela equagéo da curva analitica.%® Esse experimento foi utilizado para se obter
os valores de recuperagio na amostra de agua em concentragdes de 2 e 10 pmol L.

O eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10 também foi utilizado para analise de amostra de
urina sintética preparada em agua ultrapura de acordo com a seguinte composicao relatada na
literatura®??: NaCl (0,146 g), KCI (0,08 g), CaCl2.2H,0 (0,056 g), NaSO04 (0,112 g), KH2PO4
(0,07 g), NH4ClI (0,05 g) e ureia (1,25 g) dissolvidos em 50 mL de agua ultrapura. Em seguida,
375 pL desta solucdo foram adicionados a 25 mL do eletrélito de suporte (tampéo de acetato
de sodio, pH 4,0) com 10 umol L de EE2. A amostra foi utilizada imediatamente apos sua

preparacdo para verificar o seu efeito da urina sintética no pico de oxidacdo do EE2.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagdo das nanoparticulas de 6xido de ferro

As imagens de microscopia eletronica de transmissdo (MET) fornecem dados sobre a
morfologia e a distribuicdo em tamanho das nanoparticulas de ION preparadas. A Figura 17a
mostra que as ION apresentam uma micrografia tipica desse tipo de nanoparticulas que
independentemente do método de sintese em geral sdo polidispersas em tamanho e
aproximadamente esféricas. A Figura 17b apresenta a distribuicdo de tamanhos das ION que é
um histograma do namero de nanoparticulas (P) em funcdo do seu diametro (d). A partir do

ajuste com uma funcéo log-normal representada pela equacéo (1) 123124

P(d)=d > exp— 5 1)

obteve-se o valor do didmetro médio (do) das ION que é 8,72 nm e o desvio padréo (o) que
representa a polidispersdo em tamanho das nanoparticulas sendo 0,24 nm. Kang et al'?®
derteminaram um valor préximo de do desse mesmo tipo de ION através de imagens de MET

que foi de 8,5 nm porém as nanoparticulas eram mais polidispersas com ¢ de 1,3 nm.
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Figura 17- (a) Imagem de MET das ION e (b) distribuicdo de tamanhos das nanoparticulas, a

linha vermelha representa o ajuste com a funcéo log-normal.

A difracdo de raios-X € uma técnica amplamente utilizada na caracterizacdo de

materiais, fornecendo informac@es sobre estruturas cristalinas. Na Figura 18 é mostrado o
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difratograma de raio-x das ION mostrando os picos tipicos dos planos (2 2 0), (31 1), (4 0 0),
(422),(511)e (44 0) presentes na rede cristalina cbica com estrutura de espinélio inverso

de 6xido de ferro®?®,

100 . T T T T

(311)
80+

60

ol (220 (440)
(511)

(400)

20 F (422)

Intensidade (u.a.)

0 . 1 L ! L 1 . 1 . I L
20 30 40 50 60 70 80

20 (graus)

Figura 18- Difratograma de raios-x das ION.

Com a largura a meia altura do pico de difragdo mais intenso () é possivel calcular o
diametro médio das nanoparticulas (drx) através da equacéo (2) de Scherrer'?:

kA
™ Beosd

onde, k é uma constante associada a geometria que para nanoparticulas aproximadamente

2

esféricas é igual a 0,89, A € o comprimento de onda da radiacdo incidente (1,5418 A), Beéo
angulo de difracdo em radiano (0,31). O didmetro encontrado € 8,1 nm, valor préximo ao
didmetro determinado anteriormente por MET.

A distancia entre dois planos de atomos adjacentes e paralelos, isto é, distancia
interplanar (dnw) na estrura das ION é 2,526 A, valor obtido com a lei de Bragg %" mostrada na
equacao (3):

nA = 2dnki Seno (3)
em que, n é a ordem da reflexdo admitida como 1.

Para estruturas cristalinas com simetria cubica, a distancia interplanar pode ser
relacionada ao parametro de rede (a) e os indices de Miller (h k 1) do pico mais intenso pela
equagao(4) 1?7

a

S 4
vh? +k? +12 *)

de:
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O valor do parametro de rede estimado foi 8,377 A, que esta entre o valor padrao para
magnetita (8,397 2\) ¢ maguemita (8,352 /-'\), sugerindo que as ION preparadas sejam uma
mistura de ambas a fases'?,

Para verificar a estabilidade das ION na dispersdao e confirmar que sdo anionicas,
possibilitando a adsor¢édo no eletrodo modificado por LbL, determinou-se o potencial zeta, que
se refere a carga elétrica na superficie das nanoparticulas. O potencial zeta das ION é +46 £1
mV, valor acima de +30 mV que é considerado um potencial zeta suficiente para garantir a
repulsdo entre nanoparticulas, evitando a agregacéo e perda de estabilidade cinética.'?® As ION
sdo dispersas em meio &cido o que garante a formacao de grupos protonados de oxihidroxidos
de ferro na superficie promovendo assim um potencial zeta positivo.

O diametro hidrodinamico (DH) e o indice de polidispersividade (PDI) das ION foram
obtidos por espalhamento dindmico de luz apresentando valores de 57,05£1,25 nm e 0,28+0,04
nm, nota-se que o DH é maior que o didmetro médio das nanoparticulas obtidos anteriormente
por MET e DRX (média de 8,41 nm), isso porque o DH leva em conta os contra-ions e a camada
de solvatacéo ao redor das nanoparticulas. No geral, nanoparticulas com PDI maior que 0,1 sdo

considerados polidispersas, o que é esperado para as ION.*°
5.2 Caracterizacdo morfoldgica e estrutural do filme NiTsPc/ION

A seguir, serdo apresentados os resultados quanto a modificacdo do eletrodo com
ION/NiTsPc, comprovada e avaliada com MEV, AFM, espectroscopia de absor¢do no UV-vis

e espectroscopia Raman.

5.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura e Espectroscopia de raios X por dispersdo de

energia

Na Figura 19a é apresentada a imagem de MEV obtida para o filme preparado de 10
bicamadas de ION/NiTsPc no substrato de ITO. A presenca das ION é confirmada por
estruturas aproximadamente esféricas e com certo nivel de aglomeragdo como o observado nas
imagens de MET das nanoparticulas. Além disso, nota-se que toda a superficie € recoberta pelo
filme.

A aglomeracdo das ION é esperada para um filme obtido apos varios ciclos de

deposic&o. E de conhecimento que os filmes LbL s&o formados por um mecanismo que envolve,
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primeiramente, a nucleagdo da superficie do substrato com pequenos nucleos. Posteriormente,
0s Vvazios entre os nlcleos sdo preenchidos gradativamente com a deposicao de mais material.
Apesar da repulsdo eletrostatica entre as nanoparticulas imposta por suas cargas superficiais
positivas, as interacdes dipolares superam esta repulsdo.'®! Na Figura 19b é mostrada a borda
do eletrodo, onde € possivel diferenciar o substrato de ITO e um filme homogéneo e continuo
de ION/NiTsPc.

== 100 nm

O espectro de EDX (Figura 20) confirma a modificacdo do eletrodo, com a presenca de
oxigénio de todos os nanomateriais e do substrato, ferro das ION, niquel da NiTsPc, indio,
estanho e silicio do substrato de ITO (In203:Sn) e a platina da metalizagdo. A Tabela 5 mostra

a porcentagem de composi¢do em massa e &tomos de cada elemento. Aproximadamente 51%
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dos &tomos presentes sdo de oxigénio e 39% da massa total é do elemento indio que tem massa

atdbmica menor apenas que estanho e platina.
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Figura 20- Espectro de EDX do filme ITO(NiTsPc/ION)-10.

Tabela 5- Porcentagem em massa e atomos dos elementos presentes no filme

ITO(NiTsPc/ION)-10.

Elemento | Massa (%) | Atomos (%)
Oxigénio 18,33 50,84
Silicio 16,18 25,55
Ferro 1,35 1,08
Niquel 0,35 0,26
indio 39,00 15,07
Estanho 9,72 3,63
Platina 14,48 3,29

5.2.2 Microscopia de forga atbmica

A Figura 21a exibe uma imagem de AFM do filme (NiTsPc/ION)-10, que mostra uma

morfologia globular, com poros estabelecidos nos vazios deixados entre as ION esféricas. Esta
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caracteristica é reproduzida sistematicamente em filmes com diferentes nimeros de bicamadas,
conforme € apresentado na Figura do anexo 1 que mostra as imagens 2D e 3D desses filmes. A
Figura 21b apresenta o perfil da superficie tracado atraves de uma amplificacdo da imagem de
AFM da Figura 21a revelando trés agregados de ION, cada um com aproximadamente 20 nm
de altura e 130 nm de didmetro, a imagem 3D do filme na Figura 21c permite visualizar melhor

os relevos e os poros provocados por esses aglomerados, em toda a superficie avaliada.

Secdo

-42,7 nm

Figura 21- (a) Imagem de AFM da amostra ITO(NiTsPc/ION)-10, (b) traco de perfil de
superficie da visualizacdo ampliada de (a) e (c) imagem 3D da mesma amostra.

A espessura e a rugosidade do filme (medidas por AFM) em fungdo do nimero de
bicamadas € exibida na Figura 22. Observa-se que a rugosidade aumenta até o filme com 3
bicamadas e depois ndo varia muito, isso porque as ION contribuem para uma morfologia
porosa, com a adsorcdo de particulas individuais e agregadas que ocupam 0sS espagos vazios a
cada deposicao, ficando assim cada vez mais empacotadas e refletindo também no aumento ndo
linear da espessura com o nimero de bicamadas. Apesar disso, 0 método proposto permite
controlar a quantidade de materiais eletroativos no filme pelo numero de bicamadas

depositadas, o que é desejavel para a modificacdo do eletrodo. Embora a rugosidade nao
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aumente nas deposicoes além de 3 bicamadas, 0 aumento da espessura confere maior atividade
eletroquimica (Figura 36d) mediante a adsor¢do de mais material eletroativo.
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Figura 22- Rugosidade e espessura do filme em funcdo do nimero de bicamadas de
(NiTsPc/ION) depositadas. As barras de erro nos dados de espessura representam o0 desvio

padrdo para medigdes realizadas em trés pontos de amostra diferentes.

5.2.3 Espectros de absorcéo no UV-vis

A Figura 23a apresenta os espectros de UV-vis da solucdo de NiTsPc, da suspenséo de
ION e do filme de (NiTsPc/ION)-10 depositados no quartzo. Para a suspensdo de ION é
mostrado apenas uma banda de absorcdo em 360 nm, atribuida ao processo de transferéncia
eletronica Fe?*—Fe® na estrutura de espinélio invertido do cristal. %1% O espectro referente
a solucdo de NiTsPc (Figura 23a, linha verde) mostra duas bandas principais que séo atribuidas
as transi¢des T — © *: a banda Q centrada em cerca de 625 nm, que € responsavel pela cor azul
ou verde do composto, e a banda B (ou banda Soret) centrada em cerca de 335 nm caracteristica
dos anéis porfirinicos.

A posicdo da banda Q é modificada para algumas medidas pela natureza do ion central
e pela presenca de substituintes, ja que estes podem modificar o nivel de energia do HOMO
que produz um desvio para o vermelho (batocrémicas) da banda Q.132133 Além disso, essa banda
pode ser desdobrada, devido a ocorréncia de espécies diméricas e monoméricas apresentadas
nos espectros nos comprimentos de onda em torno de 625 e 670 nm, respectivamente para a
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solucdo de NiTsPc. Geralmente isto é representado como uma associa¢do coplanar de anéis
progredindo de mondmeros para dimeros e agregados de ordem superior, devido ao
acoplamento extensivo do sistema de elétrons = dos anéis adjacentes, € comum essa agregagédo
ser do tipo H em que as moléculas empilham-se umas sobre as outras, com momento de dipolo
de transicdo orientado a 90 graus do eixo de empilhamento.®1% O ion Ni(ll) no centro da
molécula, no entanto, limita a aproximacdo de duas moléculas NiTsPc diferentes para
empilhamento . Em vez disso, as moléculas de NiTsPc sdo conectadas umas as outras por meio
de pontes oxo de Ni(l)-O-Ni (11).134

Portanto, para os filmes de NiTsPc/ION é suposto que também tenha a existéncia de
pontes de Fe(l11)-O-Ni(ll). Na literatura é relatado esse tipo de ligagdo entre metaloftalocianinas
e Oxidos de ferro, Chen et al. por exemplo preparam nanocompositos de tetracarboxiftalocianina
de cobalto ligadas a FesOs/microesferas de quitosana para a degradacéo de corante.™®” Apos
andlise estrutural realizada por espectroscopias FT-IR, UV-Vis e XPS, eles concluiram que as
moléculas de ftalocianina estavam ligadas a FezO4 por interacdes eletrostaticas, ligacdes de
hidrogénio e ligacGes de coordenacdo estabelecidas por pontes Co(ll)-O-Fe(lll). Silva et al.
estudaram a adsorcao de ZnTsPc em nanoparticulas de maguemita por diferentes métodos de
espectroscopia e admitiram a possibilidade de ligagdo covalente entre esses dois materiais.!®®

Na Figura 23a linha azul, observa-se que o espectro do filme de (NiTsPc/ION)-10
apresenta as bandas do espectro da suspensdo de ION e da solucdo de NiTsPc, porém a banda
Q é deslocada 5 nm para o azul, efeito associado a agregacdo das moléculas de NiTsPc devido
as interac0es ja citadas.

A Figura 23b mostra os espectros de UV-vis do substrato de quartzo com nimero
variado de bicamadas de (NiTsPc/ION)-n, com n = 1, 3, 5, 7 e 10. Verifica-se um aumento
linear da absorbancia com o numero de bicamadas depositadas (Figura 23c) nos comprimentos
de onda de 360 nm, 620 e 675 nm, com r? de 0,986; 0,996 e 0,996 para 0S respectivos
comprimentos de onda. Esse aumento linear sugere que a quantidade de material adsorvido é
sempre a mesma a cada bicamada depositada permitindo o controle em escala nanométrica da
arquitetura do filme. Este comportamento tem sido observado por diferentes autores quando
fabricam filmes por LbL com interagéo eletrostatica entre NiTsPc e poli(anilina) dopadal®,
nanoparticulas de ouro revestidas com poli(cloridrato de alilamina)'*°, quitosanal*, argila
montmorrilonital#? e polimero de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano.*

A dependéncia da razdo entre as absorbancias consideradas para o dimero (Adim) € 0

mondmero (Amon) de NiTsPc em fungdo do nimero de bicamadas do filme de NiTsPc/ION é
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apresentada na Figura 23d. Observa-se que esse valor aumenta a cada bicamada depositada de
forma logaritmica (equacéo inserida na Figura 23d), sugerindo que, nas primeiras bicamadas,
as moléculas de NiTsPc encontram-se mais individualizadas, mas se agregam a medida que

mais bicamadas véo sendo depositadas.
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Figura 23-Espectros de absor¢do de UV-vis de (a) solucdo de NiTsPc, suspensdo de ION, filme
de (NiTsPc/ION)-10 e (b) dos filmes com 1, 3, 5, 7 e 10 bicamadas de NiTsPc/ION depositadas
no quartzo. (c) Relacdo linear entre absorbancia e nimero de bicamadas depositadas. (d) Razéo
entre as absorbancias consideradas para o dimero (Adim) € 0 monémero (Amon) de NiTsPc em

funcdo do nimero de bicamadas de NiTsPc/ION.

Com espectroscopia de absorbancia de UV-Vis também foi avaliada a homogeneidade
do filme de (NiTsPc/ION)-10 depositado no ITO. A Figura 24 mostra as absorbancias em 360
nm e 620 nm para diferentes pontos do filme que estdo marcados na imagem fotogréafica abaixo
do gréafico. Nota-se que a absorbancia permanece praticamente constante até o ponto ¢ que ainda
contém filme, evidenciado que o filme cobre toda superficie, como mostrado nas imagens de
microscopia. Para 0s outros pontos a absorbancia cai, pois representam a superficie do ITO que
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ndo foi completamente imergida na solugdo/suspensdo dos materiais na LbL, lembrando que

esses pontos sdo recobertos com fita e portanto, ndo influenciam nas medidas eletroquimicas.

0,4 = [ . —-N- -

. —m- 360 nm
=03} et —e— 620 1m
g ™
“ A )

202} N
g A
= b N
(=] - -0~ —g_
2 e, \
e
e -o< M- -
0,0 [ 1 1 1 1 1 1 1 \.— —?

a b ¢ d e f g h 1
Ponto no filme

1 cm 2

IIIII|IIII
0

Figura 24- Absorbancias em 360 nm e 620 nm para os diferentes pontos do eletrodo
ITO(NiTsPc/ION)-10 apresentado na imagem fotogréafica abaixo do gréfico.

5.2.4 Espectroscopia Raman

Os espectros Raman da solugdo da NiTsPc e do eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10 séo
comparados na Figura 25a. Os espectros foram obtidos usando excitagdo de 632,8 nm, que esta
em ressonancia com a banda-Q da NiTsPc e entdo aumenta a relagdo sinal/ruido. Os principais
modos vibracionais Raman e esperados para NiTsPc, de acordo com a literatura'®>!#, sio
observados em ambas as amostras; eles sdo marcados com asterisco e listados na Tabela 6.
Comparativamente, observa-se uma mudanca sistematica de todos os modos vibracionais para
numeros de onda mais altos, para o filme (NiTsPc/ION)-10. Os deslocamentos observados sao
atribuidos ao fortalecimento das ligagcdes quimicas das moléculas de NiTsPc causado pelas
interacOes entre si devido a formacdo de agregados, bem como pela interacdo com ION.
Enquanto o deslocamento da banda de estiramento -SOs é atribuido a complexagéo ibnica com
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grupos oxihidroxi de Fe(ll1) carregados positivamente na superficie das ION, o deslocamento
de todos os outros modos pode ser atribuido a interacao entre Ni(ll) e Fe(l11) por meio de pontes
oxo comprovando o que foi proposto para os espectros de UV-Vis. Conclui-se entdo que a
montagem LbL dos filmes NiTsPc/ION é impulsionada tanto pela interacao eletrostatica quanto
pela coordenacdo. O esquema apresentado na Figura 25b ilustra os modos possiveis de interacao
entre NiTsPc e ION. Esta estrutura supramolecular incomum é considerada indispensével para

a eletrooxidacéo efetiva de EE2, como sera mostrado no estudo eletroquimico do tépico 5.4.
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Figura 25- (a) Espectros de Raman da solugéo de NiTsPc e do filme de (NiTsPc/ION)-10,
obtidos com excitacdo em 632,8 nm. (b) Modelos propostos para as interacdes eletrostaticas e

covalentes (via ponte oxo) entre NiTsPc e ION no filme de NiTsPc/ION.
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Tabela 6- Atribuigdes das bandas dos espectros de Raman para a solugéo de NiTsPc e o filme
(NiTsPc/ION)-10.

Deslocamento

NiTsPc  (NiTsPc/ION)-10 Atribuicédo
(cm™)
720 751 +31 Vibragdo macrociclo
1090 1124 +34 Estiramento -SOz
1155 1184 +29 Deformacédo angular C-H
N-—Ni estiramento isoindol;
1301 1338 +37 )
Deformagéo angular no plano C-N-C
C=C, C=N estiramento pirrol;

Estiramento C-N-C,;

1518 1559 +39

Expansao do pirrol;

Deformacdo angular no plano C-H

5.3 Escolha do eletrodo de trabalho

Eletrodos de ITO modificados com diferentes combinacdes de nanomaterias, de
conhecida atividade eletrocatalitica foram testados com VPD para a escolha do mais sensivel
na deteccdo de EE2. Os nanomateriais utilizados foram NiTsPc, ION, 6xido de grafeno (GO),
oxido de grafeno reduzido (rGO), nanoparticulas de éxido de Cério (np-Ce) e ouro com citrato
ou polimero ramificado poli(etileno imina) (np-Au-Cit ou np-Au-PEI), além disso polimeros
sem eletroatividade (PDAC e PSS) estiveram presentes em alguns eletrodos para avaliar a
eficiéncia individual dos nanomateriais na oxidagdo de EE2. Para fins de simplificacdo nas
comparagOes, apenas filmes com 10 bicamadas foram testados, pois numero menor de
bicamadas permite menos adsorcdo de material e menor resisténcia do filme na aplicacdo de
potencial, para maiores numeros de bicamadas o tempo de preparo dos eletrodos seria maior.

A Figura 26 apresenta a densidade de corrente de pico de oxidacdo do EE2 para os
eletrodos de NiTsPc/ION, np-Au-PEI/NiTsPc, PDAC/np-Au-Cit, PDAC/rGO, rGO/ION, np-
Ce/NiTsPc, np-Ce/GO, observa-se que o eletrodo mais sensivel é o de NiTsPc/ION sendo o
escolhido para a deteccdo de EE2. Além disso, eletrodos de np-Au-PEI/np-Au-Cit, GO/ION,
PSS/np-Ce, PDAC/GO também foram avaliados, porém os voltamogramas gerados nao
apresentaram pico de oxidagdo referente ao EE2. Portanto, no proximo tdpico serdo

apresentados as atribuigcdes dos picos presentes nos voltamogramas obtidos com eletrodo de
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NiTsPc/ION e também serd elucidado o mecanismo de oxidacdo do EE2 nesses eletrodos,

apresentando o papel de cada material nesse processo.
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Figura 26- Densidade de corrente de pico anddico para voltamogramas de pulso diferencial de
50 umol L de EE2 oxidado com eletrodos de ITO modificado com diferentes nanomateriais.
O eletrdlito de suporte utilizado foi acetato de sodio pH 4,0; amplitude de pulso de 50 mV e

velocidade de varredura de 10 mV s,
5.4 Identificacdo e caracterizacdo dos processos eletroquimicos

A Figura 27 apresenta os voltamogramas ciclicos dos eletrodos de ITO, ITO(PSS/ION)-
10, ITO(PDAC/NIiTsPc)-10 e ITO(NiTsPc/ION)-10 na auséncia (—) e na presenca (—) de EE2
na concentragdo de 20 umol L1, Na Figura 27a, quando a leitura é realizada com o eletrodo de
ITO sem filme apenas no eletrélito de suporte, nenhum pico € observado. Apds a modificacao
com o filme de 10 bicamades de PSS/ION ocorre no voltamograma ciclico (Figura 27b) o
aparecimento de um pico anddico (1) em 0,35 V e um pico catodico (I1) em 0,19 V, atribuidos
a oxidac&o/reducéo dos oxihidroxidos de Fe(Il) presentes na superficie das ION*?°, Estes picos
diminuem quando a leitura é realizada na presenca de EE2, sugerindo interacdo entre EE2 e as
ION, o que as torna menos disponivel para o processo redox.

O eletrodo ITO(PDAC/NiTsPc)-10 em tampdo acetato com pH 4,5 apresenta um
voltamograma (Figura 27¢) com dois picos anddicos em potencial de 0,83 V para o pico Il que
é referente ao processo de oxidacao do anel da ftalocianina e 1 V para o pico IV relacionado a
oxidacao do niquel, conforme as seguintes reagdes.

[TsPc]® — [TsPc]> + e (E= +0,83 V)

[Ni(INTsPc]* — [Ni(IMTsPc]* + & (E=+1,0 V)
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Estes quatro picos apresentados também se encontram no voltamograma ciclico do
eletrodo NiTsPc/ION em tampao acetato de sodio pH 4,5 mostrado na Figura 27d. Além desses
é observado um terceiro em +0,6 V (pico V), referente a transferéncia de carga entre NiTsPc e
ION, confirmada posteriormente com o estudo da variagcdo da corrente deste pico em funcédo da
velocidade de varredura. As seguintes semi-reacdes sdo propostas para essa transferéncia de
carga:

Fe(ll) > Fe(lll) +e, (E=+0,35V)
Fe(I11) + Ni(Il) — Ni(1ll) + Fe(ll) (E=+0,6 V), ou
Fe(lll) + [TsPc]® — Fe(ll) + [TsPc]>  (E=+0,6 V)

Como evidenciado anteriormente pelos resultados dos espectros de Raman e UV-Vis, o
filme de NiTsPc/ION é formado por interacdo eletrostatica e covalente, sugere-se que quando
as ION interagem eletrostaticamente com as moléculas de NiTsPc através dos grupos
sulfonicos, os ions de Fe(Il) e Ni(ll) ficam disponiveis para oxidar no potencial de +0,35V e
+1,0 V, respectivamente. Por outro lado, quando as ION e as NiTsPc estdo ligadas através da
ponte Fe(l11)-O-Ni(ll) a transferéncia de carga conforme as semi-reagdes no potencial de +0,6 V

devem ocorrer.
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Figura 27- Voltamogramas ciclicos de (—) tampéo acetato de sédio pH 4,5 e (—) EE2 na
concentracéo de 20 umol L em tamp&o acetato de sodio pH 4,5, adquiridos com os eletrodos
de ITO (a) sem filme e modificados com 10 bicamadas de (b) PSS/ION, (c) PDAC/NiTsPc e

(d) NiTsPc/ION. Todos voltamogramas registrados na velocidade de varredura de 10 mV s,
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Ainda na Figura 27, para as leituras realizadas na presenca de EE2, verificou-se que
para o substrato de ITO sem filme e modificado com o filme (PSS/ION)-10, ocorre 0 aumento
de densidade de corrente em torno de +0,7 V, formando uma ondulacdo até +1,2 V, ou seja,
esses eletrodos provocam a oxidacdo do EE2, porém sem o surgimento de um pico bem
definido. Nos eletrodos de ITO(PDAC/NiTsPc)-10 e ITO(NiTsPc/ION)-10, a oxidagdo do EE2
provoca o surgimento de um pico em torno de +0,8 V, mesmo potencial do processo de
oxidacdo do anel da NiTsPc, porém com densidade de corrente maior.

O eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10 foi o que apresentou maior densidade de corrente de
pico sendo aproximadamente 3 vezes maior que 0 pico de oxidacdo do EE2 no eletrodo de
ITO(PDAC/NIiTsPc)-10, demonstrando assim que tanto as ION quanto as moléculas de NiTsPc
tem papel fundamental para o aumento da sensibilidade do eletrodo.

Foram obtidos voltamogramas ciclicos em diferentes velocidades de varredura do
potencial com o eletrodo ITO(NitsPc/ION)-10 (Figura 28), no eletrolito de suporte tampéo
acetato na concentracéo de 0,1 mol L%, pH 4,5 para se obter mais informagdes relacionados ao
processo de oxidacdo como a cinética de transferéncia de carga e o nimero de elétrons
envolvidos nas reagoes.

Para os picos referentes a oxidacdo da NiTsPc (+0,83 e +1 V) na Figura 28a, a forma
dos picos variam com a velocidade ndo sendo definido em velocidades a partir de 25 mV s, o
que sugere que esses processos sao lentos e irreversiveis. A reducdo da NiTsPc ndo foi
detectada, embora contribui¢cfes anteriores tenham observado os picos de reducdo. A principal
diferenca aqui € o uso de um polieletrélito (PDAC) muito mais forte em contraste com o
poli(cloridrato de alilamina) e quitosana usados por Crespilho et al.1** e Alencar et al.1*®

O pico de transferéncia de carga entre ION e NiTsPc (+0,6 V) varia o potencial ficando
mais positivo com o aumento da velocidade demonstrando também ser um processo
irreversivel. Os picos anodico (+0,35 V) e catédico (+0,19 V) das ION ndo apresentam varia¢éo
do potencial de pico com o aumento da velocidade, e tem uma diferenca de potencial de pico
anodico e catddico de 0,16 V sendo considerado portanto, um processo quase-reversivel.”

Na Figura 28b é mostrada a relagdo entre densidade de corrente de pico de oxidacao
(Jpa) € @ velocidade de varredura (v) para o pico em +0,6 V da interacdo entre ION e NiTsPc. A
relacdo obtida foi linear com r?=0,991, mostrando, portanto, que é um processo controlado por
transferéncia de carga e ndo por difusdo. A tentativa de ajuste com um modelo de difuséo,
linearidade da relagéo Jpavs V2, resultou num coeficiente de determinagéo inferior, r? =0,939,

confirmando o modelo de transferéncia de carga.
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Para o célculo do numero de elétrons envolvidos nessa etapa de oxidagéo,
primeiramente realizou-se o calculo do coeficiente de transferéncia de carga (o) através do
gréfico de Tafel apresentado na Figura 28c. Esse grafico é representado pelo potencial (Ea)
versus log J e referente a parte inicial da curva de oxidacdo do pico em +0,6 V realizado na

velocidade de 50 mV s™. O valor de o é entdo calculado pela equacio 5:

_ 2,303RT

b (1-a)F ®)

em que, b é a inclinacdo do grafico de Eaem funcéo de log Ja, cujo valor foi de 2,227 (equacéo
inserida na Figura 28¢), R ¢ a constante universal dos gases (8,31 J K mol ™), T é a temperatura
(298 K) e F € a constante de Faraday (96500 C mol1). O valor de a encontrado é 0,973.14 A
inclinacdo da reta de Epavs Inv (Figura 28d) € igual a 2,303RT/anF em que n é o numero de

elétrons envolvidos na reagdo que foi 1 para a transferéncia de carga entre ION e NiTsPc.*#’
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Figura 28- (a) Voltamograma ciclico do eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10 em tampé&o acetato de
sodio 0,1 mol L, pH 4,5 adquiridos nas velocidades de varredura de (i) 10 (ii) 25 (iii) 50 (iv)
75 e (v) 100 mV s (b) Variagdo da densidade de corrente de pico anddico (Jpa) em funcio da
velocidade de varredura (v) (c) Grafico de Tafel na velocidade de 50 mV s (d) Dependéncia

do potencial de pico (Epa) em relagéo a In v.
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Para que ocorra a transferéncia de carga entre ION e NiTsPc é necessario o contato das
duas espécies, isso foi avaliado atraves da comparacéao de eletrodos de ITO(ION/NiTsPc)-10 e
ITO(PDAC/PSS/ION/NiTsPc)-10, os polimeros isolantes entre as camadas provocou 0
desaparecimento do pico em +0,6 V, que nos voltamogramas de pulso diferencial foi deslocada
para um potencial em torno de +0,5 VV como mostrado na Figura 29a, enquanto que o pico da
NiTsPc em torno de +0,9 V é bem maior para o filme com os polimeros, ou seja, embora a

148 ¢ suficiente para evitar o

espessura de uma bicamada de PDAC/PSS seja inferior a 5 nm
estabelecimento da ponte oxo e a transferéncia de carga entre ION e NiTsPc, assim mais
moléculas desta fica disponivel para oxidacdo. Além disso, a presenca dos polimeros provocou
menor eficiéncia na oxidagdo do EE2 como pode ser verificado na Figura 29b, essa oxidagéo,

portanto, é dependente do contato de ION e NiTsPc.
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Figura 29- Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com os eletrodos de ITO modificados
com (ION/NiTsPc)-10 e (PDAC/PSS/ION/NiTsPc)-10 em (a) eletrélito de suporte tampédo
acetato de s6dio pH 4,5 e (b) em solugio de EE2 na concentragio de 50 pmol L usando tamp&o
acetato de sodio pH 4,5 como eletrolito de suporte, amplitude de pulso de 50 mV e velocidade

de varredura de 10 mV s,
67



Os voltamogramas ciclicos registrados com o eletrodo (NiTsPc/ION)-10 em tampé&o
acetato de sodio 0,1 mol L, pH 4,5 com 20 pmol L de EE2 adquiridos em diferentes
velocidades sdo apresentados na Figura 30. Nota-se que a oxidacdo do EE2 é irreversivel
(Figura 30a) e controlada por transferéncia de carga e difusio, pois, o valor de r?= 0,979, foi o
mesmo para a relagio Jpa Vs v e para Jpa Vs V2 este apresentado na Figura 30b. O coeficiente de
transferéncia de carga é 0,59 e o0 nimero de elétrons evolvidos na rea¢éo de oxidacéo do EE2 é
2 e foram calculados conforme o procedimento apresentado anteriormente, o grafico de Tafel e
de Epa em funcgéo de Inv sdo apresentados nas Figuras 30c e 30d. Este numero de elétrons esta

de acordo com o apresentado na literatura.?>%
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Figura 30-(a) Voltamograma ciclico eletrodo ITO(ION/NiTsPc)-10 em tampdo acetato de
sddio 0,1mol L%, pH 4,5 com 20 pmol L de EE2 adquiridos nas velocidades de varredura de
(i) 50 (ii) 75 (iii) 125 (iv) 175 (v) 200 mV s™.(b) Variacdo da densidade de corrente de pico
anodico (Jpa) em funcdo da velocidade de varredura (v). (c) Grafico de Tafel na velocidade de

50 mV s*. (d) Dependéncia do potencial de pico (Epa) em relagdo a In v.

O mecanismo de oxidacio do estradiol (E2) foi proposto por Ngundi et al.!*°. Como a
estrutura do EE2 é similar a do E2, diferindo apenas por um grupo funcional ligado ao anel de
ciclopentano, especificamente em C17 (um grupo hidroxila para o E2, e hidroxila e etinil para
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0 EE2)?, sugere-se que ambos oxidam pelo mesmo mecanismo apresentado na Figura 31, em
que mostra oxidacdo inicial do etinilestradiol produzindo um radical fenoOxi, este é
posteriormente oxidado a um ion fenoxdnio, seguido por uma reacao quimica, para formar uma
cetona, e isso resulta em um mecanismo de reacdo EC-EC (eletroquimico-quimico-

eletrogquimico-quimico).

Figura 31- Mecanismo de reacéo de oxidagao do EE2.1%

A influéncia do potencial inicial de varredura e da Ultima camada do eletrodo
ITO(NiTsPc/ION)-10 também foi estudada para se obter mais detalhes da oxidagdo
eletroquimica do EE2 nessa superficie. Com experimentos de VPD realizados com o eletrodo
apenas no eletrolito de suporte acetato de sodio 0,1 mol L, pH 4,5 com diferentes potenciais
iniciais de varredura, observou-se que o pico em +0,5 V referente a transferéncia de carga entre
ION e NiTsPc é depende do potencial inicial de varredura. Por exemplo, na Figura 32a, é
observado que ao iniciar a varredura do potencial em +0,37 V, o sinal em +0,5 V ndo aparece.
Por outro lado, quando a varredura € iniciada em -0,2 V, o pico referente a transferéncia de

carga aparece. O mesmo € observado para a oxidacdo do EE2 (Figura 32b). A densidade de
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corrente de pico para a varredura iniciada em +0,37 V (curva vermelha) € bem menor que aquela
obtida com a varredura de potencial iniciada em -0,2 V (curva preta). Contudo, quando a
varredura do potencial é iniciada em -0,6 V (curva azul), ha a transferéncia de carga entre ION
e NiTsPc, mas a corrente de oxidacdo do EE2 é a menor de todas. Desse modo, sugere-se que
para haver a oxidagédo eficiente do EE2 com o eletrodo desenvolvido, as ION devem ser
previamente oxidadas, 0 que ocorre quando a varredura de potencial é iniciada em -0,2 V.
Entretanto, o potencial inicial ndo pode ser tdo negativo, pois nesse caso ha também a reducéo

parcial das ION.
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Figura 32- Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com o eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10

(@) em eletrdlito de suporte tampédo acetato de sodio pH 4,5 e (b) em solugdo de EE2 na
concentracdo de 50 umol L usando tampao acetato de sodio pH 4,5 como eletrdlito de suporte,
amplitude de pulso de 50 mV e velocidade de varredura de 10 mV s iniciando a varredura em

diferentes potenciais.
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Nos voltamogramas da Figura 33 fica evidente que quando o eletrodo é terminado com
ION, a densidade de corrente de pico é cerca de 15% maior do que quando terminado com
NiTsPc. Como o pKa do EE2 é 10,4, a hipotese de interacdo eletrostatica com as cargas
positivas das ION foi descartada, ja que no pH em que as medidas foram realizadas as moléculas
de EE2 permanecem protonadas. No entanto, € proposto que as moléculas de EE2, por meio
dos grupos hidroxila se ancorem as ION por ligacdo de hidrogénio com grupos oxihidroxidos
ndo protonados e sdo oxidadas conforme a seguinte reacao:

Fe'OOH + EE2 + 2H* — Fe'' + EE2* +2H20
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Figura 33- Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com o eletrodos de (NiTsPc/ION)-10

com Ultima camada de NiTsPc em (i) e de ION em (ii) na solucdo de EE2 com concentracdo de
50 pmol L usando tampdo acetato de sodio pH 4,5 como eletrélito de suporte, amplitude de

pulso de 50 mV e velocidade de varredura de 10 mV s™.

5.4.1 Espectroscopia de impedancia eletroguimica

Os efeitos da modificacéo dos eletrodos na oxidacdo do EE2 foram também avaliados
usando espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS), técnica que pode fornecer
informacdes sobre as propriedades eletronicas do eletrolito, da superficie do eletrodo e da regido
da dupla camada em sistemas eletroquimicos.’®> A Figura 34a mostra os espectros de EIS
(gréfico de Nyquist) para os eletrodos de ITO sem filme e com os filmes (PSS/ION)-10,
(PDAC/NITsPc)-10, (NiTsPc/ION)-10 em EE2 com potencial de cela igual ao potencial de

oxidagéo do EE2 (+0,7 V). Observa-se que somente para o eletrodo ITO(PDAC/NiTsPc)-10 o
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espectro mostra a regido de transferéncia eletronica controlada por cinética, representada pelo
semicirculo em altas frequéncias e a regido controlada por difusdo, representada pela reta em
baixas frequéncias, indicando assim que nesse eletrodo o processo de transferéncia eletronica é
mais lento que nos demais.”*

Os dados experimentais de EIS foram ajustados com o circuito equivalente de Debye
(Figura 34b), para assim se obter valores de resisténcia da solu¢do (R1) que dependem da
concentracdo e da condutividade do eletrolito, capacitancia da dupla-camada (C1) que €
influenciada pela concentracéo do eletrélito e a area de superficie do eletrodo, a resisténcia de
transferéncia de carga (R2) e a capacitancia de adsorcdo (Cz) que representam a transferéncia
de carga devido a reagdes faradaicas na superficie do material do eletrodo®®3, Para esse ajuste 0
erro estimado ficou entre 2,2% e 19,7%. Os valores de R1 variaram em torno de 5% com média
151 Q, essa baixa varia¢do era esperada ja que o mesmo eletrolito (tampéo acetato de sodio,
pH 4,5) foi utilizado para todos 0s experimentos.

A Figura 34b evidencia a diminuicéo de R2 ap6s a modificagdo do eletrodo de ITO, com
valores de 55 x 10° ohm (ITO); 3,7 x 10° ohm ((PSS/ION)-10); 5,6 x 10? ohm
((PDAC/NIiTsPc)-10); e 5,1 x 10% ohm ((NiTsPc/ION)-10), destacando-se que 0 Rz do ITO sem
filme é aproximadamente 1000 vezes maior que para o ITO com (NiTsPc/ION)-10. O menor
valor de R foi para o filme de (PDAC/NiTsPc)-10, provavelmente o menor valor ndo foi para
0 eletrodo (NiTsPc/ION)-10 devido como ja mencionado a oxidacdo do EE2 nessa superficie é
dependente da transferéncia de carga entre o ION e NiTsPc que ocorre em potencial de +0,5 V
valor menor que o potencial de cela usado para os experimentos de EIS (+0,7 V). Além disso,
o filme que menos diminuiu Rz foi (PSS/ION)-10, apesar das ION aumentar a area superficial
do eletrodo elas tem um comportamento intermediario entre semicondutor e isolante, enquanto
gue metaloftalocianinas sao consideradas como bons semicondutores mostrando a temperatura
ambiente uma mobilidade eletronica de cerca de 0,001 cm? V! s (CuPc).*

Ao contrario de Rz, os valores de C; e C, tendem a aumentar com a deposicdo de
(NiTsPc/ION)-10 no ITO como mostra a Figura 34c, C, por exemplo que representa a camada
isolante formada pela adsor¢do de produtos da oxidacdo de EE2 no eletrodo é maior para o
(NiTsPc/ION)-10 (C2= 53,9 uF), do que para o ITO (Co= 11,2 pF). O filme (NiTsPc/ION)-10
aumenta a area de superficie do eletrodo e fornece mais locais para interacdo com EE2 e seus
subprodutos oxidados. E, portanto, demonstrado que a combinac&o de ION e NiTsPc no mesmo

eletrodo é fundamental para a oxidacdo adequada de EE2.
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Figura 34- Espectros de impedancia eletroquimica para oxidagdo de EE2 (50 umol L7)
realizada com ITO, ITO(PSS/ION)-10, ITO(PDAC/NiTsPc)-10 e ITO(NiTsPc/ION)-10 com
tampdo acetato de sodio, pH 4,5 como eletrolito de suporte, na frequéncia de 100 MHz a 0,1
Hz e potencial de cela de +0,7 V, a figura inserida mostra os espectros em alta frequéncia. (b)
Resisténcia de transferéncia de carga (R2), (c) capacitancia da dupla-camada (C1) e de adsor¢édo

(C>) determinada para cada eletrodo através do circuito inserido na Figura 34c.

Os espectros de EIS mostrados na Figura 35a apresentam o efeito dos diferentes
numeros de bicamadas de NiTsPc/ION na eletroxidagdo do EE2. Os dados experimentais foram
ajustados com o circuito da Figura 34b. O grafico inserido mostra que R2 cai abruptamente logo
apos a deposicao da primeira bicamada e permanece mais ou menos constante depois. Para
substrato de ITO, Rz = 5,5 x 10° ohm e para ITO(NiTsP¢/ION)-10, R2=5,5 x 10* ohm. O valor
R2 mais baixo (3,3x10% ohm) foi alcancado com 5 bicamadas. Os resultados de capacitancia
apresentados na Figura 35b mostram que a partir de 1 bicamada os valores tendem a aumentar,

com excecéo para o filme com 7 bicamadas.
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Figura 35- (a) Espectros de impedancia eletroquimica para a oxidagdo de EE2 (50 umol L)
em eletrodos de 1 a 10 bicamadas de NiTsPc/ION com tampéo acetato de sédio, pH 4,5 como
eletrolito de suporte, na frequéncia de 100 MHz a 0,1 Hz e potencial de cela de +0,7. O grafico
inserido mostra a resisténcia de transferéncia de carga (R2) versus o niumero de bicamadas. (b)

Capacitancia da dupla-camada (C1) e de adsorg¢do (C2) em funcdo do nimero de bicamadas.

Diante dos resultados eletroquimicos discutidos até aqui, pode-se concluir que no
eletrodo de ITO(NiTsPc/ION), as moléculas de NiTsPc tem o papel simultdneo de
eletrocatalisadoras e condutoras de cargas, enquanto que as ION sdo responsaveis pela
ancoragem e oxidacdo de EE2, além disso, 0 complexo de transferéncia de carga ION-NiTsPc

conduz elétrons atraveés do filme supramolecular até atingir o substrato ITO.
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Nos proximos topicos serdo apresentados os resultados da otimizacéo do eletrodo com
NiTsPc/ION e da metodologia para a quantificagdo de EE2.

5.5 Otimizacéo do eletrodo de NiTsPc/ION

A deteccdo do EE2 foi avaliada para eletrodos com NiTsPc e diferentes nanoparticulas
de o6xido de ferro denominadas np-Mgm, np-Mgn e ION na concentragdo de 6,4 g L*,
depositados em substrato ITO e SPCE. Na Figura 36a é evidenciado que todos os eletrodos,
foram capazes de oxidar o EE2, com potencial de pico anddico em aproximadamente +0,7 V,
para os eletrodos com substrato de ITO e potencial de pico em torno de +0,34 V para o0 SPCE
e 0 SPCE(NiTsPc/np-Mgn)-10, nota-se que Jpa quando usado SPCE € maior do que quando esse
substrato € modificado com as bicamadas de NiTsPc/np-Mgn, quando esse eletrodo foi
modificado com apenas uma bicamada por gotejamento e secagem dos materiais esse mesmo
comportamento foi observado, diferentemente do substrato ITO que se torna mais eficiente na
oxidacdo do EE2 ap6s a modificacéo.

Como ¢é apresentado no grafico inserido na Figura 36a, Jpa € maior para o eletrodo de
ITO(NiTsPc/np-Mgn)-10 com valor de 12,24 uA cm, porém, para 7 medidas consecutivas
realizando condicionamento do eletrodo (0,6 V por 30 s) o pico de oxidacdo do EE2 variou
22,65 %, valor 8 vezes maior se comparado com o coeficiente de variagdo das medidas quando
utilizado o eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10 que foi de 2,85 %, diante desses resultados, as ION
foram escolhidas para o preparo dos eletrodos a serem usados na deteccdo do EE2.

Na Figura 36b pode-se comparar voltamogramas de eletrodos ITO(NiTsPc/ION)-10
preparados com dispersdes de ION em diferentes concentragdes, quando usado ION 1g L o
Jpa para a oxidacéo de EE2 é 12,87 uA cm2 e para ION 6,4 g L™ 0 Jpa € 13,16 A cm™, ou seja,
uma baixa variacdo que ndo justificaria o uso de ION mais concentrada aumentando assim o
custo do eletrodo.

A oxidacdo do EE2 em eletrodos preparados com diferentes tempos de imersdo do
substrato ITO na dispersdo de ION e na solucdo de NiTsPc, também foi avaliada, como mostra
a Figura 36¢c com 3 minutos de imerséo o sinal atingiu 0 seu maximo, os tempos de 30 s, 1 min
e 2 min ndo foram suficientes para a efetiva adsor¢do dos materiais no 1TO, refletindo assim
em menores valores de Jpa que € dependente da quantidade de ION e NiTsPc no eletrodo como
mostrado na Figura 36d, em que avaliou-se o efeito do numero de bicamadas (n) de

(NiTsPc/ION) depositadas no ITO, para isso eletrodos com n=1,3,5,10,15 e 20 foram testados.
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Neste estudo é observado que em concentragdo fixa de EE2, a Jpa aumenta até 15
bicamadas, evidenciado assim a atividade eletrocatalitica desses materiais. Esse aumento de Jpa
foi linear em funcdo do nimero de bicamadas (grafico inserido na Figura 36d), com equacéo
Jpa=-0,25 + 1,25n, r?=0,994. Apesar do eletrodo com 15 bicamadas apresentar maior densidade
de corrente optou-se pelo uso do eletrodo de 10 bicamadas que tem um tempo de preparo cerca
de 30 minutos menor e, portanto um menor custo.

Diante disso, o eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10 preparados com ION 1g L™ e com

tempo de imerséo do substrato nos materiais de 3 min foi escolhido para as proximas etapas.
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Figura 36- Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com (a) ITO(NiTsPc/Mgm)-10 (i),

ITO(NiTsPc/ION)-10 (ii), ITO(NiTsPc/Mgn)-10 (iii), SPCE (iv) e SPCE(NiTsPc/Mgn)-10 (v),

(b) ITO(NiTsPc/ION)-10 preparados com ION 1 g LY e 6,4 g L, (c) com tempos de imersio

de 30 s, 1 min, 2 min, 3 min, 5 min e 10 min e (d) com 1, 3, 5,10, 15 e 20 bicamadas em EE2

na concentragio de 10 pmol L com tamp?&o acetato de sddio pH 4,5 como eletrélito de suporte,

amplitude de pulso de 50 mV e velocidade de varredura de 10 mV s™.
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5.6 Otimizacéao das condigdes experimentais para quantificagdo do EE2

5.6.1 Escolha da técnica eletroanalitica

As técnicas de VPD e VOQ séo bastante utilizadas em aplicagdes analiticas, por serem
mais sensiveis que outras tecnicas voltamétricas, devido aos efeitos da corrente capacitiva
serem minimizados ao registrar a corrente em dois momentos da aplicacdo do pulso.

Sendo assim, essas duas técnicas foram testadas na oxidacdo do EE2 na concentracéo
de 10 pumol Lt com o eletrodo de (NiTsPc/ION)-10, utilizando tamp&o acetato de sodio, pH 4
como eletrélito de suporte. Para as duas técnicas utilizou-se a mesma velocidade de varredura
que foi de 10 mV s e a mesma amplitude de pulso, 50 mV. Na Figura 37 observa-se que a
técnica VPD foi mais sensivel, apresentando um pico com maior densidade de corrente e com
melhor resolucdo sendo portanto, escolhida para a determinacéo de EE2.

A VOQ é uma técnica com maior eficiéncia para reacbes com uma cinética mais rapida.

No entanto, a oxidacdo do EE2 é um processo irreversivel e mais lento.”
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Figura 37- Comparagdo entre as técnicas de voltametria de pulso diferencial (VPD) e

voltametria de onda quadrada (VOQ) na oxidagdo do EE2 na concentragéo de 10 umol Lcom
o eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10, utilizando tamp&o acetato de sodio, 0,1 mol L%, pH 4 como
eletrolito de suporte em velocidade de varredura de 10 mV s e amplitude de pulso de 50 mV.

5.6.2 Efeito do pH na oxidagio de EE2

Na Figura 38 é mostrada a influéncia do pH, avaliado em tamp&o RB 0,1 mol L7,

variando o pH no intervalo de 2,0 a 6,0. Observa-se que a densidade de corrente de pico anddico
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aumenta com a diminuicdo do pH até 4,0, o qual foi escolhido para os experimentos
subsequentes.

Outros autores observaram o sinal mais alto para oxidacio do EE2 em pH 8 ou 10,'%1%
isso devido & medida que o pH aumenta ficando préximo ao pKa do EE2 que € 10,46, o fenol
é convertido em fenolato e a oxidacdo deve ser facilitada. Contudo, para o eletrodo em estudo
a ION ¢é mais estavel em pH 4. Em pH < 4, os ions de Fe?* da superficie sdo dessorvidos como
aquo-complexos, enguanto que em pH béasico as nanoparticulas sdo desprotonadas e
desprendem-se do filme. Portanto, em ambos os limites de pH, ocorre degradacédo do eletrodo
e consequente diminuigéo de sensibilidade.

Ainda na Figura 38 observa-se que o potencial de pico (Epa) diminui linearmente com o
pH na faixa de 2 a 4,5, indicando que a reacao de oxidacdo do EE2 é realmente mais favoravel
em meio alcalino. A relacdo entre Epa vs pH na faixa entre 2,0 e 4,5 é ajustada pela seguinte
equagio: Epa = 0,901 - 0,031 pH (r*> = 0,997).
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Figura 38- Influéncia do pH na densidade da corrente de pico anddico (e) e potencial de pico
anddico (m) para a oxidagdo de 10 umol L do EE2 usando tamp&o RB na concentragdo de 0,1
mol Lt como o eletrélito de suporte, adquirido com o eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10 em

velocidade de varredura de 10mV s e amplitude de pulso de 50 mV.

5.6.3 Eletrdlito de suporte e condicionamento do eletrodo

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando diferentes eletrolitos de suporte
em pH 4,0, para a escolha do mais adequado. Como mostrado na Figura 39a, a melhor resposta

foi obtida com o tampé&o de acetato de sddio e o sulfato de sédio com maiores densidades de
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corrente de pico, porém como mostrado na Figura 39b, utilizando o acetato de sodio o pico
ficou com melhor resolucéo e linha de base mais definida. Portanto, este foi o eletrélito de

suporte selecionado para as proximas medidas de EE2.
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Figura 39-(a) Densidade de corrente de pico anddico e (b) Voltamogramas de pulso diferencial
para 10 pmol L de EE2 oxidado com o eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10 em diferentes eletrolitos

de suporte com amplitude de pulso 50 mV e velocidade de varredura de 10 mV s,

A oxidacéo eletroquimica do EE2 é acompanhada pela adsor¢do de seus produtos de
oxidacéo; existe um envenenamento da superficie do eletrodo com diminui¢éo dos sitios ativos
disponiveis para a reagdo e, consequentemente, a diminui¢do do sinal analitico. Esse é um
resultado tipico da oxidag¢&o de moléculas organicas aromaticas, sendo atribuido & formacao de
dimeros, polimeros e quinonas, semicondutores ou isolantes. A acumulacdo desses produtos
reduz a velocidade de transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo, provocando a reducéo
da densidade de corrente de pico.>01%
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Na Figura 40a é mostrada a dependéncia da densidade de corrente de oxidagdo do EE2
em fungdo do potencial de recondicionamento do eletrodo no eletrdlito, para um tempo fixo de
60 s. Observa-se que a maior densidade de corrente € obtida com o potencial de -0,6 V. Esse
potencial deve ser suficiente para a reducdo dos coprodutos de oxidacdo do EE2. O efeito do
recondicionamento nessas condi¢des fica mais claro no grafico da Figura 40b. A densidade de
corrente para a segunda medicdo, realizada sem qualquer recondicionamento do eletrodo, € bem
menor que a da primeira medi¢do. Contudo, o recondicionamento do eletrodo (polarizacéo

constante do eletrodo em -0,6 V por 60 s no eletrolito suporte) reestabelece a resposta obtida
na primeira medicéo.

21
"
20 Y a
L .l \
_19r FE
I I : :
v 18} ! \
sob i
17 \
< -
216 RS
|
—15F . ~
B \... I‘
14 “m, o
13+ -
-08 -06 -04 -02 00 02 04
E vs Ag/AgCl (V)
35
r —— 1° leitura
30F ——2° leitura b
55 | —— Apds o condicionamento

-02 00 02 04 06 08 1,0
E vs Ag/AgCl (V)

Figura 40- (a) Densidades de corrente de pico de oxidacdo do EE2 em funcdo do potencial de

condicionamento e (b) Voltamograma de pulso diferencial da primeira leitura, segunda leitura

e ap6s a realizacdo do condicionamento por 60 segundos a -0,6 V do eletrodo
ITO(NiTsPc/ION)-10 em EE2 na concentragio de 10 pmol L™ em tamp&o acetato de sddio pH

4,0, com amplitude de pulso de 50 mV e velocidade de varredura de 10 mV s
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5.6.4 Velocidade de varredura e amplitude de pulso

A influéncia dos parametros de VPD sobre a oxidagdo do EE2 foram avaliados, como a
velocidade de varredura e a amplitude de pulso. Esses parametros sdo fundamentais para a
otimizacao do método de deteccdo, visando maior velocidade, sensibilidade, resolucéo e largura
de pico. A velocidade de varredura foi verificada na faixa de 5a 50 mV s™.

A velocidade de varredura de 30 mV s™ apresentou maior densidade de corrente de pico
de oxidacdo como ilustrado na Figura 41a. Além disso, nessa velocidade ndo houve aumento
da largura a meia altura do pico (W1). Quanto maior a largura do pico maior seré a influéncia
na quantificacdo do EE2 em amostras, devido a dificuldade na separacdo de picos de possiveis
interferentes. Nenhuma deformacdo do pico foi observada como mostra a Figura 41b para
medidas realizadas com amplitude de pulso de 50 mV.

Na VPD, este parametro assume valores baixos quando comparada a VC, para que o
potencial da rampa ndo mude significativamente durante a aplicacéo do pulso.™® A detecgéo de
EE2 com DPV foi relatada na literatura em velocidades de 10 mV s usando eletrodo de
carbono vitreo (GCE) modificado com compdsito de 6xido de grafeno reduzido’ e 20 mV s*
com eletrodo GCE modificado com nanotubos de carbono e pontos quanticos de carbono.®
Portanto, analise mais rapida é possivel com o eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10.

A Figura 41c mostra o efeito da amplitude do pulso que foi estudada na faixa de 25 a
150 mV com velocidade de varredura de 30 mV s, A densidade de corrente de pico anddico é
maior para a amplitude de pulso de 100 mV, porém, ocorre um aumento consideravel da largura
a meia altura dos picos em amplitude de pulso superior a 25 mV.

A largura do pico a meia altura aumenta a medida que a amplitude de pulso aumenta,
porque o comportamento diferencial pode ser visto através de uma maior faixa de potencial.
Normalmente, ndo se utiliza amplitudes de pulso acima de 100 mV, pois ocorre a perda de
resolugdo do pico como apresentado na Figura 41d.”* Portanto, a amplitude de pulso escolhida
foi de 50 mV, na quantificacio de EE2 este é o valor geralmente utilizado.’®:801%8

A amplitude de pulso (AE) também estd relacionada com o potencial de pico de
oxidacdo (Ep) atraves da equacdo 7.

AE
Ep =Ep- > (7)

O potencial E, se desloca para menores potencias quando a amplitude de pulso aumenta.” Este

comportamento é observado na Figura 41d.
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Figura 41- Densidade de corrente de pico anddico e largura a meia altura do pico (W12) em
funcdo da (a) velocidade de varredura e (c) da amplitude de pulso. Voltamogramas de pulso
diferencial para diferentes (b) velocidades de varredura e (d) amplitudes de pulso obtidos com
o eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10 em solugdo de EE2 na concentragdo de 10 pmol L usando

tampao acetato de sodio pH 4,0 como eletrdlito de suporte.

5.6.5 Potencial e tempo de acumulacéo

Com o objetivo de aumentar a sensibilidade do método realizou-se medidas com
diferentes potenciais de acumulagéo por 30 segundos. A Figura 42a mostra que, nos potenciais
de -0,8 a +0,4 V a densidade de corrente de pico diminui em comparacdo a medida sem
aplicacdo de potencial de acumula¢do (Ea). Com 0 Eac de +0,3 V avaliou-se também a
influéncia do tempo de acumulacéo apresentado na Figura 42b. Observa-se que mesmo com 0
aumento do tempo, a densidade de corrente de pico ndo aumentou em fungdo da medida sem

aplicacédo de Exqc.
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Figura 42-(a) Densidade de corrente de pico anddico em funcgéo do (a) potencial de acumulacéo

aplicado por 30 segundos (b) tempo de acumulacdo com potencial aplicado de 0,3 V no eletrodo

de ITO(NiTsPc/ION)-10 em solugio de EE2 na concentragiio de 10 umol L, usando tamp&o

acetato de sodio pH 4,0 como eletrolito de suporte, amplitude de pulso de 50 mV e velocidade
de varredura de 30 mV s,

Nas técnicas voltamétricas que se baseiam na acumulacdo do analito no eletrodo de
trabalho, em geral é necessario que o analito adsorva na superficie do eletrodo com ou sem
aplicacdo de Eac (voltametria adsortiva) ou que o analito reduza na superficie do eletrodo para
sua posterior redissolugdo (voltametria de redissolugdo anédica)’®, como mostrado na Figura
43 mesmo sem aplicacdo Eac por 180 s e homogeinizacao da solu¢do com purga de nitrogénio

ndo é observado um aumento do sinal, além disso, observa-se portanto que o oxigénio ndo
influéncia nas medidas, ndo sendo assim necessaria essa etapa.
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Figura 43- Voltamograma de pulso diferencial antes e apds a purga com N2 por 180 segundos,
registrados com eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10 em solucdo de EE2 na concentracdo de 10
umol L1, usando tamp&o acetato de sddio pH 4,0 como eletrdlito de suporte, amplitude de pulso

de 50 mV e velocidade de varredura de 30 mV s
A Tabela 7 apresenta portanto, as condi¢bes experimentais otimizadas, que foram
usadas na validacdo da metodologia de determinacdo do EE2 com o eletrodo de

ITO(NiTsPc/ION)-10.

Tabela 7- Pardmetros experimentais de voltametria de pulso diferencial.

Parametros Condigdes experimentais
Potencial inicial de varredura -0,2V
Eletrolito de suporte Tampdo acetato de sédio, pH 4,0 e sem purga de N2
Condicionamento do eletrodo -0,6 V por 30 segundos
Velocidade de varredura 30 mv st
Amplitude de pulso 50 mV

5.7 Validacgédo da metodologia

A validagdo da metodologia proposta, realizada de acordo com o documento de
orientagdo sobre validacdo de métodos analiticos do INMETRO? ¢é apresentada neste topico.
A repetibilidade das medidas foi estimada através da realizagdo de experimentos de VPD com
oxidagdo de 10 pmol L de EE2 no eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10, usando o 0s pardmetros

voltametricos otimizados e descritos anteriormente. A Figura 44a fornece os voltamogramas
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para sete medidas consecutivas, o coeficiente de variacdo foi de 2,85%, valor aceitavel de
acordo com a AOAC (sigla do inglés Association of Official Analytical Chemists) que
determina um valor maximo de coeficiente de variagio de 11% para a concentragio estudada.'™
Na Figura 44b, verifica-se que a densidade da corrente de pico de oxidacdo diminuiu com o
namero de medidas, até onze medidas com um eletrodo sdo possiveis obtendo um coeficiente
de variagdo aceitavel, mostrando ser um método preciso.

A precisdo intermediaria foi avaliada com trés eletrodos de (NiTsPc/ION)-10 fabricados
da mesma maneira e no mesmo dia, com coeficiente de variacao de 6,99% para a densidade de
pico de oxidagdo de EE2. Esse valor aumentou para 9,04% quando o sinal analitico de trés

eletrodos de (NiTsPc/ION)-10 fabricados em dias diferentes foram comparados.
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Figura 44- (a) Voltamograma de pulso diferencial de 7 medidas consecutivas EE2 na
concentracio de 10 umol L adquirido com o eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10 usando tamp&o
acetato de sodio pH 4,0 como eletrdlito de suporte, velocidade de varredura de 30 mV s e
amplitude de pulso de 50 mV, (b) Densidade de corrente de pico anddico em funcao do nimero
de medidas.

A faixa linear de trabalho na quantificacdo de EE2 com o eletrodo de (NiTsPc/ION)-10
foi investigada realizando-se VPD na faixa de concentragdo de 0,07 a 33,7 umol L. A resposta
analitica mostrada no grafico inserido na Figura 45a foi linear na faixa de 0,07 a 3,3 pmol L
com equacdo de regressdo linear Jpa = 0,024 + 0,308 [EE2] e r? = 0,998. Outra regido linear
também foi observada, na faixa de 3,3 a 11,3 pmol L™ com equacio Jpa = 0,543 + 0,147 [EE2],
r> = 0,998. Os voltamogramas da Figura 45 séo referentes as concentracdes de EE2 das regides
lineares.

Portanto, fica evidente que o aumento da concentracdo de EE2 e o nUmero de medidas

realizadas provoca a degradacéo parcial do eletrodo, em que algumas ION s&o erodidas durante
85



as varreduras de potencial sucessivas e a area eletroativa do eletrodo € diminuida, caindo a
inclinagéo da reta e significando assim a diminui¢do da sensibilidade do eletrodo nessas
condicdes. A Figura 45b mostra os resultados de VPD para maiores concentracdes de EE2,
destinados a observar a regido de saturacdo, um novo eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10 foi
usado na faixa de concentragdo de 10 a 46 umol L%, um intervalo linear de 10 a 30 umol Lt
com equacao Jpa = -0,21 + 0,25 [EE2] e r? = 0,997 é observado no grafico inserido na Figura

45bh.
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Figura 45- (a) Voltamograma de pulso diferencial do EE2 nas concentragdes de (i) 0,07; (ii)
0,5; (iii) 0,9; (iv) 1,7; (v) 3,3; (vi) 4,9; (vii) 6,5; (viii) 8,1; (ix) 9,7; (x) 11,3 umol L* e (b) nas
concentragdes de (xi) 10; (xii) 14; (xiii) 22; (xiv) 26; (xv) 30 pmol L adquiridos com eletrodo
de ITO(NiTsPc/ION)-10 usando tampdo acetato de sodio pH 4,0 como eletrélito de suporte,

velocidade de varredura de 30 mV s e amplitude de pulso de 50 mV.
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Para concentragdes de EE2 superiores a 30 pmol L, a densidade de corrente de pico
aumenta de forma n&o linear, atingindo um valor constante, 0 que sugere a saturacdo do
processo de adsorcdo de EE2 na superficie do eletrodo?>!®, embora seja realizado o
condicionamento do eletrodo o sinal diminui apos a concentragdo de 38 pmol L1, Portanto, a
linearidade é observada na faixa de concentragio de 0,07 a 30 pmol L.

O limite de deteccéo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) obtidos a partir das razbes
3Sw/b e 10Sw/b, respectivamente, em que Sp é 0 desvio padrdo de 7 medidas do brancoe b é a
inclinacéo da curva analitica®® foram LD = 7,8x10° e LQ = 2,4x10® mol L.

Tanto a faixa linear de trabalho quanto o LD obtidos com o eletrodo (NiTsPc/ION)-10
sdo comparaveis aqueles exibidos por outros eletrodos relatados na Tabela 8. No entanto, vale
a pena mencionar que a maioria dos eletrodos relatados sdo compostos por materiais mais caros
e, em muitos casos, ndo mostram o mesmo desempenho para varias medidas que o eletrodo
ITO(NiTsPc/ION)-10 apresenta. A Tabela 8 também relata o tempo de preparo dos eletrodos,
quando disponiveis.

Tabela 8- Comparacdo de limites de detecc¢do e faixa linear de trabalho de diferentes eletrodos

modificados para a quantificacdo de EE2.

Eletrodo e tempo de preparo Técnica LD (mol L)  Faixa linear (mol L)
GCE/rGO/Ru0,"® VPD 2,0x107° 5,5x10% a 1,2x10°®
HRP-EE2-anti-E2/AgNPs/ SiO2/
GO/GCE®®; uma noite

Amp 2,2x1071° 3,4x101%a 1,7x107

HMDE?6° VPD 1,6x107° 6,7x10° a 3,3x1077

MWCNTs/GCE/MPs/anti-EE2% VOQ 3,4x1014 1,2x10%3 a 2,4x10°%0
CPB/CPE™ LSV 3,0x10°8 5,0x10% a 2,0x107
Chi/CNTs?’; 0,65 h VOQ 9,0x107® 5,0x10% a 2,0x10°
BDD?! VOQ 2,4x107 7,9x107 a 5,2x10°®

PVP/Chi/rGO_Lac'®? Amp 1,5x10713 2,5x10 a 2,0x101*
GCE/SWCNT/C-dot/Lac® VPD 4,0x10° 5,0x10% a 7,0x10°®
AgNP-SAE-CTAB® SCV 1,03x107’ 6,4x107a 7,8x10®

GCE/MWCNT/CoPc!?: 2.2 h VOQ 2,2x10°® 2,5x10° a 9x10°
Pd/g-C3N4-CNTs/GCE® VPD 5,00x1077 2,0x10° a 1,5x10*
Au/Fes0s@TA/MWNT/GCES VPD 3,3x10°° 1,0x10%a 1,2x10*
Este trabalho; 1 h VPD 7,8x10° 7x10® a 3x10°
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5.7.1 Estudos de interferéncia e aplicacdo analitica

A interferéncia de alguns compostos organicos na oxidacdo do EE2 foi avaliada com o
sinal analitico sendo observado na presenca de trés tipos de estrogénios estruturalmente
semelhantes, como E1, E2 e E3 (ver Figura 1), além de triclosan e bisfenol A que tem suas
estruturas ilustradas na Figura 46. As medidas eletroquimicas foram adquiridas com o eletrodo
de (NiTsPc/ION)-10 em solugbes de EE2 e interferente na concentracio fixa de 10 pmol L
utilizando os parametros otimizados. Todos 0s compostos interferiram aumentando a densidade
de corrente de pico de oxidacdo de EE2 cerca de 68% na presenca de triclosan e 94% na
presenca de bisfenol A. Para os estrogénios avaliados o aumento do sinal foi de 113% na
presenca de estrona, 60% para estriol e 129% para estradiol, esses estrdgenios apresentam
mesmo mecanismo e potencial de oxidagdo, portanto para a deteccdo especificamente de EE2
€ necessario uma etapa prévia de extracdo desse hormdnio na amostra. Apesar dessa
desvantagem, os eletrodos propostos poderiam ser usados para detectar a concentracdo

estrogénica total, que € na verdade mais importante do que simplesmente detectar um Gnico

estrogeénio.
Cl HsC CHs
0 O 0
Cl OH HO OH
Triclosan Bisfenol A

Figura 46- Estruturas quimicas do triclosan e bisfenol A

No entanto, 0 método ndo apresentou interferéncia para amostras de dgua de torneira e
amostras coletadas na estacdo de tratamento do Lago Paranoa que sem pre-tratamento foram
analisadas com a adigdo de 2 umol L™ e 10 pmol L de EE2 para determinar a recuperagéo. Os
resultados foram obtidos utilizando o método de adicdo de padrdo. A Figura 47a apresenta o0s
voltamogramas da amostra ap06s a adi¢do de diferentes concentragcdes de EE2 e a Figura 47b
mostra a curva analitica. O valor da concentracdo é determinado pela extrapolacdo da curva
analitica até o ponto de interseccdo com o eixo das concentracdes, calculado pela equacdo de
regressdo linear da curva (inserida na Figura 47b). Como mostra a Tabela 9 a recuperacgéo foi
entre 96,2% e 109,6% estando portanto, de acordo com a AOAC que estabelece uma
recuperacdo entre 80% e 110% para a faixa de concentracio avaliada neste trabalho'!3. Nas

amostras sem adicdo de padréo ndo foi detectada a presenca de EE2.
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Outra aplicacdo possivel para 0 método desenvolvido é em amostras de urina, na Figura
47c é apresentado os voltamogramas de pulso diferencial adquiridos para EE2 (10 umol L)
em urina sintética e no eletrolito de suporte (tampéo acetato de sodio, pH 4,0). Observa-se que,
na urina sintética, o voltamograma é deslocado para cima devido a maior forca i6nica do meio,
enquanto o Epa € ligeiramente deslocado para um potencial mais baixo e 0 Jpa é reduzido menos
de 5%. Além disso, a oxidacdo da magnetita em maguemita ocorre com potencial mais baixo,

mas com corrente muito mais alta, o que foi atribuido a formacéo de FePQO4 soltvel.

b L8 - w Dado experimental
—— Ajuste linear

1 1 P L 00 1 1 1 1 1
- \vpa v

-02 00 02 04 06 08 1,0 3002 -1 70 1 2 _13 4 5
E vs Ag/AgCl (V) [EE2](pmol L )
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—Eletrolito
25+ c ——Urina
Sl Jpa=1245 A em?

-2
Jp“=12,99 HA cm

1 i 1 i 1 " 1 i L i 1 n i
-02 00 02 04 06 08 1,0 1,2

E vs Ag/AgCl (V)
Figura 47- (a) Voltamograma de pulso diferencial da amostra coletada na estacéo de tratamento
do Lago Paranoa com adicio de EE2 nas concentragdes de (1) 2 umol L2, (2) 2,4 umol L2, (3)
3,6 umol Lt e (4) 4,8 umol L, (b) Jpa versus concentragdo de EE2 adicionada. (c)
Voltamograma de pulso diferencial para EE2 (10 pmol L) em tamp?o acetato de sodio pH 4,0
como eletrolito de suporte e urina sintética, registrados com eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10,
velocidade de varredura de 30 mV s e amplitude de pulso de 50 mV. A linha tracejada

representa a linha de base utilizada para determinar Jpa
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Tabela 9-Teste de recuperacdo de EE2 em amostras de agua.

EE2 (umol L)

Recuperacéo (%)

Amostra
Adicionado  Encontrado + DP*
3 _ 2 2,13+0,23
Agua da torneira
10 10,96+0,91
Agua da estacio de 2 1,92+0,22
tratamento do Lago
10 10,2+0,42

Paranod

106,5
109,6

96,2

102

*Desvio Padrdo de 3 aliquotas diferentes.

Com o método proposto foi realizado também uma tentativa da quantificagdo de EE2

em comprimidos anticoncepcionais, porém esses farmacos geralmente tem a presenca de outros

horménios com concentracdo bem maior que do EE2 que interferiram na medida, refor¢ando

portanto a ideia de aplicagéo desse eletrodo para quantificacdo de estrogénios totais.
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6. CONCLUSOES

A caracterizacdo das nanoparticulas de 6xido de ferro (ION) através de microscopia
eletrbnica de transmissdo, difracdo de raios-x e potencial zeta demonstrou que elas sdo uma
mistura de maguemita e magnetita aproximadamente esféricas e carregadas positivamente,
sendo possivel assim o crescimento do filme por LbL com ftalocianina de niquel(ll)
tetrassulfonada (NiTsPc).

A deposicdo dos nanomaterias no substrato ITO foi assegurada por meio de espectroscopia
de UV-vis, onde observou-se que a quantidade adsorvida de nanomateriais aumentou
linearmente com o nimero de tetracamadas, permitindo assim um grande controle do processo
de fabricagdo do eletrodo. A disposicao também foi confirmada com espectroscopia Raman,
ambas as técnicas demonstraram que a interacdo entre ION e NiTsPc é eletrostatica e covalente
formada por pontes Fe(l11)-O-Ni(ll). Além disso, a modificacao ficou evidente com as imagens
de microscopia eletrbnica de varredura, espectros de raios X, dispersdo de energia e
microscopia de forga atdmica.

Eletrodos de ITO modificados com ION e NiTsPc em separado apresentam desempenho
muito inferior na oxidacdo do EE2, mostrando, portanto, a ocorréncia de um efeito sinérgico
entre ION e NiTsPc, a eficiéncia desse processo de oxidacdo é dependente da transferéncia de
carga entre ION e NiTsPc, facilitada pelas pontes Fe(ll1)-O-Ni(ll). O eletrodo apresentou
melhor resposta voltamétrica nas medidas de EE2 ap0s a realiza¢do de condicionamento entre
as leituras, devido ao processo de oxidacdo desse analito formar produtos que adsorvem no
eletrodo. Os parametros de VPD mais adequados e sensiveis para a quantificacao de EE2 foram
tampao acetato de sodio 0,1 mol Lt como eletrélito de suporte, potencial inicial de varredura
de -0,2 V velocidade de varredura de 30 mV s e amplitude de pulso de 50 mV.

O coeficiente de variacdo para 7 medidas consecutivas foi de 2,85%, apesar desse
coeficiente aumentar para 11% quando utilizado eletrodos preparados em dias diferentes, o
método ndo € comprometido devido as leituras serem realizadas com um mesmo eletrodo para
cada aliquota e a quantificacao ser feita com adicdo de padrdo. Além disso, 0 método apresentou
valores de faixa linear de trabalho e limite de deteccdo comparéaveis a outros relatados
anteriormente na literatura, porém, com valores acima da quantidade de EE2 geralmente
encontrada na dgua. O método exibiu interferéncia de outros estrogénios, evidenciando que
pode ser aplicado para quantificagdo de estrogénios. Apesar disso, as medidas ndo foram

afetadas pela composicdo de matrizes como agua de lago e urina sintética.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Para trabalhos futuros, sugere-se o foco na melhoria da sensibilidade e especificidade do
eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10 para a detec¢do de EE2 ou otimizacdo da metodologia para

aplicacdo na quantificacdo de hormonios totais. As seguintes estratégias podem ser adotadas:

» Adicdo de uma espécie estavel como a ciclodextrina na arquitetura do filme de
NiTsPc/ION escolhida, para melhorar a especificidade e sensibilidade para o EE2.

> Realizacdo de testes com outras técnicas eletroquimicas como a amperometria e a
impedancia para a deteccdo de EE2, otimizando os pardmetros experimentais e
realizando a validagdo da metodologia com determinacgdo dos parametros descritos em
guias nacionais e internacionais.

» Auvaliacdo da performance do eletrodo na quantificacdo de hormonios totais, realizando
curva analitica para uma mistura de diferentes horménios.

» Auvaliar o efeito de matriz comparando curvas analiticas realizadas no eletrolito de
suporte e na presenca da amostra.

> Aplicacdo do método na analise de amostras de agua coletadas diferentes estacfes de
tratamento do Distrito Federal.

> Validacdo da metodologia também para analise de amostras de urina humana.
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9. ANEXOS
9.1 Imagens 2D e 3D de microscopia de forca atomica do filmes (NiTsPc/ION) com

diferentes nUmeros de bicamadas
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ABSTRACT: Indium-doped tin oxide (ITO) substrates were
surface-modified with layer-by-layer nanocomposite films of anionic
nickel(TI) tetrasulfonated phthalocyanine (NiTsPc) and positively
charged iron oxide nanoparticles (IONs) aiming at the electro-
catalytic oxidation of ethinyl estradiol (EE2). Atomic force
microscopy and UV—vis and Raman spectroscopies suggest that
the successive deposition of NiTsPc/ION bilayers forms a porous
supramolecular structure driven by both electrostatic interaction and
covalent Fe(I11)—O—Ni(II) bridges. Cyclic and differential pulse
voltammetry show that EE2 is effectively oxidized at the ITO/
(NiTsPc/ION) electrode while displaying an isolated and well-
defined peak at +0.73 V (vs Ag/AgCl). Conversely, bare ITO and
ITO modified by either ION or NiTsPc alone are unable to oxidize
EE2. The benefit of the NiTsPc/ION bilayers for the EE2 oxidation is assigned to the charge-transfer process occurring between
TONSs and NiTsPc through the Fe(IIT)—O—Ni(1T) bridge. This process suppresses the oxidation of both the phthalocyanine ring and
Ni(1I), which appear in the same potential range of EE2 oxidation and allow the electrons to be transferred from EE2 adsorbed onto
IONS to the ITO substrate underneath. Therefore, this new sensing platform operates under a particular working principle in which
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analyte oxidation and subsequent charge transport are separately performed by its individual components.

B INTRODUCTION

Iron oxides are ubiquitous in nature, appearing in different
forms and functions in several biological and geological
processes." More recently, their nanosized counterparts,
namely, iron oxide nanoparticles (IONs), have been widely
employed in many fields of science and technology, ranging
from spintronics to biomedicine.”* Owing to easy preparation
at low cost and quantum-confinement-related properties—
superparamagnetism, giant magnetoresistance, hyperthermia,
and enhanced catalytic activity—IONs are nowadays taking
part of practical devices for stimuli-responsive materials,*
ferrofluids,’ magnetic hyperthermia,6 magnetic resonance
imaging,” catalysis,” energy conversion,” and sensors.'’™"*

The electrocatalytic activity of IONs has been successfully
exploited in electrochemical sensors. They exhibit surface iron
oxyhydroxides showing mixed valence states and strong Lewis
acidity, which play pivotal roles in the oxidation and reduction
and in the adsorption of analytes.w_“ Nonetheless, IONs
alone are still deficient of proper electronic conductivity, even
though that is essential to better establish the electronic
communication between the solution and electrode. This
deficiency is addressed by introducing a conducting element
within the electrode architecture.

© 2020 American Chemical Society

A\ 4 ACS Publications 19057

Carbon-based nanomaterials such as graphene oxide (GO),
reduced graphene oxide (RGO), and carbon nanotubes
(CNT) have been chosen to support IONs and to serve as
electrical conductors. These hybrid nanostructures have been
predominantly used for the electrochemical determination of
analytes of biomedical concern, including dopamine,“’]S
antituberculosis drugs,”’ DNA,"” the mosaic virus gene,m
rizatriptan,'g chlc.\rpromazine,l0 uric acid,”’ and salicylic
acid,”*** to name but a few.

Metallophthalocyanines (MPc) have also been associated
with IONSs for electrochemical sensing, while playing the roles
of electronic conductor and electrocatalysts simultane-
ously.*”*> MP¢’s are transition-metal complexes composed of
a conjugated macrocyclic framework containing 18 7-electrons
(the phthalocyanine ring) and an N4 inner structure (isoindole
moieties) to which transition-metal ions are coordinated. Both
the macrocycle and the central metal ion are susceptible to
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redox reactions, which can lower the overpotential of
oxidation/reduction of different molecules, thus making them
very attractive elements for energy storage and electrochemical
sensor devices.”® For example, ION-MPc hybrids have
achieved relative success as electrocatalysts in oxygen and
carbon dioxide reduction reactions (ORR and CO,RR).*”**
For the case of ION-FePc, it has been suggested that the iron
ions from the oxide nanoparticle interact with the active center
of FePc, enhancing the electron transition and reversibility of
the Fe(III)/Fe(II) redox pair and ultimately leading to faster
ORR kinetics.”” For the case of ION-MPc, where M is Co or
Ni, an even more intriguing mechanism is proposed under
which the central ion in the MPc is replaced by iron ions from
IONs during the cathodic scan. A new electrocatalysts is thus
formed in situ, in which iron ions of higher valence states
(Fe(IV) and Fe(V)) are stabilized by the Pc macrocycle,
thereby 2Eroducing more acidic sites that accelerate the
CO,RR*" As for electrochemical sensing, the role played by
MPc in electrodes without IONSs is also well established. In the
detection of dopamine in the presence of ascorbic acid,*
epinephrine,® and nitrite,*" the redox reactions at the central
metal ion are coupled with analyte oxidation, increasing the
measured current. When IONs and MPc are used together, the
exact roles played by IONs and MPc alone in the sensing
process are, however, not deciphered, although the analyte
oxidation is improved and the measured current also
increases.” "

Herein, we propose a novel working electrode made of
indium-doped tin oxide (ITO) substrates being surface-
modified with layer-by-layer (LbL) nanocomposite films of
anionic nickel(II) tetrasulfonated phthalocyanine (NiTsPc)
and positively charged iron oxide nanoparticles (IONs) to
study the electrochemical oxidation of ethinyl estradiol (EE2)
and address the roles played by each electrode component.
The LbL process is chosen because it is quite simple and can
be applied to virtually any kind of material, especially those
aimed at electrochemical sensing.’””** IONs have been
previously combined with CNT in an LbL-assembled electrode
for the detection of salicylic acid.**** Nonetheless, CNTs are
less soluble and much more expensive than NiTsPc, which
makes the present (NiTsPc/ION) electrode much more
affordable. In addition, it has been observed that the LbL
assembly of NiTsPc/ION films is driven by coordination
beyond the expected electrostatic interaction. This unusual
supramolecular structure, which was made possible only by the
LbL process, has been detected by UV—vis and micro-Raman
spectroscopies as well as cyclic voltammetry, differential pulse
voltammetry, and electrochemical impedance spectroscopy. Its
presence was found to be indispensable for the proper
electrooxidation of EE2. EE2 is a very effective estrogen that
displays strong endocrine disruptive activity.”® Because of its
widespread use and incomplete metabolism in the human
body, it has been found in surface waters.’® Therefore,
monitoring actions are highly desirable to mitigate its harmful
effects.

B EXPERIMENTAL SECTION

Materials. Nickel(II) phthalocyanine-tetrasulfonic acid
tetrasodium salt (NiTsPc), K,;Fe(CN)4 poly(sodium-4-styr-
enesulfonate) (PSS, Mw 70000 g mol™"), poly(diallyl
dimethylammonium chloride) (PDAC, Mw 450000 g
mol™), ethinyl estradiol (EE2) 98%, FeCly-6H,0, and
FeSO,-7H,0 were all purchased from Sigma-Aldrich (USA)

and used as received. HCI 37%, HCIO, 70%, NaOH, H,SO,
98%, NH,OH 28%, KCl, H,0, 30%, sodium acetate, and
glacial acetic acid were all purchased from Merck (Germany)
and used without additional purification. All water used for the
ION synthesis, substrate cleaning, and preparation of
solutions/suspensions was of the ultrapure type (18 MQ cm
resistivity) provided by a Milli-Pore Milli-Q water purification
system. Quartz and indium-doped tin oxide (ITO, 15 Q sq
resistivity) slides (1.0 mm X 10.0 mm X 25 mm) were used as
substrates for film deposition.

Sample Preparation. The ION sample was prepared by
the alkaline coprecipitation of Fe(II)/Fe(IIl) ions following
the procedure described previously.” In the first step, 20 mL
of an acidic solution of 0.1 mol L™ FeSO,-7H,0 and 0.2 mol
L™' FeCl;-6H,0 was added dropwise to 80 mL of a 1 mol L™
solution of NaOH kept under intense magnetic stirring and
room temperature (25 °C). Afterward, the mixture was stirred
for another 30 min. The as-formed black precipitate composed
of magnetite (Fe;O,) nanoparticles was decanted with the aid
of a magnet and rinsed three times with ultrapure water until
the supernatant pH was neutral. The solid was divided in two
portions; one was dried in a vacuum desiccator for micro-
Raman and X-ray diffractometry analysis and the other was
suspended in HCIO, (pH 4.0) for film deposition.

The quartz substrates were cleaned sequentially in piranha
solution (H,SO,/H,0, 3:1 v/v) and alkaline solution
(NH,OH/H,0,/H,0 5:1:1 v/v) and finally stored in
ultrapure water, whereas ITO substrates were cleaned with
neutral detergent in an ultrasonic bath (80 W) for 20 min,
rinsed, and stored in ultrapure water.

PDAC, PSS, and NiTsPc solutions at 1.0 g L' were
prepared in aqueous HCI solution (pH 4.0) by magnetic
stirring for 30 min. ION at 5.0 g L™' was prepared in aqueous
HCIO, (pH 4.0). The LbL deposition was performed manually
and at room temperature (25 °C). All film samples started with
a PDAC/PSS bilayer to enhance the adhesion of subsequent
bilayers. According to the literature, the isoelectric points of
quartz and ITO are, respectively, 2.9 and 8.5.°”** Therefore,
exclusively for the deposition of the primer layer, the PDAC
solution was used at pH 9 in order to permit its electrostatic
interaction with negatively charged quartz and ITO substrates.
In summary, the chosen substrate was successively immersed
into the cationic and anionic materials’ solutions/suspensions
in alternating fashion for 5 min each. After each material was
deposited, the substrate + material was immersed in a magnetic
stirred HCI (pH 4) solution for rinsing and eliminating weakly
adsorbed material, followed by blow drying with compressed
air. The execution of this deposition cycle resulted in a
cationic/anionic material bilayer, and it was repeated for 10
bilayers. In order to demonstrate the relevance of the
synergistic combination of NiTsPc and IONs for the
electrocatalytic oxidation of EE2, three electrode architectures
were prepared by LbL: (NiTsPc/ION), (PSS/ION), and
(PDAC/NITsPc). The simple mixing of NiTsPc and IONs in
the same solution immediately led to precipitation. The as-
formed precipitated could not be redispersed by all means,
thereby making it impossible to deposit a film. Therefore, only
electrodes modified by LbL deposition could be tested.

Instruments and Sample Characterization. The solid
ION sample was analyzed by X-ray diffractometry (Bruker D8
Focus, 4 = 1.5418 A (Cu Ka), 0.1° min™!, resolution 0.5°),
whereas the ION suspension was characterized by electro-
phoretic mobility and dynamic light scattering (Malvern Zeta

https://dx.doi.org/10.1021/acs jpcc.0c04796
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Figure 1. UV—vis absorption spectra of (a) NiTsPc solution and ION suspension and (b) the (NiTsPc/ION) film with a different number of
bilayers where the inset shows the dependence of the film’s absorbance on the number of bilayers at 360 nm (* = 0.986), 620 nm (r* = 0.987), and
675 (* = 0.996). (c) Relative ratio between absorbances related to aggregated and monomeric species (A620/A665) as a function of the (NiTsPc/
ION) bilayers. (d) Raman spectra of plain NiTsPc and the (NiTsPc/ION)-10 film. Samples were excited at 632.8 nm.

sizer NanoZ590) and transmission electron microscopy (Jeol
Jim 1011, 80 kV). The film samples were analyzed by UV—vis
(Varian Cary 5000, scan rate 0.1 nm min™", resolution 1 nm)
and micro-Raman (InVia Renishaw, excitation at 632.8 nm, 25
mW operating power, resolution 1 cm™). The InVia Raman
system was equipped with a Leica microscope and a 50X
objective lens that was used to focus the laser beam on the
sample and to collect the scattered radiation (backscattering
configuration). A 1200 lines/mm grating was used to record
the spectra. The detector was a thermoelectrically cooled
charge-coupled device. All spectra were acquired in confocal
mode to minimize the spectral contamination. The surface
morphology of samples was imaged by scanning electron
microscopy (SEM) with a Jeol JSM 7001F microscope and by
atomic force microscopy (AFM) using a Bruker Dimension
ICON nanoscope (silicon tips, cantilever spring constant 40 N
m™).

Electrochemical Characterization. Cyclic voltammetry
(CV), differential pulse voltammetry (DPV), and electro-
chemical impedance spectroscopy (EIS) experiments were
carried out in a three-electrode configuration glass cell (70 mL,
Ag/AgCl reference electrode, Pt wire counter electrode, and
ITO modified with the nanocomposite as a working electrode)

19059

using a Metrohm potentiostat/galvanostat (Autolab PGSTAT
204) provided with the FRA 2 module for EIS (100 MHz to
0.1 Hz; 10 points per decade, amplitude of 50 mV and cell
potential of +0.75 V). All electrochemical data were registered
and analyzed with NOVA 1.11 software. A stock solution of
EE2 (5 x 107 mol L™") was prepared in ethanol and diluted
with sodium acetate buffer (0.1 mol L™, pH 4.5) until the
desired concentrations for the electrochemical tests.

B RESULTS AND DISCUSSION

NiTsPc/ION Layer-by-Layer Deposition. Figure S1
provides the structural characteristics of IONs. The X-ray
diffractogram shown in Figure Sla confirms the cubic iron
oxide in the inversed spinel structure with a lattice parameter
of 8.377 A (determined by the Scherrer formula using the most
intense diffraction peak, (311)). This value is found between
that of magnetite (8.397 A) and maghemite (8.3515 A),
thereby suggesting that the ION sample is composed of a
mixture of both phases. A typical TEM micrograph of the ION
sample is provided in Figure S1b, along with the size
distribution fitted by a log-normal function (Figure Slc).
They respectively show nearly spherical particles with a mean
diameter of 8.72 + 0.24 nm. The zeta potential of ION is

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jpcc.0c04796
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Table 1. Raman Band Assignments for Plain NiTsPc and
(NiTsPc/ION)-10

plain shift
NiTsPc (NiTsPc/ION)-10 (em™) assignment
720 751 +31  macrocycle vibration
1090 1124 +34  =S0O; stretching
1155 1184 +29  C—H bending
1301 1338 +37 isoindole N—Ni stretching;
C—N-C in-plane bending
1518 1559 +39  C=C, C=N pyrrole stretching;

C—N~-C stretching; pyrrole
expanding; C—H in-plane bending

positive and equal to +46 + 1 mV, which is due to protonated
iron oxyhydroxide surface groups.

The LbL deposition of charged materials such as
polyelectrolytes and colloidal particles relies on the mutual
electrostatic interactions (e.g., ionic paring, charge compensa-
tion, etc.) established between cationic and anionic sites of
each film constituent to ensure adsorption and achieve
stability.*”*° Depending upon the chemical structure of the
chosen material, some other secondary forces may also
contribute to the film assembly, for example, hydrogen
bonding and charge transfer complexation.®” Less frequent in
the LbL deposition, however, is the attainment of adsorption
by means of covalent bonds. This is because of the formation
of covalent bond demands for materials with quite specific
chemical functionalities. In addition, one of the most advanced
applications requires multilayered films, and the chemical
reaction in each deposition cycle must necessarily occur at high
yields (virtually 100%); otherwise, the multilayer buildup will
end prematurely. Herein, it is verified that NiTsPc and ION
adsorb on each other not only by charge compensation but
also by coordination via Ni(II)—O-Fe(III) oxo bridges.
Indeed, this unusual supramolecular structure is found to be
essential to the electrocatalytic activity of the NiTsPc/ION
multilayered electrode toward EE2 oxidation.

Figure 1 provides some structural characterization of plain
NiTsPc and ION as well as NiTsPc/ION films, carried out by

UV—vis and micro-Raman spectroscopies. The UV-—vis
spectrum of the NiTsPc solution (Figure la) shows three
main electronic transitions, which are ascribed to n—z* (291
nm), the B- or Soret band (335 nm), and the Q-band (625
nm). The Q-band is clearly formed by two main components, a
stronger absorption at 625 nm accompanied by a weaker one
at 658 nm. The absorption at 625 nm is regarded as aggregates,
which in solution assume the form of dimerized species,
whereas the one peaking at 658 nm stands for individual
molecules.*’ On the other hand, the UV—vis spectrum of the
ION suspension (Figure 1a) shows only a structureless band
peaking at 360 nm, which is ascribed to the O 2p — Fe 4d
electron transfer process in the inversed spinel crystal
structure.”>** The spectra of NiTsPc/ION bilayers (Figure
1b) resemble very much those of the NiTsPc solution and
ION suspension. In addition, the absorbances at the
corresponding main absorption peaks increase linearly with
the number of NiTsPc/ION adsorbed bilayers, as shown by
the inset of Figure 1b, meaning that fixed amounts of NiTsPc
and ION are adsorbed per deposition cycle (or bilayer). This
behavior has been observed by different authors when the LbL
assembly of NiTsPc is performed by means of electrostatic
interactions with doped poly(aniline),”” poly(allylamine
hydrochloride)-coated gold nanoparticles,** chitosan,” mont-
morrilonite clay,** and 3-n-propylpyridinium silsesquioxane
polymer.*® It is important to note that after NiTsPc is
immobilized within the NiTsPc/ION film the Q-band is blue-
shifted by S nm, possibly due to the formation of H-aggregates.
In H-aggregates, the phthalocyanine molecules stack onto each
another in a coplanar manner, where the transition dipole
moment of each individual molecule is oriented 90° apart from
the stacking axis.*® The Ni(II) ion in the center of the
molecule, however, limits the closer approximation of two
different NiTsPc molecules for z-stacking. Instead, different
NiTsPc molecules are connected to each other through
Ni(II)—O-Ni(II) oxo bridges.*” More interesting, Figure lc
shows that the relative ratio between aggregated and
monomeric species, as represented by (A620/A665), increases

Scheme 1. (a) Proposed Models for the Electrostatic and Covalent (via Oxobridge) Interactions between NiTsPc and ION in
the (NiTsPc/ION) LbL Film and (b) Structural Formula of EE2
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Figure 2. SEM images of (a) bare ITO and (b) ITO/(NiTsPc/ION)-10. Scale bars: 100 nm. AFM images of ITO/(NiTsPc/ION)-10in (c) S um
% S pm and (d) 40 ym X 40 um scan windows and (e) surface profile along the white dashed line shown in (d).

with the number of deposited NiTsPc/ION bilayers. This
result is in contrast to that found by Zucolotto et al, who
observed the predominance of monomeric NiTsPc when being
LbL assembled with doped poly(aniline).”” Assuming that
Ni(II)—~O—Ni(II) bridges are present in the NiTsPc/ION
films, one should expect the existence of Fe(III)—O—Ni(1I) as
well. Chen et al. have prepared nanocomposites of cobalt-
tetracarboxyl-phthalocyanine linked with Fe;O,/chitosan
microspheres for dye degradation.*® After structural analysis
performed by FT-IR, UV—vis, and XPS spectroscopies, they
concluded that the phthalocyanine molecules were linked to
Fe O, by electrostatic bonds, H-bonds, and coordination
bonds as well, with the latter established by Co(1I)-O—
Fe(III) oxo bridges. Silva et al. have studied the adsorption of
ZnTsPc onto maghemite nanoparticles by different spectros-
copy methods and admitted the possibility of covalent bonding
between these two materials."’

In order to ascertain this possibility, micro-Raman spectra of
plain NiTsPc and (NiTsPc/ION)-10 film samples were
compared in Figure 1d. The spectra were obtained using
632.8 nm excitation, which is in resonance with the NiTsPc Q-
band to enhance the signal-to-noise ratio. The main Raman
modes expected for NiTsPc, according to the literature,””*" are
observed in both samples; they are marked with an asterisk and
listed in Table 1. Comparatively, there is seen a systematic shift
of all vibrational modes to higher wavenumbers when going
from plain NiTsPc to the (NiTsPc/ION)-10 film. The
observed shifts are ascribed to the strengthening of chemical

19061

bonds in NiTsPc as caused by the interactions with alike
molecules due to the formation of aggregates as well as by
interaction with ION. Whereas the shift of the —SO;~
stretching is assigned to the ionic complexation with positively
charged Fe(III) oxyhydroxy groups at the ION surface, the
shift of all other modes can be attributed to the interaction
between Ni(II) and Fe(Ill) through oxo bridges. Since the
shifts are above 30 cm™, it is concluded that the LbL assembly
of NiTsPc/ION films is driven by both electrostatic interaction
and coordination. Scheme 1 illustrates the possible modes of
interaction between NiTsPc and ION. This unusual supra-
molecular structure is found to be indispensable for the
effective electrooxidation of EE2, as will be shown later.

The morphology of (NiTsPc/ION) films was evaluated by
SEM and AFM images, as shown in Figure 2. In Figure 2a, the
morphology of bare ITO shows a rather rough texture
alongside some cracks. This morphology is completely
changed after the deposition of the (NiTsPc/ION)-10 film,
which is now composed of numerous aggregates providing an
even rougher surface. Its respective AFM image (Figure 2c)
confirms that the aggregates are indeed formed by spherical
nanoparticles, corroborating the TEM image of ION (Figure
S1b). AFM images of films with a variable number of bilayers
(not shown) exhibited identical morphology. The image in
Figure 2d shows the same sample scanned over a wider area in
which a furrow was carved with the AFM tip, following the
procedure originally reported by Lobo et al.** It is possible to
see the contrast between the smoother ITO and the rougher

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jpcc.0c04796
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Figure 3. (a) Cyclic voltammograms of the (NiTsPc/ION)-10 film in sodium acetate buffer (0.1 mol L™, pH 4.5 at different scan rates (10—100
mV s7")), (b) dependence of the oxidation current density (J,,) on the scan rate, (c) Tafel’s plot of peak V at 50 mV s™", and (d) dependence of

the peak potential (E,) on In .

(NiTsPc/ION) film. The surface profile traced across the
white dashed line is provide in Figure 2e and reveals the
thickness of (NiTsPc/ION) to be about 35 nm.
Electrochemical Behavior of the (NiTsPc/ION) Elec-
trode. Figure 3 reports on the electrochemical kinetics within
the (NiTsPc/ION)-10 film studied by CV in sodium acetate
buffer (pH 4.5), which was chosen on the basis of a previous
optimization study. Figure 3a shows CV registered at
increasing scan rates (10, 25, 50, 75, and 100 mV s7%).
Peaks I and II are ascribed to the oxidation/reduction of iron
oxyhydroxy groups at the ION surface. Their positions are
almost independent of the scan rate, indicating that they refer
to a reversible redox pair. After using the Nicholson method as
reported by Bard,”" the number of electrons was found to be 1.
In contrast, peaks III and IV, which correspond to [TsPc]®~/
[TsPc]*~ and Ni**/Ni** oxidation reactions occurring in
NiTsPc molecules,*** are observable only under low scan
rates (10 and 25 mV s™'). At higher scan rates, they merge into
a single undefined peak, suggesting that these reactions are
slow and irreversible. Indeed, they have no corresponding
cathodic waves, even though previous contributions have
reported them.”” An additional peak (peak V), which is
observable at all applied scan rates, was also noted, although its
position shifts to higher potentials, as indicative of irrever-
sibility. It is hypothesized that this peak correspond to a
charge-transfer complex formed between Fe(III) (from ION)
and Ni(II) (from NiTsPc) by means of an oxo bridge, as
suggested by UV—vis and Raman spectroscopy data discussed
in Figure 1. In fact, Figure 3b shows a linear dependence (* =
0.991) between the current density of peak V and the scan
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rate, which thus confirms the charge-transfer mentioned above.
An attempt to fit by a straight line the current density at this
peak with the square root of the scan rate resulted in a worse
correlation coefficient (* = 0.939), thereby ruling out a
diffusion-controlled process. The number of electrons involved
in the charge transfer was determined in two steps. First, a
Tafel’s plot was constructed, as shown in Figure 3c. The
charge-transfer coefficient (a) was determined from the slope
of the straight line according to eq 1

dope = 2303RT
=T b (1)

in which R = 8.31 J K™ mol™, T = 298.15 K, and F = 96 500
C mol™". The value found was 0.973, which suggests that the
activated complex and oxidized species are quite similar.”
Afterward, the straight line that describes the dependence
between the anodic overpotential (E,,) and the logarithm of
the scan rate (In v, Figure 3d) was fitted with Laviron’s
equation (eq 2),”*

— 0
E, =E+

2anF]ln Y @)

The slope of the straight line is equal to [RT/2anF]. Once « is
known, n is calculated. The value was found to be 1.

It is proposed that the charge-transfer processes within the
(NiTsPc/ION) film occur according to the following semi-
reactions:

Fe(Il) — Fe(Ill) + ¢, E = 4035V )

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jpcc.0c04796
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Figure 4. Cyclic voltammograms registered in the absence (black line) and presence (red line) of EE2 at 20 ymol L™" and electrolyte 0.1 mol L™"
sodium acetate buffer (pH 4.5) at a 10 mV s™" scan rate with the following electrodes: (a) bare ITO, (b) (PSS/ION)-10, (c) (PDAC/NiTsPc)-10,
and (d) (NiTsPc/ION)-10. The inset in (d) shows the NiTsPc peaks for electrodes with and without ION while being registered in the absence of

EE2.

Fe(III) + Ni(II) — Ni(Ill) + Pe(II), E = 0.6V (i)
or

Fe(Ill) + [TsPc|™ — Fe(Il) + [TsPc*”, E = +0.6 V

(i)
In semireaction (i), Fe(II) in the surface oxyhydroxide species
is oxidized to Fe(III), whereas the electron is transferred to the
electrode through NiTsPc. In semireaction (i), Fe(Ill) is
reduced to Fe(II) by Ni(II) from NiTsPc, which thus gets
oxidized to Ni(III). Since just part of the NiTsPc molecules are
bonded to ION through the oxo bridge, in the other ones,
which are bonded to ION by electrostatic interaction through
—S0O;~ groups, the Ni(II) — Ni(III) reaction occurs when its
oxidation potential is reached at about +1.0 V. Similarly, in
those IONs bonded to NiTsPc by electrostatic interaction,
Fe(III) — Fe(II) occurs at a reduction potential of +0.19 V.
The redox reaction between Fe(IIl) and TsPc is also possible
and is represented by step (iii), in the same potential as step
(ii) occurs.

Roles of NiTsPc and ION in the Electrooxidation of
Ethinyl Estradiol. The supramolecular structure formed by
NiTsPc and ION was found to be indispensable to the
effective electrooxidation of EE2, as will be shown now. In
order to address the roles played by each material in this
process as well as their synergistic effect, ITO substrates were
also modified with LbL films of NiTsPc and ION assembled
separately with nonelectroactive polyelectrolytes. This strategy

ensures that the observed electrochemical behavior is due to
only NiTsPc and ION. Thus, besides (NiTsPc/ION)-10,
(PSS/ION)-10 and (PDAC/NiTsPc)-10 modified electrodes
were also used to investigate the electrooxidation of EE2.
Figure 4 shows CV registered with different modified
electrodes at 10 mV s™" in sodium acetate buffer at pH 4.5 in
the absence and presence of EE2 (20 gmol L"), as indicated.
With bare ITO (Figure 4a), there is no visible electrochemical
event in the plain electrolyte, whereas in the presence of EE2
there is an anodic wave starting at +0.7 V, which despite the
absence of a defined peak is ascribed to the EE2 oxidation. For
the (PSS/ION)-10 electrode (Figure 4b), the CV registered
solely in the electrolyte shows a pair of redox peaks (I, +0.35
V; 11, +0.19 V), which are assigned to the oxidation—reduction
of iron oxyhydroxide surface groups at ION, as reported by
Santos et al.> In the presence of EE2, these peaks still appear
but with lower currents, probably because of the interaction of
ION with EE2 molecules. In addition, the EE2 oxidation is
detected by a poorly defined anodic wave starting at +0.7 V.
When the (PDAC/NiTsPc)-10 modified electrode is em-
ployed (Figure 4c), the CV acquired in the plain electrolyte
shows two oxidation peaks (1L, +0.83 V; IV, +1.0 V), which in
accordance with the literature refer to, respectively, [TsPc]®~/
[TsPc]*~ and Ni**/Ni** oxidation reactions occurring in
NiTsPc molecules.’” Surprisingly, the reduction was not
detected, even though previous contributions have observed
the reduction as well. The main difference herein is the use of a
much stronger polyelectrolyte (PDAC) in contrast to poly-
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Figure 5. (a) Nyquist plots for EE2 oxidation carried out with bare
ITO, (PSS/ION)-10, (PDAC/NiTsPc)-10, and (NiTsPc/ION)-10.
The inset shows the charge-transfer resistance (R,) determined with
each electrode. (b) DPV curves acquired with (NiTsPc/ION)-10 and
registered at different initial potentials (E;), —0.2 V and +0.37 V, pulse
amplitude SO mV, and scan rate 10 mV s~ All experiments were
carried out with EE2 at 50 ymol L™' and electrolyte sodium acetate
buffer (0.1 mol L™', pH 4.5).

(allylamine hydrochloride) and chitosan that have been
reported in refs 43 and S2. Still in Figure 4c, in the presence
of EE2, former peaks III and IV become larger. The
enlargement is greater for peak III because it represents a
contribution of both [TsPc]® /[TsPc]®~ and EE2 oxidation
reactions. The TsPc ring, when oxidized in this previous step,
is capable of stabilizing the Ni** species much better when the
electron density is replenished by the electrons transferred by
EE2. That is why peak IV also increases. In summary, IONs
alone are capable of oxidizing EE2 even though a well-defined
anodic peak is not observed whereas NiTsPc alone also show
similar ability, but the EE2 oxidation peak appears overlapped
with the anodic oxidation of the TsPc ring. Considering sensor
applications, these responses are not the best ones.
Comparatively, the (NiTsPc/ION)-10 electrode shows a
much better efficiency in the oxidation of EE2. As seen in
Figure 4d, in the presence of EE2, the CV shows a clearly
defined peak at +0.73 V for the EE2 oxidation, which occurs
about 100 mV lower than in the other previous electrodes. All
other electrochemical events from individual IONs and
NiTsPc are also present. Nonetheless, they occur far away
(ION, peaks I and II) from or they are completely
superimposed (NiTsPc, peaks III and IV) by the EE2
oxidation. It is worth mentioning that the [TsPc]®/
[TsPc]®~ and Ni**/Ni** oxidation reactions are impaired in
the presence of ION, as shown by the CV registered in the
absence of EE2 (Figure 4d). Although they are somehow
catalyzed by ION, since the peaks appear at lower potentials

50
a
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Figure 6. DPV curves acquired with (NiTsPc/ION)-10 and
(NiTsPc/PDAC/PSS/ION)-10 electrodes in (a) plain electrolyte
(sodium acetate buffer, 0.1 mol L™!, pH 4.5) and (b) EE2 at 50 ymol
L', All experiments were carried out with a pulse amplitude of 50 mV
and a scan rate of 10 mV s

(47 mV lower for [TsPc]® /[TsPc]*” and 69 mV lower for
Ni**/Ni**) as shown in the inset, the respective currents are
diminished. Moreover, an additional oxidation peak (peak V)
appears between the oxidation of ION and TsPc. This peak, as
investigated in the previous section, is assigned to a charge-
transfer complex formed between ION and NiTsPc, which was
made possible by the Fe(IlI)-O—Ni(II) bridge previously
detected by UV—vis and Raman spectroscopies (Figure 1) as
well as by the direct interaction between Fe(III) and TsPc.

It is evident that the interaction between NiTsPc and ION
by means of charge-transfer was essential to the proper
oxidation of EE2 since they alone were not capable of
performing that task very efficiently. However, the roles played
by each material are still not clear. A set of DPV and EIS
experiments have thus been carried out in order to elucidate
that point.

Figure Sa shows the EIS spectra (Nyquist plots) registered
in the presence of EE2 with the different electrodes. The
charge-transfer resistance (R,,) for the electrooxidation of EE2
was obtained after fitting the experimental data with an
equivalent Randle’s circuit model. The convergence criteria for
data adjustment was based on the y* value being equal to or
less than 0.001. As shown by the inset, R, decreases upon
modification of the ITO electrode as follows: 5.5 X 10° Q
(bare ITO), 3.7 x 10° Q ((PSS/ION)-10), 5.6 X 10> Q
((PDAC/NiTsPc)-10), and 5.1 X 10> Q ((NiTsPc/ION)-10).
Figure Sb shows DPV curves acquired only with the (NiTsPc/
ION)-10 electrode, in the plain electrolyte and in the presence
of EE2, starting with the electrode polarization at two different
potentials (E;), well before (—0.2 V) and right after (+0.37 V)
the ION oxidation. It is seen that when the electrode

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jpcc.0c04796
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polarization starts well before the ION oxidation the charge-
transfer between ION and NiTsPc is made possible (at +0.5
V) and the EE2 oxidation efficiently occurs, while providing a
superior anodic current. In contrast, if the electrode polar-
ization starts at +0.37 V, then ION oxidation is not fully
accomplished and the EE2 oxidation occurs at a much lower
current. That is why the R, determined with the (NiTsPc/
ION)-10 electrode is greater than that of (PDAC/NiTsPc)-10
because in the EIS experiment the cell potential is set at +0.7
V.

Figure 6 shows a comparison of DPV curves registered in
the plain electrolyte (Figure 6a) and in the presence of EE2
(Figure 6b) using the (NiTsPc/ION)-10 and (NiTsPc/
PDAC/PSS/ION)-10 electrodes. The second electrode
contains a (PDAC/PSS) bilayer in between NiTsPc and
ION layers. In the plain electrolyte (Figure 6a), it is seen that,
with the introduction of a PDAC/PSS bilayer, ION and
NiTsPc are still oxidized but the charge transfer between them
is not detected. Although the thickness of a PDAC/PSS bilayer
is below § nm,* it is sufficiently thick to prevent the
establishment of the oxo bridge and the charge-transfer
between ION and NiTsPc. Consequently, the electrode
containing PDAC/PSS bilayers cannot oxidize EE2 (Figure
6b).

Figure 7 shows DPV curves registered in the presence of
EE2 using two types of (NiTsPc/ION)-10 electrodes, one
terminated by ION and the other terminated by NiTsPc
(Figure 7a) and with different numbers of (NiTsPc/ION)

bilayers (Figure 7b). From Figure 7a, it is evident that, with the
electrode terminated by ION, the EE2 oxidation is about 15%
more efficient. For this electrode architecture, the EE2
oxidation current (for a fixed EE2 concentration) increases
linearly with the number of (NiTsPc/ION) bilayers, as shown
in Figure 7b. The EIS spectra (Nyquist plots) displayed in
Figure 7c support the beneficial effect on the electrooxidation
of EE2 when more (NiTsPc/ION) bilayers are deposited. All
data were fitted by using an equivalent Randle’s circuit, and the
convergence criteria for data adjustment were based on the y*
value being equal to or less than 0.001. The inserted graphic
shows that R drops steeply right after the deposition of the
first bilayer and remains more or less constant afterward. For
bare ITO, R, = 5.5 X 10° Q, whereas for (NiTsPc/ION)-10, it
is 5.5 X 10* Q. The lowest R value (= 3.3 X 10° Q) was
achieved with five bilayers. It is worth mentioning that this
asymptotic trend is similar (with inverse signal) to that
observed with the electrode’s surface roughness measured by
AFM, as shown in Figure 7d. This behavior is typical of a
porous electrode, which was confirmed by the SEM and AFM
images shown in Figure 2.

Kinetics of the Electrochemical Oxidation of EE2 with
the (NiTsPc/ION) Electrode. The kinetics of the electro-
chemical oxidation of EE2 with the (NiTsPc/ION)-10
electrode were investigated by CV performed at different
scan rates. This number of bilayers was chosen because films
with fewer bilayers would not last as long since IONs are
gradually corroded after successive potential scans. The results

https://dx.doi.org/10.1021/acs jpcc.0c04796
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the square root of the scan rate. (c) Tafel’s plot for the EE2 oxidation at 25 mV s™". (d) Dependence of the peak potential (E,,) on In v.

are shown in Figure 8. The CV curves shown in Figure 8a
demonstrate that EE2 electrooxidation is an irreversible
process since the reduction reaction in the cathodic scan is
not seen. Moreover, the oxidation peak is systematically shifted
toward higher potentials, which is also indicative of
irreversibility. These findings are in agreement with the
literature.””~*° The oxidation current density was plotted
against both the scan rate (not shown) and the square root of
the scan rate (Figure 8b). The dependence of the current
density on both variables was given by a straight line with
identical determination coefficients (> = 0.979), thereby
suggesting an electrochemical process simultaneously driven by
charge transfer and diffusion. From the Tafel plot displayed in
Figure 8¢, the charge-transfer coeflicient was determined
according eq 1 and the value found was 0.59. This value
suggests that the electronic structure of the transition state
retains a great similarity between the oxidized and reduced
EE2 species.”® The number of electrons was determined by
fitting with eq 2 the straight line of the graphic shown in Figure
8d. The number of electrons was 2.

EE2 belongs to the family of steroids, and its molecule,
whose structural formula is provided in Scheme 1b, shows a
pK, of 10.46, as determined by UV—vis spectroscopy.’’ The
electrooxidation of EE2 occurs via the electrochemical-
chemical—electrochemical-chemical (EC—EC) mechanism, in
which its molecule loses two electrons and two protons.®” This
mechanism is compatible with the number of electrons and
protons determined by cyclic voltammetry as shown in Figure
8.

19066

From an electrochemistry point of view, MPc are recognized
for their outstanding electrocatalytic activity.”® Owing to its
conjugated electronic structure, the Pc macrocycle is capable of
stabilizing higher valence states of the central metallic ion,
which thus conducts the electrooxidation of the targeted
substrate at much lower overpotentials. On the other hand,
MPc is considered to be a good semiconductor, showing at
room temperature an electronic mobility of about 0.001 cm?
V™! s7! (CuPc).®® Thus, NiTsPc in the (PDAC/NiTsPc)-10
electrode worked simultaneously as electrocatalysts and charge
conductors. Despite that, the CV provided in Figure 4c showed
that the (PDAC/NiTsPc)-10 electrode was not capable of
providing a single separated peak for the EE2 oxidation;
instead, the presence of EE2 was perceived by the enlargement
of [TsPc]®™ and Ni(Il) oxidation peaks (peaks III and IV),
which in terms of sensor applications is not an ideal response.
However, the CV curve displayed in Figure 4d showed that in
the presence of ION the oxidation of EE2 resulted in a single
well-resolved peak, whereas the interference of [TsPc]®~ and
Ni(II) oxidation peaks was mitigated. The oxidation of EE2
effectively occurred when the ION phase was sufficiently
oxidized (Figure Sb) provided that the path between ION and
NiTsPc was not blocked by the nonelectroactive (PDAC/PSS)
bilayer (Figure 6b). The importance of ION for EE2
electrooxidation performed with the (NiTsPc/ION) electrode
was demonstrated further in Figure 7. The highest current
density was achieved with the electrode terminated with an
ION layer (Figure 7a), which provided a porous and enlarged
surface area (Figures 2 and 7d). It is thus concluded that

https://dx.doi.org/10.1021/acs.jpcc.0c04796
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whereas ION is responsible for adsorbing and oxidizing EE2
(Fe(1II) + EE2 — Fe(II) + EE2-), the ION-NiTsPc charge-
transfer complex conducts electrons through the supra-
molecular film until reaching the ITO substrate.

B CONCLUSIONS

The combination of anionic nickel(II) tetrasulfonated
phthalocyanine and positively charged iron oxide nanoparticles
into a supramolecular (NiTsPc/ION) film was proven to
properly conduct the electrocatalytic oxidation of ethinyl
estradiol (EE2). Alone, ION and NiTsPc were capable of
oxidizing EE2, although without displaying a defined oxidation
peak. In contrast, when these materials were used together in a
single electrode, the EE2 oxidation was accompanied by a
sharp and separated peak, with a much higher current. In the
supramolecular film, the EE2 adsorption/oxidation and charge
transport processes are separately carried out by ION and
NiTsPc, respectively, thereby improving the electrochemical
performance of the modified electrode. As a pivotal role, the
charge-transfer complex formed between ION and NiTsPc
permitted much faster charge transport across the film.
According to UV—vis and Raman spectroscopies, this species
was mainly formed by Fe(III)—O—Ni(II) bridges.
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Abstract: A novel nickel phthalocyanine/iron oxide nano-
particle (NiTsPc/ION) nanocomposite electrode is pro-
posed for the voltammetric detection of ethinyl estradiol.
The method shows a wide linear range (0.07-30 pmolL ™",
R? >0.99), sensitivity of 0.308 uA cm */pmol L™ and limit
of detection of 7.8 nmolL " (3.3 Sb/b). Recoveries are
above 95 % for quantification in tap and treatment plant

water samples and synthetic urine. A single electrode can
be used in seven consecutive runs (RSD=2.85%) and
responses of different electrodes vary only 7-9 %. The
excellent sensing performance of the proposed sensor is
ascribed to its porous morphology and efficient charge-
transfer between ION and NiTsPc.

Keywords: ethinyl estradiol - iron oxide nanoparticles - phthalocyanine - sensors - voltammeltry

1 Introduction

Ethinyl estradiol (EE2) is a member of the second
generation of estrogen-derivative compounds [1]. It ex-
hibits great effectiveness in preventing pregnancy and
takes part in most of birth control oral pills commercially
available nowadays. As side effects, continuous intake of
EE2 may increase the risk of blood clots, liver damage
and cancer of uterus [1]. Moreover, EE2 exhibits strong
endocrine disrupting activity [2]. Since it is not completely
metabolized by humans, it is frequently found in the
sewage and other water bodies [2]. In fact, a pioneer study
has shown the population collapse of fathead minnowa
fish living in waters that received untreated municipal
waste waters containing tiny amounts of biological and
synthetic hormones such as EE2 [3]. Other studies have
reported that, at concentrations as low as few nanograms
per liter, EE2 may induce anomalies in embryos and
impair fertility of adult specimens of zebrafish, medaka
and betta fish, affect the growth and behavior of African
clawed frog, and decrease the progeny of female daphnia
[4]. It can, therefore, put aquatic life into a serious risk.
Remediation and monitoring actions are highly desirable
to mitigate the harmful effects of EE2 to human and
aquatic life.

Several analytical methods have been proposed and
applied in an effort to monitor or detect EE2 in different
water bodies. Among those, it can be highlighted the
high-performance liquid and gas chromatography techni-
ques coupled to mass spectrometry [5-7], enzyme-linked
immunosorbent assay [8], and spectrophotometry [9].
Despite the high sensitivity and low limit of detection
(LOD) displayed by these methods, it is difficult to
implement them at remote locations for performing on-
site monitoring. Moreover, they are expensive and time-
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consuming, and the output data usually demand for
interpretation made up by skilled operators. Conversely,
electrochemical sensors can offer at the same time high
sensitivity, low LOD and rapid response. They are also
amenable for on-site monitoring at much lower cost.

The EE2 molecule undergoes a two electron-two
proton irreversible oxidation reaction, in the potential
window ranging between 0 to 1V (vs Ag/AgCl) [10,11].
This electrochemical reaction can be carried out in a
controlled way by employing working electrodes modified
with nanomaterials [12-16] Nanomaterials are chosen
aiming at the enlargement of the surface and electroactive
areas, enhancement of the electrocatalytic activity of the
bare electrode, which altogether improve the detection
performance. A myriad of nanomaterials has been used to
elaborate modified electrodes for the electrochemical
detection of EE2, including carbon nanotubes (CNT),
reduced graphene oxide (RGO), and metal and metal
oxide nanoparticles (Au, Ag, Pd, Ru, Fe;0,) [12-16].
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Iron oxide nanoparticles (ION), such as magnetite
(Fe;0,) and maghemite (y-Fe,0s) are, for several reasons,
of great interest for electrode modification aiming at
electrochemical sensing. First, because they are endowed
with iron oxyhydroxide surface groups that act simulta-
neously as adsorption and catalytic sites [17,18]. Second,
these surface groups are also susceptible to acid-base
equilibrium; in acidic medium, they get protonated and
form positively-charged particles that remain stable in the
colloidal state due to mutual electrostatic repulsions [19].
These suspensions can be directly used for film deposition
and surface modification [20]. And, last but not least, they
are much cheaper than metallic nanoparticles and can be
produced with high control of size and shape following
mild synthesis conditions, for example, the alkaline
hydrolysis of Fe(IIl)/Fe(II) ions conducted at room
temperature [21]. As a drawback, ION show poor
electronic conductivity, which may limit their use alone. A
second and more electroactive component, such as CNT,
RGO, Au nanoparticles, conducting polymers, and phtha-
locyanines, is demanded to circumvent that limitation.

Herein, it is proposed the voltammetric detection of
EE2 in tap water, water from a treatment plant, and
synthetic urine samples, using a novel working electrode
based on indium-doped tin oxide substrate surface-
modified with a nickel phthalocyanine/iron oxide nano-
particle film, ITO/(NiTsPc/ION). Its improved perform-
ance is assigned to the porous morphology of the nano-
composite film and the efficient oxidation of EE2 at the
ION’s surface, which is accompanied by rapid charge-
transfer between NiTsPc and ION. Furthermore, ITO/
(NiTsPc/ION) is quite stable and can be used for at least
seven consecutive runs without decreasing its sensitivity.
The structure and morphology of the modified electrodes
are fully revealed by UV-Vis spectroscopy and atomic
force microscopy (AFM), whereas the electroanalytical
performance is evaluated by differential pulse voltamme-
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try (DPV) and electrochemical impedance spectroscopy
(EIS).

2 Experimental
2.1 Materials

FeCl;.6H,0, FeSO,.7H,0, nickel(I) phthalocyanine-tet-
rasulfonic acid tetrasodium salt (NiTsPc), poly(diallyl
dimethylammonium chloride) (PDAC, Mw
450,000 gmol ™), poly(sodium-4-styrene sulfonate) (PSS,
Mw 70,000 gmol ™), and ethinyl estradiol (EE2) 98 %,
were all purchased from Sigma-Aldrich (USA) and used
without any purification procedure. The structural for-
mulae of all films’ components and EE2 are depicted in
Figure 1a. All other chemicals were of analytical grade or
better and were purchased from Merck (Germany) and
Synth (Brazil). Ultrapure water (resistivity: 18 Mohm cm)
provided by a Milli-Pore Milli-Q water purification system
was used in all experimental procedures unless otherwise
stated. Film depositions were performed onto quartz and
indium-doped tin oxide (ITO, resistivity: 15 ohm sq) slides
(1.0 mmx10.0 mm x 25 mm).

2.2 ION Synthesis and Film Depositions

The ION suspension (5.0 gL.™") was prepared by means of
alkaline coprecipitation of a 1:2 mol/mol Fe(II)/Fe(III)
solution at room temperature, followed by peptization in
acidic aqueous medium (HCIO,, pH=4.0) as reported
elsewhere [21,22]. This procedure rendered positively-
charged ION (zeta potential = +46+1 mV) due to proto-
nation of iron oxyhydroxide surface groups. The quartz
substrates were first cleaned in “piranha” solution
(H,SO4H,0,, 3:1, v/v) followed by alkaline solution
(NH,OH:H,0,:H,0, 5:1:1, v/v), and stored in ultrapure
water afterwards. ITO substrates were soaked in diluted

>R

or PDAC

rinse/dry

LbL
“n” times

NiTsPc
or PSS

rmseldry

Fig. 1. (a) Structural formulac of PDAC, NiTsPc, PSS, and EE2; (b) schematic view of the layer-by-layer deposition.
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neutral detergent in ultrasonic bath (80 W) for 20 min.,
rinsed and stored in ultrapure water as well.

Aqueous PDAC, PSS, and NiTsPc solutions (1.0 gL,
pH=4.0) were prepared by magnetic stirring. The films
were deposited onto both quartz and ITO substrates by
means of the layer-by-layer technique performed by hand
and at room temperature (25°C), as schematically
depicted in Figure 1b. In brief, the substrate was firstly
immersed into the cationic solution (PDAC or ION) for
5 min., rinsed in HCIO, solution (pH=4) and finally blow
dried with compressed air. These procedures were then
identically repeated for the deposition of the anionic
materials (PSS or NiTsPc). This deposition cycle lead to a
cationic/anionic bilayer film and it was successively
repeated until the planned number of bilayers. Accord-
ingly, three electrode architectures were fabricated and
tested: ITO/(PSS/ION), ITO/(PDAC/NiTsPc) and ITO/
(NiTsPc/ION).

2.3 Characterization of Samples Structure and
Morphology

The crystal structure and morphology of the ION sample
was assessed by X-ray diffractometry (Bruker D8 Focus,
A=15418 A (Cu Ka), 0.1° min™!, resolution 0.5°), trans-
mission electron microscopy (Jeol Jim 1011, 80 kV) and
dynamic light scattering (Malvern Zeta sizer NanoZ590).
The electronic structure of solutions and films was
determined by UV-Vis spectroscopy (Varian Cary 5000,
scan 0.1 nmmin~', resolution 1 nm). The film morphology
was evaluated by atomic force microscopy (AFM)
(Bruker Dimension ICON; silicon tips and cantilever
spring constant of 40 Nm™').

2.4 Electrochemical Characterizations

The electrochemical experiments were conducted in a
three-electrode configuration glass cell (70 mL, Ag/AgCl
reference electrode (saturated KCl), Pt wire counter
electrode and ITO modified with the nanocomposite as
working electrode) using a Metrohm potentiostat/galva-
nostat (Autolab PGSTAT 204) provided with the FRA 2
module (100 MHz to 0.1 Hz; 10 points per decade,
amplitude of 50 mV). All electrochemical data were
registered and analyzed with the NOVA 1.11 software. A
stock EE2 solution (5 mmolL"") was prepared in absolute
ethanol and diluted in appropriate buffer solution after-
wards. Initially, the electrode response to EE2 was
evaluated by DPV and EIS in order to confirm the
electrode modification and estimate the improvement
brought by the NiTsPc/ION film. Afterward, the electro-
analytical detection of EE2 was carried out by solely by
DPYV, for which the operational parameters (type and pH
of the electrolyte, scan rate, and amplitude) were
optimized.

The method’s accuracy was evaluated by recovery
experiments after spiking standard EE2 into tap water
and water sample collected from a water treatment plant
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(Paranod Lake) in Brasilia-Brazil. The water samples
were filtered through 0.45 pm nylon filters and then used
to prepare the supporting electrolyte (sodium acetate
buffer, pH 4.0), which was spiked with EE2 solutions at
2.0 and 10.0 pmol L.

A sample of synthetic urine (50 mL) was prepared in
ultrapure water according to the composition reported
elsewhere [19], as follows: NaCl (0.146 g), KCl1 (0.08 g),
CaCl,.2H,0 (0.056 g), Na,SO, (0.112 g), KH,PO, (0.07 g),
NH,CI (0.05 g), and urea (1.25 g). Then, 375 uL of it were
added to 25 mL of the supporting electrolyte (sodium
acetate buffer, pH4.0) and doped with EE2 until
10 umol L. The sample was used immediately after its
preparation.

3 Results and Discussion
3.1 Electrode Modification

Figure 2 displays some structural and morphological
features of bare ION and (NiTsPc/ION) films deposited
onto the quartz substrate. The XRD pattern of bare ION
as shown in Figure 2a displays the main diffraction peaks
expected for the inversed spinel iron oxide structure [23].
The Scherrer equation as applied to the most intense one,
(311), allowed the lattice parameter to be estimated. The
value found was 8377 A, which is between that of
magnetite (8.397 A) and maghemite (8.3515 A), therefore
indicating both phases are present in the ION sample.
The mean diameter of ION was 8.72+0.24 nm according
to the size distribution fitted with a log-normal function,
as shown in Figure 2b. The TEM image inserted in
Figure 2b reveals a nearly-spherical morphology for ION.
UV-Vis spectra of films containing an increasing number
n of (NiTsPc/ION) bilayers, Figure 2c, exhibit the main
electronic transitions expected for the individual film’s
constituents as shown in the inset, or else, the Q-band
(610 nm) and the B- or Soret band (334 nm), both
assigned to NiTsPc [24,25], whereas the O2p—Fedd
electron transfer band is structureless and appears as a
subtle shoulder at 334 nm [21,22]. Indeed, it looks some-
how mixed with the Soret band from NiTsPc. Moreover,
it is noticed a blue-shift of the Q-band, when going from
the plain NiTsPc solution (624 nm) to the (NiTsPc/ION)
film (610 nm). This effect is associated to aggregation of
NiTsPc molecules, either with themselves through n-
stacking and Ni(II)-O—Ni(II) bridges [26], as well as with
ION, by means of Ni(II)-O—Fe(IIl) bridges. Figure 2d
shows that the film’s absorbance measured at 334 nm and
610 nm increases linearly with the number n of (NiTsPc/
ION) bilayers. For each wavelength, the linear fitting
equations are as follows: abs(334 nm)=0.024+0.067n,
R?=0.99; abs(610 nm) =0.097 +0.019n, R*=0.99, in which
n stands for the number of bilayers. The dependence of
the film's thickness (as measured by AFM) on the number
of bilayers is also provided in Figure 2d. The error bars
represent the standard deviation for measurements per-
formed at three different sample spots. It is seen that the
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Fig. 2. Structural characteristics of bare ION and (NiTsPc/ION) films: (a) XRD pattern and (b) size distribution of bare ION. The inset
in (b) shows a typical TEM image of ION; (c) UV-Vis spectra registered after successive deposition of (NiTsPc/ION) bilayers onto
quartz. The inset in (¢) shows the UV-Vis spectra of diluted NiTsPc solution and TON suspension; (d) Dependence of film's absorbance
(at 334 nm and 610 nm) and thickness on the number of (NiTsPc/ION) bilayers; (¢) AFM topography image of the (NiTsPc/ION)-10
sample alongside the (f) surface profile trace as zoomed viewed in (e).

thickness increases with the number of bilayers, but it
does not follow the same linearity. Figure 2e displays an
AFM image of the (NiTsPc/ION)-10 film, which shows a
globular morphology, with porous established in the voids
left between spherical ION. This feature is systematically
reproduced for all bilayers as reported in Figure S1.
Figure 2f shows the surface profile traced across an
enlarged view in the AFM image (shown in Figure 2c)
and reveals three ION aggregates, each measuring
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approximately 20 nm (height) and 130 nm (diameter).
These data suggest that the amount of ION and NiTsPc
deposited onto the substrate is the same in each bilayer,
which is confirmed by the stepwise increase of the film's
absorbance. The ION contribute for a porous morphol-
ogy, with the adsorption of individual and aggregated
particles and, therefore, leading to a non-linear increase
of the film thickness. Despite that, the proposed method
enables one to control the amount of deposited electro-
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active materials by the number of deposited bilayers,
which is desirable for electrode modification.

3.2 Electrochemical Behavior of (NiTsPc¢/ION)
Electrodes

Figure 3a shows DPV curves registered in the plain
clectrolyte (sodium acetate buffer 0.1 molL™', pH=4)
and EE2 (50 pmolL™"), while using bare and modified
ITO electrodes: ITO/(NiTsPc/ION)-10, ITO/(PSS/ION)-
10, and ITO/(PDAC/NiTsPc)-10. The aim of testing ITO
electrodes modified with ION and NiTsPc in separated
films is to support the evidence of synergism occurring
when those materials are employed in a same film.
Whereas bare ITO shows no electroactivity in either plain
electrolyte or EE2 solution, DPV curves obtained with
the modified electrodes show several peaks, which
correspond to the redox reactions occurring with the
electrodes’ components as well as EE2. The DPV curves
registered with the ITO/(PSS/ION)-10 in both plain
electrolyte and EE2 exclusively show a single peak at
+0.234 V, which is ascribed to the Fe(II)—Fe(III) con-
version at ION’s surface groups [21,22]. Therefore, ION
alone does not improve the ITO capability of oxidizing
EE2. On the other hand, the DPV curve registered with
ITO/(PDAC/NiTsPc)-10 in the plain electrolyte shows a
large and broad peak centered at +0.9V, which is
assigned to the oxidation of Ni(II) to Ni(III) in NiTsPc
[27,28]. Due to its broad feature, the oxidation of the
phthalocyanine ring, which is expected to occur at a lower
potential, may be somehow overlapped to it. In the
presence of EE2, this peak is decreased about 35 %, but
no evidence of EE2 oxidation is noticed. Finally, the DPV
curves obtained with the ITO/(NiTsPc/ION)-10 electrode
suggest a much different behavior. For example, in the
plain electrolyte, the DPV curve shows three peaks

ELECTROANALYSIS

(please refer to the zoomed view): the first one is centered
at +0.25V and it is assigned to the Fe(II)—Fe(III)
conversion at the ION’s surface; an intermediary peak,
located at +0.462 V; and a third one, at +0.77 V, which is
ascribed to NiTsPc. This intermediary peak at +0.462 V is
ascribed to the charge-transfer between Fe(III) and
NiTsPc, mainly via Fe(III)-O-Ni(II) bridges, since the
clectrochemical signal related to the Ni(II)—Ni(III)
reaction is suppressed. This hypothesis is supported by
UV-Vis spectra of the (NiTsPc/ION) film (Figure 2a),
which show a blue-shift of 14 nm of the NiTsPc Q-band,
therefore suggesting its aggregation with ION. It is even
more interesting to note that, in the presence of EE2, the
corresponding DPV curve shows solely two peaks; one at
lower potential (+0.254 V), which is assigned as the
oxidation of ION, and a second and more prominent one
at +0.70 V, which is assigned to the EE2 oxidation.
Figure 3b reports Nyquist plots for the oxidation of
EE2 using bare ITO and ITO/(NiTsPc/ION)-10. The
spectra were modeled with a modified Randles’ circuit
shown in supplementary material (Figure S2), in which
the Warburg element employed for accounting the
diffusion process was replaced by a simple capacitor.
Otherwise, data fitting did not converge. Values of the
circuit elements are reported in Table S1. It is noticed
that the overall impedance is decreased upon deposition
of the (NiTsPc/ION)-10 film, which is mainly due to a
reduction of the charge-transfer resistance (R,) by two
orders of magnitude, from 5.5x10° ohms (bare ITO) to
5.1x10° ohms (ITO/(NiTsPc/ION)-10). The additional
capacitor, C,, represents a blocking insulating layer
formed by adsorption of EE2 oxidation products onto the
electrode. The adsorption is more pronounced onto the
modified ITO, for which C,=53.9 uF, whereas for bare
ITO, C,=11.2 yF. The (NiTsPc/ION) film enlarges the
electrode’s surface area and provides more sites for
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Fig. 3. (a) DPV curves registered with bare and modified ITO electrodes, as indicated, in the plain electrolyte (sodium acetate
0.1 mol L', pH=4) and in the presence of EE2 (50 umol L '). DPV conditions: scan rate 10 mVs™'; amplitude 50 mV. (b) Nyquist plots
for EE2, 50 umolL™" in sodium acetate buffer, 0.1 molL™', pH=4.5, registered with bare ITO and ITO/(NiTsPc/ION)-10 electrodes.

Frequency range: 100 MHz to 0.1 Hz; cell potential: +0.75 V.
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interaction with EE2 and its oxidized subproducts. It is,
therefore, demonstrated that the combination of ION and
NiTsPc into the same electrode is pivotal for the proper
oxidation of EE2.

Since the ITO/(NiTsPc/ION) electrode has proven its
suitability for oxidizing EE2, the experimental conditions
required for achieving its best performance were then
investigated. Figure4 reports DPV curves for EE2
(10 ymolL™") using ITO modified with an increasing
number of (NiTsPc/ION) bilayers, as well as the influence
of different types of electrolytes and pH, and the necessity
of the electrode reconditioning. The results for optimiza-
tion of other DPV parameters, including reconditioning
potential, scan rate and pulse amplitude are shown in
Figure S1. Figure 4a shows that the EE2 oxidation current
density at the anodic peak (+0.77V vs Ag/AgCl), J,,,
increases almost linearly until 15 bilayers. This linear
increase is typical of a porous electrode. Afterward, the
electrode’s response decrease, which is associated to an
unbalance between number of bilayers and film’s resistiv-
ity. Considering that the cost for preparing such an
electrode is directly proportional to the number of
bilayers and that the electrode modified with 10 bilayers
already provides a J,, of about 12 pA cm™, the electrode
ITO(NiTsPc/ION)-10 has been chosen for the electro-
analytical determination of EE2. Indeed, electrodes with
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fewer bilayers lasted for a lower number of measure-
ments, and therefore were not considered further. Fig-
ure 4b shows the effect of different supporting electrolytes
at pH=4 over J,. It is seen that sodium acetate buffer
provides the best condition, although all other tested
electrolytes exhibit comparable performances. Figure 4c
shows that both, J,, and the oxidation peak potential, E,,,
decrease as the pH is increased between 2 and 6. EE2
pKa is 10.46 [29]. Therefore, in the pH range studied
herein, EE2 molecules remain protonated. According to
the literature, EE2 oxidation takes place at the phenolic
ring, and involves the losses of two electrons and two
protons [10,11,27]. By one hand, as the pH is raised near
the pKa, the phenol is converted to phenolate and
oxidation should be facilitated. Nonetheless, higher pH
would also provoke loss of iron from ION in the form of
insoluble iron hydroxides. On the other hand, in acidic
medium, the EE2 oxidation is favored since it is proposed
that the following reaction (equation 1) takes place at the
ION’s surface, with the EE2 molecule losing one electron
and one proton:

FeOOH + EE2 + 2H" — Fe"' + EE2" + 2H,0 (1)

Figure 4d shows three DPV curves registered with the
same electrode in different situations. Curve (i) corre-

b

O = N W h OO N ®

050 0j2 0:4 0:6 0.‘8 1?0
E vs Ag/AgCI (V)

-0.2

Fig. 4. DPV of EE2 performed with ITO/(NiTsPc/ION) electrodes. Dependence of EE2 J,, on (a) the number of (NiTsPc/ION)
bilayers and (b) the type of supporting electrolyte at pH=4; (c) dependence of J,, and E,, on the pH using 0.1 molL ' sodium acetate
buffer as the supporting electrolyte; and (d) effect of the electrode reconditioning step on the DPV response. In all experiments, [EE2]

1

=10 pumol L™, scan rate: 10 mV's™'; amplitude: 50 mV.
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sponds to the first scan and gives the EE2 oxidation peak
at +0.74 V and J,,=30.9 uA cm > Curve (ii) represents
the second scan, run right after the first and without
performing any cleaning or reconditioning of the elec-
trode; the oxidation peak occurs in the same potential as
in the first scan, but J,, is 18% lower. Curve (iii) was
registered after curves (i) and (ii), but the electrode was
submitted to a reconditioning step (static polarization at
—0.6 V in the plain electrolyte). Now, it is seen that J,, is
reestablished to the same value achieved in the first scan.
In addition, the DPV curve (iii) also shows two other
peaks, the first one at +0.29V, corresponding to
oxidation of magnetite to maghemite, and a second one
at+0.47V, which is ascribed to the charge-transfer
between Fe(Ill) and NiTsPc. The decrease of J,, from
curve (i) to curve (i) is ascribed to EE2 oxidation
subproducts that adsorb onto the electrode. They are
effectively removed during the reconditioning step, which
has been optimized as shown in Figure Sla.

3.3 Figures of Merit and Analytical Applications

The electrochemical performance of a single ITO/
(NiTsPc/ION)-10 electrode was evaluated after optimiz-
ing the experimental conditions (reconditioning of the
electrode, scan rate and pulse amplitude), which are
reported in Figure S3. As shown in Figure §4, J,, gradu-
ally decreases with the number of scans during eighteen
consecutive measurements of EE2 (10 umolL™' in
0.1 molL " sodium acetate buffer, pH=4.0; recondition-
ing step between each measurement). The relative
standard deviation (RSD) of J,, is 2.85% after seven
scans and increases to 11 % after eleven scans. The latter
RSD is still considered acceptable according to the
AOAC recommendations [30]. The reproducibility was
evaluated with three identical ITO/(NiTsPc/ION)-10 elec-
trodes fabricated in either the same or different batches.
For those fabricated in the same batch, the RSD of J,,
was 6.99 %, whereas for those fabricated in different
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batches was 9.04 %. It is thus concluded that a single ITO/
(NiTsPc/ION)-10 electrode can be used for up to eleven
consecutive runs and its fabrication process is considered
reproducible. This performance is ensured provided that
electrodes were individually stored in plastic vials at room
temperature and protected from light.

Figure 5 shows DPV curves for increasing concentra-
tions of EE2, from 0.07 to 30 umolL ' (Figure 5a) and
from 10 to 46 umol L' (Figure 5b). The inset of Figure 5a
shows two linear ranges; the first, between 0.07 and
33 umolL™', with the respective linear equation: J,
(uAcm?)=0.024+0.308 [EE2] (umolL™"), R*= 0.998,
and the second, between 3.3 and 11.3 pmolL™", with the
linear equation: J,, (pAcm™)=0.543+0.147 [EE2]
(umol L"), R?= 0.998. The highest sensitivity is therefore
0.308 uA cm YumolL~". The presence of two linear
ranges is due to partial degradation of the electrode, in
which some ION are eroded during successive potential
scans and the electrode’s electroactive area is diminished.
Figure 5b reports DPV curves registered in a wider
concentration range, which was intended to observe the
saturation region. Indeed, it was observed a single linear
range, 10-30 umolL™', with equation J,, (pA cm %)=
—0.21+0.25 [EE2] (umolL™), R*=0.997, plus a satura-
tion above 30 pmol L™,

The calculated limit of detection (LOD) and limit of
quantification (LOQ) obtained from 3Sb/b and 10Sb/b
ratios [31], respectively, in which Sb is the blank standard
deviation and b is the slope of the calibration curve were
LOD=78x10"molL™"' and LOQ=2.4x10"*molL".
Those are theoretical values. For LOD, it is about ten
times lower than the lowest measured concentration,
which was 1x10~* molL"" (s/n=23). Both linear range and
LOD achieved with the present sensor are comparable to
those exhibited by other electrochemical sensor platforms
reported in in Table 1. Nevertheless, it is worth mention-
ing that most of the electrodes reported in Table 1 are
composed by more expensive materials and, in many
instances, do not show the same reproducible perform-

20+ : b

81,

163

X

o 14} 2 XV
'E 510115 20 26 30 35 40 45 5 l
5 12F [EE2]umol L
<
2 10+
=

6 i 1 " I L I
-02 00 02 04 06 08 1.0

E vs Ag/AgCl (V)

Fig. 5. DPV curves registered with the ITO/(NiTsPc/ION)-10 electrode for EE2 at different concentrations: (a) 0.07; 0.5; 0.9; 1.7; 3.3;
4.9; 6.5; 8.1; 9.7; 11.3 pmol L ™! (from i to x) and (b) 10, 14, 22, 26 e 30 pmol L™". (from xi to xv). Experimental conditions: electrolyte,
sodium acetate buffer (0.1 molL™'; pH =4.0); scan rate of 30 mVs ' and pulse amplitude of 50 mV. Inserted graphics show the variation

of J,, at +0.77 V with the EE2 concentration.
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Table 1. Comparison of limit of detection and linear range of different electrodes and methods for the quantification of EE2.

Electrode and time of preparation Method Detection Linear range

limit (mol L") (molL™)
RGO/SPCE/anti-EE2 [12] SWV 34x107" 1.7x10 % t0 4.0x107"
Pd/g-C;N,-CNTs/GCE [13] DPV 5.00%x107 2.0x10 “to 1.5x10*
HRP-EE2-anti-E2/AgNPs/SiO,/ Amp 22x107"° 3.4x10 " t01.7x10°7
GO/GCE [14]; overnight
Au/Fe;0,@TA/MWNT/GCE [15] DPV 33x107° 1.0x10"*to 1.2x10™*
GCE/rGO/RuO, [16] DPV 20x107° 55%x10%t0 1.2x10°°
HMDE [32] SW-AdSV 4.95x10°° 4.95x10 %10 4.9x1077
MWCNTSs/GCE/MPs/anti-EE2 [33] SWV 34x10™ 12x10"%t02.4x107"°
CPB/CPE [34] LSV 3.0x10°* 5x10 % t02x10°°
BDD [35] SWV 24x1077 7.9%x107 t0 52x10°°
AgNP-SAE-CTAB [36] SCV 1.03x1077 6.4x107 10 7.8x10°°
GCE/MWCNT/CoPc [37]; SWV 2.2x107¢ 2.5x10°to 9x107°
22h
Chi/CNTs [38]: 0.65 h SWV 9.0x10°" 5x10 % to2x10°°
This work; 1 h DPV 7.8x107° 7x10%to3x107°

Amp amperometry, CV cyclic voltammetry, DPV differential pulse voltammetry, SWV square wave voltammetry, AdSV adsorptive
stripping voltammetry, LSV linear sweep voltammetry, SCV staircase voltammetry, CPE carbon paste electrode, SPCE screen printed

carbon electrode.

Table 2. Quantification of EE2 in spiked water samples.

Sample EE2 (umolL™) Recovery
AddedAmount found+SD (%)
[a]
Tap water 2 2,13+0,23 106,5
10 10,96 +0,91 109,6
Water treatment 2 1,924+0,22 96,2
plant 10 10,24+0,42 102

[a] Standard deviation of 3 determinations.
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Fig. 6. DPV curves for EE2 (10 pmolL™") registered with the
ITO/(NiTsPc/ION)-10 electrode in plain electrolyte (sodium
acetate buffer) and synthetic urine. DPV conditions: scan rate of
30mVs ' and pulse amplitude of 50 mV.
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ance as the ITO/(NiTsPc/ION) electrode does. Table 1
also reports the time of preparation of the electrodes,
when available.

The matrix effect on the detection of EE2 was
evaluated in tap water and water collected from a treat-
ment plant station, as well as in synthetic urine. The water
samples were spiked with EE2 at 2umolL™' and
10 umol L. The recovery is reported in Table 2, which is
found between 96.2% and 109.6 %. In addition, Figure 6
compares DPV curves acquired for EE2 (10 umolL™") in
plain electrolyte (sodium acetate buffer) and in the
synthetic urine. It is observed that in urine, the voltammo-
gram background is upward shifted because of the higher
ionic strength of the medium, whereas E, is slightly
shifted to lower potential and J, is decreased to less than
5%. Additionally, the oxidation of magnetite to maghe-
mite occurs at lower potential but at much higher current,
which has been ascribed to the formation of soluble
FePO,. Detection of EE2 have also been conducted in the
presence of other estrogens, including estrone, estriol, and
estradiol. However, all these estrogens caused a signifi-
cant interference, because they are oxidized in the same
potential range as EE2. As a consequence, the current
measured for EE2 oxidation increased to about 113 % in
the presence of estrone, 129 % for estriol, and 60 % for
estradiol. Despite this drawback, the proposed sensors
could be used to detect the total estrogenic concentration,
which is in fact more important than simply detecting a
single estrogen. In summary, the present method can
detect EE2 without the influence of complex matrixes
such as drinking and natural waters, as well as synthetic
urine.
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4 Conclusions

It has been shown that the combination of iron oxide
nanoparticles (ION) and nickel(IT) phthalocyanine
(NiTsPc) into a supramolecular porous film deposited
onto ITO electrodes provides excellent electrocatalytic
effect toward oxidation of ethynyl estradiol (EE2). ION
and NiTsPc interact by means of Fe(III)-O-Ni(II)
bridges beyond simple ion-pairing, which permits the
rapid charge-transfer across the electrode, something that
is not allowed when ION and NiTsPc are assembled with
non-electroactive polymers in separated electrodes. De-
spite the present sensor exhibits figures of merit compara-
ble to others previously reported in the literature, the
ITO/(NiTsPc/ION) electrode is of relative lower cost, its
fabrication process is highly reproducible, it can be used
for at least seven consecutive measurements while losing
less than 3% of sensitivity, and, more importantly, it is
not affected by the composition of complex matrixes such
as lake water and synthetic urine.

Data Availability Statement

The data that support the findings of this study are
available from the corresponding author upon reasonable
request.
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