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RESUMO 

 

Neste trabalho é proposto o desenvolvimento de uma metodologia eletroanalítica para 

determinação de etinilestradiol (EE2). Para tanto, substratos de vidro condutor tipo ITO foram 

modificados com filmes automontados LbL de ftalocianina de níquel(II) tetrasulfonada 

(NiTsPc) e nanopartículas de óxido de ferro (ION) para a construção do eletrodo de trabalho. 

A modificação foi realizada pela imersão sucessiva (ciclo de deposição) do ITO na solução de 

NiTsPc e na suspensão de ION, originando eletrodos do tipo ITO/(NiTsPc/ION)-n, onde n 

representa o número de ciclos de deposição ou bicamadas. Imagens de microscopia eletrônica 

de varredura (MEV) e microscopia de força atômica (AFM) do eletrodo evidenciaram uma 

superfície rugosa e uniformemente recoberta por nanopartículas. Dados de espectroscopia de 

absorção no UV-vis e espectroscopia Raman sugerem que a deposição sucessiva de bicamadas 

de NiTsPc/ION forma uma estrutura supramolecular porosa conduzida tanto pela interação 

eletrostática quanto por pontes covalentes de Fe(III)-O-Ni(II). O eletrodo ITO(ION/NiTsPc)-n 

foi utilizado na detecção 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 oxidação do EE2 que ocorre em +0,8V. Além disso, verificou-

se que a oxidação de EE2 tem uma corrente que aumenta com número n de bicamadas ficando 

evidente portanto, a ocorrência de um efeito sinérgico entre ION e NiTsPc. Experimentos de 

voltametria cíclica (VC) mostraram que há transferência de carga que ocorre entre ION e 

NiTsPc através das pontes oxo, e essa transferência é essencial para o bom desempenho do 

eletrodo para a oxidação de EE2, que foi então quantificado após a otimização dos parâmetros 

experimentais sendo definido o tampão acetato de sódio 0,1 mol L-1 em pH 4,0 como eletrólito 

de suporte e o condicionamento do eletrodo por 30 segundos no potencial de -0,6 V. Desta 

forma, após 7 medidas consecutivas de EE2 10 μmol L-1 com o eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10, 

o coeficiente de variação foi 2,85 %. O método proposto apresentou faixa linear de trabalho de 

0,07 a 30 μmol L-1 e limite de detecção e quantificação de 7,8x10-9 e 2,4x10-8 mol L-1 

respectivamente. Na análise em água de torneira e água da estação do Lago Paranoá o EE2 não 

foi detectado, porém apresentou valores de recuperação entre 96,2% e 109,6%, observou-se 

também que a oxidação do EE2 não foi afetada com a composição de urina sintética. Esses 

resultados mostram que o método desenvolvido é promissor para a determinação de EE2. 

Palavras-chave: etinilestradiol, ftalocianina de níquel(II) tetrassulfonada, nanopartículas de 

óxido de ferro, voltametria. 
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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 (II) 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(III)-O-Ni(II) 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-1 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 μmol L-1. The proposed method 

presented a linear working range of 0.07 to 30 μmol L-1 and limit of detection and quantification 

of 7.8x10-9 and 2.4x10-8 mol L-1 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 (II) tetrasulfonate phthalocyanine, iron oxide nanoparticles, 

voltammetry. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A presença de desreguladores endócrinos no meio ambiente por exemplo na água, 

sedimentos, peixes e em vários bens de consumo como plásticos e produtos de cuidados 

pessoais, é uma preocupação para a saúde humana. Por isso, eles têm sido alvo de diversas 

pesquisas sobre como atuam no organismo e metodologias analíticas para sua detecção em 

diversas amostras. 1,2 

De acordo com a Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (USEPA), um 

desregulador endócrino (EDC, do inglês Endocrine Disrupting Chemical) é um “agente 

exógeno que interfere com a síntese, secreção, transporte, ligação, ação ou eliminação de 

hormônios naturais no corpo que são responsáveis pela manutenção, reprodução, 

desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos”.3 

Essas espécies, portanto, afetam o sistema endócrino e dentre elas estão substâncias 

sintéticas (alquilfenóis, pesticidas, ftalatos, bisfenol A, parabenos, algumas classes de fármacos, 

entre outras) e substâncias naturais (hormônios naturais e fitoestrogênios).4 

Existem relatos que associam a exposição aos EDC ao câncer de testículo5, de mama6 e 

de próstata7, ao declínio das taxas de espermatozóides5, endometriose8, infertilidade9, disfunção 

da tireóide10 e neurotoxicidade11. Os hormônios, por exemplo, podem provocar efeitos adversos 

em níveis na faixa de ng L-1 como o etinilestradiol (EE2) que é um hormônio sintético com 

efeito similar ao do estrogênio natural estradiol.12,13 

As formulações contraceptivas orais mais utilizadas contêm EE2. Em contraste com o 

estradiol, o EE2 é resistente à degradação pelo fígado; portanto, uma grande quantidade de EE2 

e seus derivados são introduzidos no meio ambiente por meio da urina e das fezes.14 

Uma importante forma de exposição humana a esse composto é a água. Apesar de 

evidências quanto à nocividade, ainda não existem regulamentos nacionais ou internacionais, 

com o estabelecimento de concentrações máximas permissíveis, para este composto na água de 

consumo humano.15  

Neste contexto, tem-se despertado o interesse da comunidade científica no 

desenvolvimento de métodos confiáveis para a determinação de EE2. Dentre as técnicas 

utilizadas com essa finalidade destacam-se a cromatografia líquida16 e gasosa17 com detecção 

de espectrometria de massa, espectroscopia de fluorescência18 e a voltametria.19,20 

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

de medida, facilidade de operação, portabilidade e pouca geração de resíduos. Apesar disso, um
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desafio para o seu uso é garantir a seletividade em amostras complexas e em determinações 

simultâneas de mais de dois compostos orgânicos, devido à sobreposição de potencial de 

redução ou oxidação de diversas espécies químicas.21,22 

Então, as pesquisas têm focado no aprimoramento, em particular, no uso de eletrodos 

modificados com nanoestruturas que proporcionem maior sensibilidade e seletividade, como 

por exemplo nanopartículas metálicas23, compostos orgânicos24, nanoestruturas de carbono25, 

anticorpos26, enzimas27 dentre outros. 

Diante do exposto, esse trabalho propõe a modificação de eletrodos com nanopartículas 

de óxido de ferro (ION) e ftalocianina de níquel(II) tetrasulfonada (NiTsPc) para a 

determinação eletroquímica de EE2 em amostras de água e urina. A escolha por estes dois 

materiais se deve às suas atividades eletrocatalíticas 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 eletroanalítico, 

utilizando eletrodos modificados com ION e NiTsPc para a determinação do hormônio EE2, 

em amostras de água e urina sintética. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 Desenvolver metodologia para a modificação controlada dos eletrodos com ION e 

NiTsPc. 

 Realizar um estudo eletroquímico desses eletrodos para avaliar os processos de 

oxidação e redução envolvidos na arquitetura do filme. 

 Otimizar os parâmetros da voltametria de pulso diferencial para obtenção de melhor 

resposta do método. 

 Validar a metodologia desenvolvida para a determinação de EE2. 

 Avaliar o efeito de amostras de água e urina sintética na detecção de EE2.  
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

3.1 Desreguladores endócrinos 

 

Os desreguladores endócrinos (EDC) são uma categoria de poluentes ambientais que 

interferem nas funções do sistema endócrino, responsável pelo desenvolvimento, crescimento, 

reprodução e comportamento de seres humanos e de animais.28 Segundo a União Europeia, essa 

interferência pode ocorrer com os EDC imitando a ação de um hormônio produzido 

naturalmente pelo sistema endócrino, bloqueando receptores hormonais e afetando a síntese, o 

transporte, o metabolismo e a excreção de hormônios.4,29 

Alguns produtos químicos podem afetar a função da tireóide, o sistema imunológico e 

também podem ter alguma neurotoxicidade, embora os mecanismos pelos quais esses efeitos 

possam ocorrer ainda não tenham sido elucidados. Além disso, os EDC podem contribuir para 

má formações congênitas em crianças, cânceres relacionados a hormônios de mulheres (mama 

e ovário) e homens (testículos e próstata) e desenvolvimento sexual retardado.5–7,9–11  

A Tabela 1 mostra exemplos de EDC e suas principais fontes que levam à contaminação 

ambiental. 

 

Tabela 1-Grupo de desreguladores endócrinos com suas subclasses, exemplos e fontes.30,31 

Grupo Subclasses Exemplos Fontes 

Desreguladores 

Endócrinos 

Produtos 

Químicos 

Industriais 

Alquifenóis, bisfenol A, 

ftalatos, estireno, retardantes 

de chama bromados (PBDE), 

 surfactantes (perfluoroctano 

sulfonatos - PFOS) 

Esgotos domésticos 

e efluentes 

industriais 

Hormônios  
Estradiol, estrona, estriol, 

dietilestilbestrol, etinilestradiol 

Esgoto doméstico e 

criadouros de 

animais confinados 

Agrotóxicos 

PCF (pentaclorofenol), 

rifuralin, atrazina, DBCP 

(dibromocloropropano), 

lindano 

Esgoto doméstico, 

escoamento 

superficial em 

áreas agrícolas. 
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A desregulação endócrina não é um fenômeno novo. Na década de 1930, estudos 

envolvendo animais de laboratório demonstraram propriedades de estrogênios (hormônios 

sexuais femininos) de vários produtos químicos industriais, incluindo o bisfenol A, amplamente 

utilizado em plásticos, resinas e selantes dentários.12,32 

O efeito feminilizante do pesticida DDT (dicloro-difenil-tricloroetano) em galos foi 

relatado na década de 1950. Em 1971, médicos traçaram uma epidemia de carcinoma de células 

vaginais em mulheres jovens que usaram um estrogênio sintético, o dietilestilbestrol (DES), 

durante a gravidez. Esse estrogênio era utilizado com a finalidade de evitar o aborto espontâneo 

na mulher.29,33,34 

Dada a diversidade de estruturas químicas e propriedades dos EDC e seus metabólitos, 

não é possível fazer generalizações sobre o seu comportamento e o destino no meio ambiente. 

Sabe-se, contudo, que os recursos hídricos podem ser contaminados tanto por águas residuárias 

descartadas sem tratamento, de origem doméstica, hospitalar ou industrial, quanto por efluentes 

de estações com baixa ou moderada eficiência de remoção.35,36 

Além disso, os EDC podem atingir corpos d’água via lançamento de lixiviados de aterro 

e drenagens superficiais agrícolas como foi mostrado na Tabela 1. No Brasil não existe 

legislação para a maioria dos EDC em água de consumo humano, importante fonte de exposição 

humana a estes poluentes. Os limites máximos permitidos são estabelecidos apenas para alguns 

agrotóxicos que consta na portaria nº 2.914, de 12 de Dezembro de 2011.37 

A Associação Brasileira de Engenharia Sanitária e Ambiental do Estado de São Paulo 

(ABES/SP) publicou, em 2012, o documento intitulado Guia de Potabilidade para Substâncias 

Químicas, em que foi gerada uma lista composta por 291 substâncias prioritárias presentes na 

água, ainda não regulamentadas. Esses compostos foram priorizados conforme o uso, 

quantidades produzidas, persistência e tipos de efeitos que causam baseados na literatura. 

Alguns EDC foram incluídos na lista geral, entretanto, após a combinação das prioridades 

citadas, alguns deles foram excluídos da lista principal como os hormônios.38,39 

Contudo, vale destacar que alguns EDC fazem parte de listas de substâncias prioritárias 

de algumas agências internacionais, como, por exemplo, os estrógenos 17α-estradiol, 17β-

estradiol, estriol, estrona, etinilestradiol e mestranol (Figura 1), considerados pela USEPA 

contaminantes orgânicos de água potável que requerem regulamentação .40 

A Comissão Europeia por exemplo, limita as concentrações médias de EE2 em águas 

superficiais a não mais que 0,035 ng L-1, para o estradiol e a estrona o limite estabelecido é de 

0,4 ng L-1.41,42 O etinilestradiol foco deste trabalho será abordado no tópico seguinte. 
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Figura 1- Estrutura química dos estrogênios.43 

  

3.1.2 Etinilestradiol 

 

O etinilestradiol ou 17α-etinilestradiol (EE2) é o principal componente estrogênico 

utilizado em formulações de contraceptivos orais, sendo um dos mais consumidos no mundo.39 

Imhoffer e Hohlwer em 1938, sintetizaram o EE2 pela primeira vez com etinilação do 

estrogênio natural estrona, processo este a base de etino (C2H2), sódio (Na) e amida de sódio 

(NaNH2), conforme a reação apresentada na Figura 2.44,45 

 

Figura 2- Reação de síntese do EE2 a partir da estrona. 

 

O EE2 tem efeito estrogênico comparável à do estrogênio natural 17β-Estradiol sendo 

um dos estrogênios mais potentes e que pode provocar efeitos adversos à saúde, tais como 

coagulação acelerada, fibrinólise e aumento do risco de trombose venosa no uso em 

contraceptivos hormonais combinados.46 Portanto, a exposição não intencional da população, 
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especialmente de embriões em desenvolvimento, meninos e meninas na pré-puberdade, deve 

ser evitada.47–49 

O uso de águas superficiais para o consumo humano, bem como a transformação de seus 

mananciais como receptores de esgotos sanitários tratados ou não, tem sido um dos principais 

motivos de preocupação acerca da exposição humana ao EE2 que pode ser excretado até 68 % 

na urina ou nas fezes, sendo mais persistente no ambiente do que os estrogênios naturais.50–53 

No Brasil, estudos já mostram a presença de EE2 na água. Moreira et al.54  utilizando 

cromatografia líquida acoplada a uma espectrômetro de massa (HPLC-MS) detectaram 

concentrações na faixa de 3 a 54 ng L-1 na represa Vargem das Flores, responsável por cerca de 

10% do abastecimento de água da região metropolitana de Belo Horizonte. Sodré et al.55 

determinaram a concentração de EE2 no rio Jundiaí e no rio Atibaia, sendo este último utilizado 

para captação de água no estado de São Paulo, as concentrações foram entre 6 e 310 ng L-1, a 

quantificação foi realizada com HPLC.  

Torres et al.56 determinaram EE2 no rio Piracicaba em São Paulo utilizando HPLC-MS, 

quando encontraram EE2 na faixa de 26 a 150 ng L-1. Em águas superficiais da região 

metropolitana de São Paulo, Coelho et al.57 quantificaram EE2 na concentração de 120 ng L-1 

a 1200 ng L-1 utilizando HPLC-MS, a maior concentração foi encontrada no córrego Tubarão, 

que recebe efluente de uma estação de tratamento de esgoto. 

No Paraná, a presença de EE2 foi detectada na bacia do rio Iguaçu por HPLC com 

detector de arranjo de diodos (DAD). A concentração de EE2 encontrada variou entre 120 e 

5900 ng L-1 nos diferentes pontos avaliados. Cerca de 25% da população do estado do Paraná 

vive com baixo nível de taxas de tratamento de esgoto.58 

Em Brasília, até a data da pesquisa (Setembro de 2020), apenas dois artigos foram 

publicados quanto a presença de EE2 em água. Em um as amostras coletadas foram de água 

potável e não foi identificada a presença desse estrogênio em 10 amostras.59 Em outro estudo, 

avaliou-se água potável de 7 diferentes pontos e foi identificado a presença de EE2 na 

concentração de 4,47±0,07 ng L-1 na amostra coletada na estação de tratamento de água do 

Lago Paranoá, o método utilizado foi extração em fase sólida e cromatografia líquida de ultra 

performance acoplada a detector de massas de alta resolução (UHPLC-MS).60 Contudo, é 

evidente a necessidade de mais estudos tanto nas estações de tratamento quanto nos rios e lagos 

presentes neste território. 

A introdução do EE2 em ambientes aquáticos pode ser realizada além de disposição 

inadequada de esgoto sanitário, por meio de resíduos industriais, como também pelo uso de 
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lodo ativado de estação de tratamento de esgoto na agricultura. Os tratamentos convencionais 

de água e de esgoto sanitário não são capazes de remover completamente esse estrogênio, que 

permanece no meio aquático.15,36,51 

Deve-se considerar também a tendência do EE2 a adsorver sobre matéria orgânica, 

acumular-se em sedimentos e concentrar-se em organismos de ambientes aquáticos, sendo que 

esse estrogênio pode provocar feminização anatômica de peixes, comprometendo todo o 

sistema reprodutivo, atraso da maturidade sexual e diminuição das características sexuais 

secundárias mesmo em baixas concentrações (ng L-1).61,62 

Além dos peixes, o EE2 também já foi encontrado em leite, camarão e carnes de porco, 

vaca e frango com a técnica de UHPLC-MS. No leite, a concentração variou entre 990 e 1660 

ng L-1 e nas carnes ficou na faixa de 240 a 910 ng L-1.63 Portanto, a presença desse estrogênio 

em animais pode trazer efeitos adversos à saúde humana, especialmente no que se refere ao 

consumo de proteínas, na maioria das vezes feito por meio da alimentação com carnes. 

A determinação de estrogênios em amostras de urina também é importante para 

monitorar a ação e o mau funcionamento das glândulas endócrinas, e consequentemente o 

diagnóstico de distúrbios endócrinos que geralmente estão associados a doenças como câncer 

de mama6, anorexia nervosa64 e pseudo-hermafroditismo65. Além disso, pode-se monitorar 

terapia de reposição hormonal e detectar a puberdade precoce.66  

 

3.2 Métodos de determinação de etinilestradiol 

 

A técnica mais utilizada para determinação de EE2 é a cromatografia como mostrado 

no tópico anterior. De fato, o método indicado pela Comissão Europeia para quantificação de 

EE2 na água é a extração em fase sólida e análise com cromatografia líquida acoplada ao 

espectrômetro de massas sequencial (LC-MS-MS). Técnicas espectroscópicas também podem 

ser utilizadas como absorção no UV-vis e fluorescência.18,29,67 

Essas técnicas permitem o desenvolvimento de métodos sensíveis, mas apresentam 

algumas limitações, como o consumo de tempo, necessidade de grandes volumes de reagentes 

e equipamentos caros, o que impossibilita análises rápidas no local de interesse.14 

No Brasil, não existe um método oficial para determinação de EE2. Os métodos 

utilizados em laboratórios clínicos para esta determinação baseiam-se geralmente na aplicação 

de metodologias de radioimunoensaio, ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA, do inglês 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e eletroquimioluminecência. No entanto, esses 
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métodos apresentam alguns inconvenientes, tais como a falta de sensibilidade e precisão das 

medições, tempo de análise prolongada e o elevado consumo de reagentes, assim como a 

geração de rejeitos contaminados de difícil tratamento e descarte.68 

Em razão à crescente necessidade de identificação e quantificação de analitos de 

maneira rápida, específica e em concentrações cada vez menores tem se intensificado as 

pesquisas com técnicas eletroquímicas que, além disso, permitem a construção de dispositivos 

portáteis, de menor custo, uso de menores quantidades de reagentes e possibilitam o 

monitoramento rápido de substâncias diretamente no campo e em tempo real (in situ / in loco). 

Dentre as técnicas eletroquímicas, as voltamétricas têm se destacado por permitir 

identificar as reações que ocorrem no eletrodo e alcançar baixos limites de detecção. Alguns 

aspectos teóricos dessas técnicas serão discutidos a seguir. 

 

3.3 Voltametria 

 

A voltametria abrange um conjunto de técnicas que, em geral, medem a corrente 

proveniente de processos de oxidação e redução na superfície de um eletrodo de trabalho. O 

potencial é aplicado em relação a um eletrodo de referência, enquanto a corrente resultante 

passa do eletrodo de trabalho para o eletrodo auxiliar onde é então medida.69,70  

Os processos de transporte de massa para a superfície do eletrodo de trabalho podem ser 

por migração sob a influência de um campo elétrico, convecção resultante de agitação, vibração, 

diferença de temperatura ou densidade e difusão em razão de qualquer diferença de 

concentração entre a superfície do eletrodo e o seio da solução, em que as espécies químicas 

deslocam-se de regiões de concentrações altas para regiões de concentrações baixas. Para 

análise quantitativa a corrente proveniente do processo de difusão é diretamente proporcional a 

concentração do analito na solução.69,71 

Na voltametria é utilizada uma cela eletroquímica (Figura 3) onde os eletrodos de 

trabalho, de referência e auxiliar estão imersos no eletrólito de suporte inerte, necessário nos 

experimentos para diminuir a resistência da solução, eliminar os efeitos de eletromigração e 

manter uma força iônica constante. Em alguns casos é necessário borbulhar a solução com 

nitrogênio na solução para retirada de oxigênio que é eletroativo e produz duas ondas na região 

catódica 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.69,72 
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Figura 3- Representação da cela eletroquímica utilizada nas medidas de voltametria.73  

 

3.3.1 Voltametria Cíclica  

 

A voltametria cíclica (VC) é geralmente aplicada no estudo de reações redox, com 

localização rápida de potenciais de redução e oxidação das espécies eletroativas, cinética de 

transferência de elétrons em reações heterogêneas, detecção de intermediários da reação e 

processos de adsorção de compostos nos eletrodos. Na VC o sinal de excitação (Figura 4a) varia 

de forma linear em função do tempo, formando uma onda triangular, com varredura entre dois 

potenciais do eletrodo, chamados de potenciais de inversão.69,74 

 

Figura 4- (a) Sinal de excitação em voltametria cíclica. (b) Voltamograma cíclico de um 

processo reversível.74 
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Os parâmetros eletroquímicos mais importantes de um voltamograma cíclico são os 

potenciais de pico catódico e anódico (Epc e Epa) e as correntes de pico catódico e anódico (Ipc 

e Ipa), essenciais para caracterizar os processos redox ocorridos. A partir desses parâmetros é 

possível definir se o processo é reversível, quasi-reversível ou irreversível. Para processos 

reversíveis, no voltamograma cíclico apresentado na Figura 4b as principais características são: 

Epa-Epc ≈ 0,059/n V,  em que n é o número de elétrons transferidos e Ipa/Ipc = 1.75 

No geral, os voltamogramas de sistemas quasi-reversíveis e irreversíveis, apresentados 

na Figura 5, exibem uma maior separação em potenciais de pico comparada com um sistema 

reversível, uma vez que a transferência de elétrons é mais lenta na superfície do eletrodo 

(processos irreversíveis) e ocasiona um aumento na separação entre os potenciais de pico 

anódico e catódico e menores correntes de pico.74,75 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5-Voltamogramas de um processo redox quasi-reversível (a) irreversível (b).74 

 

3.3.2 Voltametria de pulso diferencial e de onda quadrada 

 

A Figura 6a mostra o sinal de excitação empregado na voltametria de pulso diferencial 

(VPD). Este envolve a combinação da aplicação de um pulso sobre uma varredura em forma de 

escada, onde um pequeno pulso, tipicamente de 50 mV, é aplicado durante os últimos 50 ms. 

A corrente é medida imediatamente antes da aplicação do pulso (S1) e no fim do pulso (S2), 

enquanto a diferença entre as duas correntes é registrada. 69,70 

A voltametria de onda quadrada (VOQ) oferece como principal vantagem a grande 

velocidade, o sinal de excitação para essa técnica é mostrado na Figura 6b, em que o período 

dos pulsos (τ) são idênticos e, usualmente, cerca de 5 ms, o potencial de cada degrau da escada 

ΔES é tipicamente de 10 mV e a grandeza do pulso 2EOQ geralmente é de 50 mV, nessas 

condições, que correspondem a uma frequência de pulso de 200 Hz, uma varredura de 1 V 
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requer 0,5 s. A corrente medida é a diferença 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 concentração do analito de interesse.69 

 

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

quadrada. (c) Voltamograma típico para as duas técnicas.69 

 

A sensibilidade da VPD e VOQ é maior que da voltametria cíclica, geralmente, 

dependendo do eletrodo utilizado os limites de detecção é da ordem de 10-7 e 10-8 mol L-1, sendo 

portanto amplamente utilizadas na quantificação de componentes traços de uma amostra. Essa 

maior sensibilidade ocorre devido a diferença na variação da corrente capacitiva que é 

proveniente de fenômenos relacionados à dupla camada elétrica existente na interface 

eletrodo/solução e da corrente faradáica resultante de um processo redox. A medida da corrente 

é realizada após a diminuição da corrente capacitiva que decai exponencialmente com o tempo 

após a aplicação do pulso de potencial, aproximando-se de zero, diferentemente da corrente 

faradáica como mostrado na Figura 7. Assim, medindo-se as correntes apenas neste momento, 

a corrente capacitiva é reduzida e a razão sinal-ruído torna-se maior. O resultado é uma melhora 

na sensibilidade.69,76 
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Figura 7- Variação da corrente faradáica e corrente capacitiva com o tempo, em técnicas de 

pulso, onde é o período do pulso.76 

 

As técnicas de VPD e VOQ são utilizadas em métodos de redissolução que abrangem 

uma variedade de procedimentos eletroquímicos que incluem uma etapa de pré-concentração 

quantitativa seguida por uma etapa voltamétrica, proporcionando maior sensibilidade. Nestes 

métodos o analito é eletrodepositado (redissolução anódica ou catódica) ou adsorvido 

(redissolução adsortiva) no eletrodo e posteriormente redissolvido. 69 

 

3.4 Eletrodos quimicamente modificados para a determinação de etinilestradiol 

 

O eletrodo de trabalho é onde a reação de interesse ocorre e sua seleção depende de 

fatores como o comportamento redox e a concentração do analito-alvo, interferentes presentes 

na amostra, a corrente de fundo sobre a região de potencial necessária para a medição, janela 

de potencial, condutividade elétrica, reprodutibilidade da superfície, custo, disponibilidade e 

toxicidade.74 

Para garantir essas características, o uso de eletrodos quimicamente modificados é alvo 

de diversos grupos de pesquisa em todo mundo. De acordo com a União Internacional da 

Química Pura e Aplicada (IUPAC, do inglês International Union of Pureand Applied 

Chemistry), um eletrodo quimicamente modificado é aquele feito de um material condutivo ou 

semicondutor que é revestido com um filme monomolecular, multimolecular, iônico ou 

polimérico que exibe propriedades químicas, eletroquímicas e/ou ópticas.77 

De forma geral, superfícies modificadas possuem os seguintes aspectos:78 
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 Transferência de propriedades físico-químicas do modificador para o eletrodo; 

 Aumento da atividade eletrocatalítica, devido ao uso de materiais com grande área 

superficial que por sua vez permite uma melhor sensibilidade; 

 Seletividade melhorada quando existe afinidade de substâncias de interesse com grupos 

funcionais imobilizados; 

 Cinética rápida de difusão no caso de alguns materiais; 

 Extração e acúmulo da substância analisada pelo eletrodo. 

Na determinação eletroanalítica de EE2 diversos materiais têm sido utilizados para 

modificação de eletrodos. Pavinatto et al20 por exemplo utilizaram um substrato de óxido de 

estanho dopado com flúor (FTO) modificado com quitosana (Chi) e nanotubos de carbono de 

paredes múltiplas (MWCNTs), o qual apresentou limite de detecção (LD) de 0,09 µmol L-1 para 

a determinação de EE2 com a técnica de voltametria de onda quadrada (VOQ) utilizando 

tampão fosfato-salino (pH 7,0) como eletrólito de suporte. A precisão do eletrodo FTO-

Chi/CNTs foi avaliada em amostra de urina sintética com valores de recuperação entre 98,8 e 

106 %. O estudo de interferentes foi realizado com NaCl, KCl, NH4Cl, glucose, ureia, ácido 

ascórbico e ácido úrico, apresentando 7% de diminuição do sinal do EE2 quando misturado 

com todas essas espécies. Para oito medições sucessivas de EE2 com o eletrodo, o desvio 

padrão relativo foi de 3,2% para um eletrodo e 6,6% quando três eletrodos idênticos foram 

utilizados. 

Amostras de urina de um homem saudável foram analisadas por Prado et al79, com 

eletrodos de carbono vítreo (GCE) modificados com nanocompósito de óxido de grafeno 

reduzido (rGO) e nanopartículas de óxido de rutênio (RuO2). Os valores de recuperação 

variaram entre 96 e 101,1 %, enquanto ácido ascórbico e ácido úrico não apresentaram 

interferência no sinal. O LD do método foi de 2,04x10-9 mol L-1 utilizando a técnica de VPD e 

tampão fosfato-salino (pH 7,0) como eletrólito de suporte. Enquanto que para dez medições 

consecutivas de EE2, o coeficiente de variação foi 2,94% e, para 5 eletrodos diferentes 

fabricados com o mesmo procedimento, foi de 4,57 %. 

Um desafio nas medidas de EE2 é diminuir a interferência de outros estrogênios que 

oxidam em potencial muito próximo e que apresentam moléculas parecidas como, por exemplo, 

o estradiol. Para solucionar esse problema têm sido inseridos na modificação do eletrodo 

elementos biológicos específicos para EE2. 

 Canevari et al80 realizaram a modificação de GCE com um nanomaterial híbrido 

baseado em nanotubos de carbono de paredes simples (SWCNT) com pontos quânticos de 
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carbono (C-dot) e a enzima lacase (Lac). Com a técnica de VPD, o LD foi de 4,0x10-9 mol L-1 

para o EE2, utilizando tampão fosfato-salino (pH 7,0) como eletrólito de suporte. Após 10 

medições sucessivas com 5 eletrodos diferentes fabricados da mesma maneira o sinal de 

oxidação do EE2 diminuiu menos que 3,2 %. Além disso, o eletrodo apresentou a mesma 

resposta por mais de 1 mês, quando armazenado em temperatura de 4 °C. O estriol, estradiol, 

bisfenol, ácido ascórbico, ácido úrico não interferiram na medida do EE2. A análise de urina de 

uma mulher saudável e de água de torneira com esse eletrodo mostrou valores de recuperação 

entre 98,4 e 101,1 %. 

Outra estratégia realizada por Scala-Benuzzi et al.14 para diminuir a interferência de 

outras espécies e, além disso, diminuir o limite de detecção do método consistiu em um ensaio 

de imunocaptura. Nessa estratégia, zonas impressas com cera em papel no diâmetro de 7 mm 

foram modificadas com nanopartículas de sílica (SNs) e anticorpos específicos (anti-EE2) com 

o intuito de capturar e pré-concentrar EE2 nas amostras. Após a captura, o papel foi colocado 

sobre um eletrodo impresso de carbono modificado com óxido de grafeno reduzido (rGO). 

Utilizando a técnica de VOQ e H2SO4 na concentração de 10x10-3 mol L-1 como eletrólito de 

suporte, o LD do método foi de 3,37x10-13 mol L-1. A precisão foi avaliada com ensaios intra-

dia e inter-dia e tiveram desvios padrões relativos menores que 5,2%. O teste de recuperação 

realizado em amostras de água de rio obteve valores variando de 97,5% a 103,7%. 

Apesar das vantagens de maior sensibilidade e seletividade, inserir elementos biológicos 

no método pode ter algumas desvantagens, como por exemplo, a instabilidade em altas 

temperaturas, sendo assim inapropriado para realização de medidas em campo. Além disso, 

apesar da disponibilidade comercial de muitos desses elementos, o seu custo elevado pode ser 

outra desvantagem. 

As nanopartículas de óxido de ferro e as metaloftalocianinas apresentam características 

interessantes para modificação de eletrodos, incluindo baixo custo de obtenção, solubilidade 

em meio aquoso, estabilidade química e atividade eletrocatalítica, além da capacidade de formar 

filmes ultrafinos. A descrição e exemplos de sensores que contém esses materiais serão 

apresentados nos próximos tópicos. 

 

3.4.1 Nanopartículas de óxido de ferro 

 

Os íons de ferro são conhecidos por cristalizar em mais de 20 formas de óxidos/(oxi) 

hidróxidos. Os óxidos de ferro são compostos comuns, que existem como minerais naturais e 
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também podem ser produzidos artificialmente, principalmente na forma de nanopartículas. Em 

geral, quando as nanopartículas de óxidos de ferro são empregadas na modificação de eletrodos, 

propiciam alta sensibilidade devido à relação superfície-volume elevada e atividade 

eletrocatalítica. Além disso, podem ser sintetizadas a baixo-custo.81,82 

Devido a essas características, nanopartículas de óxido de ferro, destacando-se a 

magnetita (Fe3O4), maguemita (-Fe2O3) e hematita (-Fe2O3) são amplamente utilizadas em 

dispositivos eletroquímicos. A magnetita cristaliza em uma estrutura de espinélio inverso, com 

rede cúbica de face centrada, como ilustrada na Figura 8a. Sua cela unitária contém 16 íons de 

Fe3+, 8 íons de Fe2+ e 32 íons de O2-. Dos íons Fe3+, 8 ocupam sítios tetraédricos, enquanto os 

8 restantes, juntamente com todos os íons de Fe2+, ocupam sítios octaédricos, conforme 

ilustrado na Figura 8b.83 A maguemita é o equivalente oxidado da magnetita, em que quase 

todos os íons de Fe se apresentam em estado trivalente. Os íons de ferro divalentes na superfície 

da magnetita tendem a se oxidar transformando-a em maguemita. A oxidação é um processo 

natural devido a sua alta área superficial exposta ao oxigênio. 83 

 

Figura 8-Representação de (a) célula unitária espinélio de face centrada para Fe3O4 e (b) 

ampliação de um tetraedro e um octaedro adjacente compartilhando um átomo de oxigênio. As 

esferas maiores representam os átomos de ferro Fetet Feoct sob sub-redes tetraédricas e 

octaédricas, respectivamente. As esferas menores são os átomos de oxigênio.84 

 

Além disso, a alta mobilidade eletrônica na estrutura das nanopartículas de magnetita 

dá origem a uma interessante química de superfície. Diferentes transferências iônicas e/ou 

eletrônicas interfaciais, dependendo do pH da suspensão podem estar envolvidos também nesta 

transformação. Em meio alcalino, a oxidação ocorre por redução de oxigênio na superfície das 

partículas (somente transferência de elétrons) e coordenação de íons de óxido, enquanto em 
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meio ácido, pH em torno de 2,0, e condições anaeróbicas, íons de Fe2+ da superfície são 

dessorvidos como hexa-aquo complexos em solução (transferência de elétrons e de íons).85 

Além da instabilidade e a oxidação, outro problema comum às nanopartículas de 

magnetita é a tendência a aglomerar, dificultando o controle do tamanho da partícula em escala 

nanométrica. Essa dificuldade se dá por causa da presença de forças de Van der Waals, interação 

dipolar (já que são magnéticas) e alta energia de superfície. Estas forças atrativas podem ser 

minimizada por processos físicos como o cisalhamento, ou químicos, que envolvem adição de 

surfactantes ou funcionalização da superfície.86 

Por tanto, para obter nanopartículas de magnetita estáveis, o controle crítico de vários 

parâmetros de síntese é necessário tais como atmosfera, pH, temperatura e controle da relação 

Fe2+/Fe3+. Devido à dificuldade no controle desses parâmetros, a composição final das 

nanopartículas pode ficar entre magnetita e maguemita. 87 O método de co-precipitação de sais 

em meio aquoso constitui, muito provavelmente, a via química mais simples e eficaz para obter 

nanopartículas de óxido de ferro. Este envolve a formação de espécies de baixa solubilidade em 

situações de supersaturação, sendo que tais condições são atingidas, geralmente, por meio de 

reação química.88 

A co-precipitação é dividida basicamente em duas partes; nucleação, em que 

aglomerados ou núcleos extremamente pequenos (usualmente nanométricos) são formados, e o 

crescimento, que é lento e uniforme, envolvendo uma combinação de agregação irreversível 

dos núcleos e difusão de átomos para o núcleo. Para nanopartículas de óxido de ferro 

monodispersas, essas duas etapas devem ser separadas, isto é, a nucleação deve ser evitada 

durante o período de crescimento.89,90 

Outro fator importante para o uso de nanopartículas de óxido de ferro em eletrodos 

modificados é por terem grupos de oxihidróxido de ferro na superfície que atuam 

simultaneamente como sítios catalíticos e de adsorção de analito.91,92 Esses grupos de superfície 

em pH em torno de 4,0 ficam protonados e formam partículas carregadas positivamente que 

permanecem estáveis no estado coloidal devido a repulsões eletrostáticas.93 Essas suspensões 

podem ser usadas diretamente para deposição de filme e modificação de superfície.94 Porém, 

como desvantagem, essas nanopartículas apresentam baixa condutividade eletrônica, o que 

pode limitar seu uso sozinho. Um segundo componente mais eletroativo, como CNT, rGO, 

nanopartículas de Au, polímeros condutores e ftalocianinas, é necessário para contornar essa 

limitação. 
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Na Tabela 2 são mostrados alguns trabalhos recentes que empregaram nanopartículas 

de óxido de ferro no desenvolvimento de eletrodos modificados. São apresentadas também as 

técnicas eletroanalíticas aplicadas e os limites de detecção (LD) obtidos nas metodologias para 

a determinação eletroanalítica de diferentes espécies. 

 

Tabela 2- Eletrodos modificados com nanopartículas de óxido de ferro 

 

Descrição do eletrodo modificado Analito Técnica 
LD 

(nmol L-1) 

ITO modificado com nanotubos de 

carbono (SWCNT) e nanopartículas de 

óxido de ferro.25 

Ácido salícilico VPD 70 

GCE modificado com nanocompósito 

de rGO e magnetita.95 
Ácido úrico Amperometria 0,12 

ITO modificado com nanocompósito de 

maguemita, polianilina e quitosana.96  
Paracetamol Potenciometria 5700 

GCE modificado com nanocompósito 

de rGO e nanopartículas de magnetita e 

de ouro.97 

Catequol (CQ) 

e Hidroquinona 

(HQ) 

VPD 
CQ- 20  

HQ- 170 

GCE modificado com nanotubos de 

carbono (MWCNT), nanopartículas de 

ouro e nanopartículas de magnetita 

funcionalizadas com ácido tânico.14   

EE2 VPD 3,3 

 

3.4.2 Ftalocianinas 

 

As ftalocianinas (Pc) são compostos formados por moléculas macrocíclicas conjugadas 

contendo um anel interno de 16 membros formado por quatro unidades isoindol ligadas por 

quatro átomos de nitrogênio, ilustradas na Figura 9. Os anéis aromáticos do macrociclo 

conferem ao composto uma alta densidade eletrônica devido a um sistema conjugado de 18 

elétrons π.98 
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Figura 9- Estrutura de uma metaloftalocianina, M representa o metal.99 

 

A Pc é o ânion ftalocianinato C32H16N8 
2− e o H2Pc representa a sua forma livre de metal. 

Os dois átomos de hidrogênio central podem ser substituídos por quase todos os metais na tabela 

periódica, que geralmente têm o estado de oxidação 2+. Neste caso, os derivados metálicos das 

ftalocianinas, as metaloftalocianinas (MPc) são formados (Figura 9).98 

As MPc são de grande interesse devido a sua diversificada química de redução e 

oxidação, associada ao sistema de 18 elétrons π do macrociclo e da presença do átomo de metal 

central. Além disso, a possibilidade de variação dos substituintes na cadeia lateral, sua 

estabilidade térmica (até cerca de 500° C) e química (especialmente sob condições altamente 

oxidativas, como em ácido sulfúrico concentrado), seu baixo-custo e facilidade de sintetizar em 

larga escala, podem permitir a produção de filmes finos e otimizados com diferentes graus de 

sensibilidade e seletividade, sendo propriedades importantes que as tornam moléculas a serem 

incorporadas em sensores eletroquímicos.100,101 

A H2Pc e as MPc são insolúveis em alguns solventes orgânicos e em água devido à 

agregação das moléculas decorrentes das interações do tipo empilhamento π–π (do inglês, π–π 

stacking). A solubilidade pode ser melhorada com a inserção de grupos substituintes no anéis 

benzênicos periféricos da molécula. Para a solubilização em água, são introduzidos grupos 

ionizáveis, tais como ácido carboxílico, amina ou ácido sulfônico. MPc tetrasulfonadas são 

bastante solúveis em água e estão disponíveis comercialmente, com custo relativamente baixo 
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(R$ 100,00/g). A substituição com grupos funcionais também aumenta a atividade catalítica da 

ftalocianina metálica. Por exemplo, os grupos sulfônicos (-SO3
-) na NiTsPc diminuem a 

densidade eletrônica do centro metálico, o que facilita a oxidação do Ni em comparação com a 

NiPc sem substituintes.102,103 

A inserção dos grupos substituintes nas MPc permite a sua solubilização, porém 

inevitavelmente ocorre a formação de agregados que podem ser do tipo H em que as moléculas 

são dispostas face-a-face e do tipo J, o qual possui arranjo molecular lado-a-lado. A Figura 10 

apresenta um diagrama de energia qualitativo mostrando que o monômero tem um único estado 

excitado, enquanto que os agregados têm dois estados de energia excitados possíveis: aquele 

em que os momentos de transição das duas moléculas são paralelos e outro onde eles são 

antiparalelos.  

No agregado tipo H o estado de energia superior é aquele onde os momentos de transição 

são paralelos, tornando-o fortemente permitido e absorção é deslocada para o azul em 

comparação a absorção do monômero, o inverso é o caso para o agregado tipo J, fazendo a 

transição de energia inferior o mais fortemente permitido e a absorção é deslocada para o 

vermelho.104,105 Assim, com a técnica de espectroscopia de absorção do UV-Vis é possível 

caracterizar a interação dessas moléculas em um filme por exemplo.  

 

 

Figura 10- Diagrama de energia simplificado para agregados tipo H e tipo J. A seta contínua 

representam a transição de maior probabilidade e as setas pontilhadas a de menor probabilidade, 

 µ⃗  representa o dipolo induzido da molécula.105 

 

Portanto, diante das características apresentadas, MPc têm sido empregadas na 

modificação de eletrodos para a determinação eletroanalítica de diversas espécies, como 

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

 

Descrição do eletrodo modificado Analito Técnica 
LD 

(µmol L-1) 

Eletrodo de ouro modificado com 

NiTsPc e nanopartículas de ouro.106 
Tartrazina VPD 0,055 

GCE modificado com rGO e 

ftalocianina de manganês.107 
Imidacloprida VC 6,5 

GCE modificado com nanopartículas 

de prata e mono(amino) ftalocianina 

de cobre funcionalizada com 

polímero acrilato.108 

Ácido ascórbico (AA), 

dopamina (DA) e 

ácido úrico (AU) 

VC 

AA= 0,005 

DA=0,007 

AU= 0,0025 

GCE modificado com 

nanocompósito de ftalocianina de 

cobalto e nantubos de carbono.109 

Nitrito VPD 2,11 

GCE modificado com nanotubos de 

carbono (MWCNT) e ftalocianina de 

cobalto.110  

EE2 VOQ 2,20 

 

3.4.3 Eletrodos modificados com nanopartículas de óxido de ferro e ftalocianinas 

 

Existem poucos trabalhos descritos na literatura que empregam a combinação de ION e 

Pc na modificação de eletrodos. Mphuthi et al101 modificaram eletrodos GCE com compósito 

de H2Pc, magnetita e MWCNT para a detecção de epinefrina e norepinefrina, alcançando LD 

de 4,6 µmol L-1 e 2,2 µmol L-1, respectivamente. Em outra abordagem utilizando o mesmo 

eletrodo foi realizada a detecção de dopamina com LD= 1,35 µmol L-1.82 

Cheng et al. desenvolveram nanocompósitos de ION incorporadas à Pc-Fe suportadas 

em grafeno como eletrocatalisadores para a reação de redução de oxigênio. Os resultados de 

voltametria cíclica indicaram que as nanopartículas de óxido de ferro interagem com o centro 

ativo da Pc-Fe, melhorando a transferência eletrônica e a reversibilidade do par redox FeII/FeIII, 

promovendo assim a melhoria da atividade para a reação de redução do oxigênio.111 

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

na modificação de eletrodos de vidro condutor tipo ITO, avaliação do desempenho como 
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eletrodos de trabalho para oxidação de EE2 e aplicação do método voltamétrico para 

determinação de EE2 em água e em urina sintética. Com o objetivo de avaliar a confiabilidade 

do método desenvolvido parâmetros de validação descritos no seguinte tópico foram 

determinados. 

 

3.5 Validação de métodos analíticos  

 

 Para demonstrar que um método analítico, nas condições em que é praticado, tem as 

características necessárias para a obtenção de resultados com a qualidade exigida, no geral é 

necessário realizar experimentos padrões com o objetivo de obter parâmetros de desempenho 

do metódo como: seletividade, faixa linear de trabalho, limite de detecção (LD), limite de 

quantificação (LQ), recuperação e precisão.112 

 A seletividade é o grau em que o método pode quantificar o analito de interesse na 

presença de outras substâncias, matrizes ou de outro material potencialmente interferente. Um 

método que produz respostas para vários analitos, mas que pode distinguir a resposta de um 

analito da de outros, é chamado seletivo.113 A faixa linear de trabalho de um procedimento 

analítico consiste no intervalo entre a menor concentração e a maior concentração de analito na 

amostra para o qual se demonstra ter um nível aceitável de precisão, exatidão e linearidade.114  

Quando são realizadas medidas em amostras com baixos níveis do analito, como por 

exemplo, análise de traços, é importante saber qual o menor valor de concentração do analito 

que pode ser detectado pelo método, que representa o limite de detecção (LD), enquanto que 

limite de quantificação (LQ) de um procedimento analítico é a menor quantidade do analito na 

amostra que pode ser quantitativamente determinada com precisão e exatidão aceitáveis.112,114 

A exatidão de um método pode ser avaliada numericamente por meio da recuperação 

que é definida como a razão entre o valor médio observado para a medida do analito e o valor 

esperado, esses valores são obtidos pela análise de amostras fortificadas com quantidades 

conhecidas do analito. A faixa da recuperação média aceitável se expande conforme a 

concentração do analito diminui.112,113 

A validação de metodologia também inclui a investigação da precisão, que pode ser 

expressa pela repetibilidade que é medições repetidas com o mesmo procedimento, operadores, 

local e durante um curto período de tempo, precisão intermediária que deve variar uma ou mais 

condições nas medidas como o analista, o equipamento ou o tempo e reprodutibilidade para 

medidas realizadas em diferentes laboratórios.112 
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4.1 Reagentes e soluções  

 

Os reagentes utilizados nos experimentos e suas respectivas marcas e pureza são 

apresentados na Tabela 4, todos foram usados sem qualquer procedimento adicional de 

purificação. 

 

Tabela 4- Regentes utilizados. 

Reagentes Marca Pureza mínima 

Acetato de sódio Sigma-Aldrich 99 % 

Etinilestradiol (padrão certificado) Sigma-Aldrich 98 % 

Estriol (padrão certificado) Sigma-Aldrich 97 % 

Estrona, Bisfenol A e Triclosan (padrões certificados) Sigma-Aldrich 99 % 

Cloreto de sódio Vetec 99,5 % 

Nitrato de potássio Merck 99 % 

Sulfato de sódio Dinâmica 99 % 

Ácido acético Merck 99,8 % 

Ácido clorídrico Vetec 37% 

Ácido bórico  Vetec 99,5 % 

Ácido perclórico J.T. Baker 71,3 % 

Ácido fosfórico Merck 85 % 

Ftalocianina tetrasulfonada de níquel (II) Sigma-Aldrich 85 % 

Sulfato de ferro (II) heptahidratado Sigma-Aldrich 99 % 

Cloreto de ferro (III) hexahidratado Sigma-Aldrich 97 % 

Cloreto de potássio Vetec 99 - 100,5 % 

Hidróxido de potássio Vetec 85 % 

Hidrocloreto de poli(dialildimetil amônio) (PDAC) Sigma-Aldrich 20 % em água 

Hidróxido de sódio Vetec 98 % 

Poliestireno sulfonado (PSS) Sigma-Aldrich 99 % 

Di-hidrogenofosfato de potássio Vetec 99 % 

Cloreto de amônio  Vetec 99,5 % 
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Os preparos das soluções utilizadas são descritos a seguir: 

 

 Solução 5% v/v de detergente alcalino Dertec - 25 mL de detergente em 500 mL de 

água ultrapura.  

 Solução 5% v/v de KOH em álcool - 5 ml de solução aquosa saturada de KOH em 100 

ml de álcool 95%, agitado e filtrado em funil de vidro sinterizado após 24 horas de 

decantação. 

 Sulfato de ferro(II) heptahidratado 0,2 mol L-1 - 0,28 g de sulfato de ferro (II) 

heptahidratado em 10 mL de água ultrapura. 

 Cloreto de ferro(III) hexahidratado 0,4 mol L-1 - 0,56 g de cloreto de ferro (III) 

hexahidratado em 10 mL de água ultrapura. 

 Ácido clorídrico 2 mol L-1- 1,7 mL de HCl em 10 mL de água ultrapura. 

 Hidróxido de sódio 0,9 mol L-1 – 3,71 g de hidróxido de sódio em 100 mL de água 

ultrapura. 

 PDAC 1 g L-1 - 0,25 g de PDAC em 50 mL de água ultrapura. 

 PSS 1 g L-1 - 0,05 g de PSS em 50 mL de água ultrapura. 

 Tampão RB (pH 2,0 a 6,0) - preparado com a mistura das soluções de H3PO4, H3BO3 e 

CH3COOH (0,1 mol L-1) e solução de NaOH 0,5 mol L-1 para ajustar o pH. 

 Tampão acetato de sódio (pH 4,0 e 4,5) - solução 0,1 mol L-1 de acetato de sódio e 

solução 0,2 mol L-1 de ácido acético para ajustar o pH. 

 Padrão de EE2 5x10-3 mol L-1- 0,378 g em 25mL de água ultrapura. 

 Cloreto de potássio pH 4,0 –solução 0,1 mol L-1 de cloreto de potássio e solução 0,1 

mol L-1 de ácido clorídrico para ajustar o pH. 

 Sulfato de sódio pH 4,0 –solução 0,1 mol L-1 de sulfato de sódio e solução 0,1 mol L-1 

de ácido sulfúrico para ajustar o pH. 

 Nitrato de potássio - solução 0,1 mol L-1 de nitrato de potássio e solução 0,1 mol L-1 de 

ácido nítrico 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 resíduos, enxaguadas em água corrente e deixadas por 2 horas 

completamente imersas, em solução 5% v/v de detergente alcalino Dertec em água ultrapura 
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(resistividade: 18 Mohm.cm). Após este tempo, as vidrarias foram enxaguadas com água 

corrente e, posteriormente, com solução 5% v/v de KOH em álcool, para remoção de compostos 

orgânicos presentes.  

As vidrarias foram por fim lavadas abundantemente com água corrente e em seguida 

com água ultrapura. Após a limpeza realizada, as vidrarias foram secas a temperatura ambiente 

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

 

4.3 Preparação 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 óxido de estanho dopado com índio (SnO2.xIn; 

resistividade: 15 ohm.cm), também conhecido como ITO (do inglês, indium tin oxide). Antes 

da deposição das nanoestruturas, foi realizada a limpeza desse substrato esfregando 

manualmente ambos os lados com detergente neutro e depois os mantendo num béquer com 

água destilada por 20 minutos em banho ultrassom.  

Após esse período, os substratos foram enxaguados com água ultrapura por 5 vezes para 

a remoção do detergente e colocados num béquer, apenas com água ultrapura, e banho 

ultrassom por 20 minutos. Ao término das etapas, os substratos foram armazenados imersos em 

água ultrapura e em geladeira até a deposição dos nanomateriais. 

 

4.3.2 Preparo das nanopartículas de óxido de ferro e da ftalocianina 

 

O preparo das nanopartículas de óxido de ferro foi realizado no Laboratório de Pesquisa 

em Polímeros e Nanomateriais (LABPOLN) do Instituto de Química da Universidade de 

Brasília (IQ-UnB). Nanopartículas de magnetita (np-Mgn), maguemita (np-Mgm) e mistura das 

duas fases (ION) foram preparadas por co-precipitação. 

As nanopartículas de magnetita foram preparadas conforme descrito por Jolivet e 

Tronc115,116, inicialmente foi purgado nitrogênio por 20 minutos na água ultrapura utilizada para 

o preparo das soluções para assim evitar oxidação do Fe(II) pelo oxigênio dissolvido na água. 

Então a np-Mgn foi sintetizada a partir da mistura de 2,5 mL de sulfato de ferro (II) 

heptahidratado na concentração de 2 mol L-1 (preparado  em HCl 2 mol L-1) com 10 mL de 
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cloreto de ferro (III) hexahidratado na concentração de 1 mol L-1, essa mistura foi adicionada 

gota a gota em 100 mL de solução de NaOH (0,9 mol L-1) a 80 °C, sob agitação com um auxílio 

de uma haste de agitação como mostrado na Figura 11a. Após finalizar o gotejamento manteve-

se a agitação por 10 minutos, depois em repouso as nanopartículas decantaram com o auxílio 

de um ímã (Figura 11b) e em seguida foram lavadas por 3 vezes com água ultrapura. A 

estequiometria da reação para a síntese por co-precipitação é como se segue:  

 

Fe2+ (aq) + 2Fe3+ (aq) + 8OH- (aq) → Fe3O4 (s) + 4H2O (l) 

 

As np-Mgn foram então dipersas em 25 mL de água e o pH foi ajustado para 4,0 com 

HCl 2 mol L-1 em seguida a suspensão foi submetida a agitação ultrassônica pulsada (Branson 

450; potência: 250 W; tempo: 10 minutos; pulso: 5s ligado, 5s desligado) e, depois centrifugada 

(4500 rpm por 10 minutos), para remover partículas e agregados insolúveis, resultando na 

dispersão apresentada na Figura 11c que foi usada para o preparo dos filmes. 

 

 

Figura 11- (a) Gotejamento dos sais de Fe(II) e Fe(III) na solução de NaOH (0,9 mol L-1). 

Nanopartículas de magnetita (b) decantadas e (c) dispersas em HCl, pH 4,0. 

 

O procedimento de síntese das nanopartículas de maguemita é amplamente descrito na 

literatura117,118 e consiste na mistura de 40 mL de FeCl3 na concentração de 1 mol L-1 e 10 mL 

de FeCl2 na concentração de 2 mol L-1 preparado em HCl (2 mol L-1), essa mistura foi 
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adicionada em 500 mL de solução de amônia (0,7 mol L-1), em temperatura ambiente para 

precipitação de magnetita. Após 30 minutos de vigorosa agitação, separou-se o precitado 

decantado com o auxílio de um ímã, em seguida lavou-se com água e 100 mL de HNO3 (2 mol 

L-1) foi adicionado para acidificar o meio e criar cargas positivas na superfície. As 

nanopartículas foram novamente decantadas e no precipitado ácido foi adicionado 140 mL do 

agente oxidante Fe(NO3)3 na concentração de 0,5 mol L-l a 80 °C para a oxidação das 

nanopartículas de magnetita para maguemita, o aquecimento foi mantido por 15 minutos. Após 

essa etapa as np-Mgm foram lavadas com acetona e éter etílico e, finalmente dispersas em 

solução aquosa de HNO3 com pH aproximadamente 1,5.  

As ION foram preparadas, segundo método descrito na literatura com adaptações.119,120 

Uma solução aquosa (20 mL) contendo sulfato de ferro (II) heptahidratado na concentração de 

0,1 mol L-1 e cloreto de ferro (III) hexahidratado na concentração de 0,2 mol L-1 foi adicionada 

gota a gota sobre 25 mL de solução de NaOH (1 mol L-1) sob agitação magnética e a temperatura 

ambiente. Depois da completa adição da solução de íons de ferro, a mistura foi mantida em 

agitação por mais 30 minutos, também em temperatura ambiente. O precipitado preto foi 

isolado por decantação com o auxílio de um ímã e lavado (3 vezes) com água ultrapura.  

As partículas isoladas foram dispersas em solução aquosa de HCIO4 (pH 4) com 

agitação magnética durante 18 horas. Após o passo de agitação, a dispersão coloidal obtida foi 

submetida a agitação ultrassônica pulsada (Branson 450; potência: 250 W; tempo: 10 minutos; 

pulso: 5s ligado, 5s desligado) e, em seguida, centrifugada (4500 rpm por 10 minutos), para 

remover partículas e agregados insolúveis.  

Um detalhe importante é que no preparo das ION não se realizou um controle rigoroso 

que evitasse a oxidação das nanopartículas como o realizado na síntese das np-Mgn, portanto 

houve conversão parcial da fase magnetita à maguemita, de modo que essas nanopartículas são 

mais bem descritas como sendo constituídas de uma mistura de óxidos de ferro e por isso estão 

sendo abreviadas como ION. 

Todas as nanopartículas preparadas possuem alta energia superficial o que as torna 

instáveis e susceptíveis a agregação, o meio ácido então protona a superfície das nanopartículas 

e, portanto, garante a estabilidade coloidal por meio de forças de repulsão eletrostática, 

resultando em dispersões que foram empregadas como fonte de nanopartículas para deposição 

dos filmes.                               

 A solução de ftalocianina de níquel(II) tetrassulfonada (NiTsPc), estrutura apresentada 
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na Figura 12, foi preparada na concentração de 1 g L-1 em água ultrapura com auxílio de 

agitação magnética. 

 

Figura 12- Fórmula estrutural da NiTsPc.32 

 

4.3.3 Deposição 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 inglês, layer-by-layer). Esta técnica de 

preparo de eletrodos modificados é simples, não exige vidrarias ou equipamentos sofisticados, 

e a deposição pode ser realizada em diversos substratos, tais como plástico, vidro e metais, e 

em qualquer formato, tais como lâminas planas, esferas e hastes.121 A forma mais comum de 

realizar a deposição dos (nano)materiais via LbL é a utilização de interações eletrostáticas entre 

materiais iônicos de cargas opostas.  

A formação de filmes com camadas adsorvidas sequencialmente é realizada por imersão 

sucessiva de um substrato alternadamente nos reservatórios com soluções/suspensões de 

materiais catiônicos e aniônicos. Entre cada imersão, o conjunto substrato-camada é enxaguado 

e secado para remover o excesso de material.121 

Portanto, neste trabalho o preparo dos eletrodos realizado no LABPOLN foi baseado na 

atração eletrostática entre os grupos sulfônicos presentes nos anéis de NiTsPc que exibem 

comportamento aniônico e as nanopartículas de óxido de ferro em meio ácido, que são 

catiônicas. Além disso, o filme também é formado por ponte Fe(III)-O-Ni(II), como será 

apresentado no tópico 5.3.4 e Figura 25. Para garantir um número suficiente de sítios de 

adsorção para os nanomateriais, o substrato de ITO foi primeiramente funcionalizado com uma 

bicamada do polieletrólito catiônico hidrocloreto de poli(dialildimetil amônio) (PDAC, MM 

450.000 g mol-1) e polieletrólito aniônico de poli(estireno sulfonato de sódio) (PSS, MM 70.000 

g mol-1). 
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Uma representação ilustrativa do processo de modificação dos eletrodos pela técnica 

LbL é apresentada na Figura 13. Inicialmente, o substrato de ITO foi imerso na solução de 

PDAC (1 g L-1) e posteriormente em PSS (1g L-1) após essa pré-camada a imersão foi realizada 

alternadamente na suspensão de ION e na solução de NiTsPc. O tempo de imersão em cada 

solução/suspensão foi de 3 minutos enquanto o tempo de enxágue foi de 20 segundos. Água 

ultrapura foi usada no enxague após a deposição de PDAC, PSS e NiTsPc, enquanto uma 

solução pH 4 de HClO4 foi empregada no enxague após a camada de ION. Ainda, após cada 

camada depositada e enxágue, 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 número de bicamadas (n) = 1, 3, 5, 7, 10, 

13, 15, 17 e 20, na Figura 14 são apresentadas fotografias digitais desses eletrodos. Para 

comparação, eletrodos de ITO modificados com diferentes nanomaterias fornecidos pelo 

LABPOLN, que são óxido de grafeno (GO), óxido de grafeno reduzido (rGO), nanopartículas 

de óxido de Cério (np-Ce) e ouro com citrato ou polímero ramificado poli(etileno imina) (np-

Au-Cit ou np-Au-PEI) também foram utilizadas na preparação de eletrodos com as 

combinações np-Au-PEI/NiTsPc, PDAC/np-Au-Cit, PDAC/rGO, rGO/ION, np-Ce/NiTsPc, 

np-Ce/GO, np-Au-PEI/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. 

 

Figura 13- Representação ilustrativa do preparo dos eletrodos ITO(ION/NiTsPc) pela técnica 

LbL. 
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Figura 14-Eletrodos de ITO(NiTsPc/ION)-n com n = 1, 3, 5, 7, 10, 13, 15, 17 e 20. 

 

Para avaliar a eficiência individual de cada nanomaterial na oxidação 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 são 

apresentadas na Figura 15.  

A área de modificação dos substratos de ITO foi delimitada com fita adesiva do tipo 

Scotch. Assim, os resultados são expressos em densidade de corrente (J), que é a razão entre a 

corrente e a área geométrica do eletrodo medida com um paquímetro digital. Esse cuidado foi 

tomado, pois a corrente depende da área 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 diferença de que não foi realizada a imersão mas o gotejamento 

da solução de NiTsPc e da suspensão de np-Mgn no eletrodo de trabalho, para evitar que os 

demais eletrodos também fossem modificados. 
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4.4 Caracterização estrutural das nanopartículas de óxido de ferro e dos filmes 

 

A estrutura cristalina da amostra sólida de ION foi avaliada por difração de raios-X 

realizada na Central Analítica do IQ-UnB com um difratomêtro Bruker D8 Focus, λ = 1,5418 

Ǻ (Cu Kα), 0,1° min-1, resolução 0,5°. Avaliou-se também a morfologia das ION a partir de 

imagens de Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET) obtidas com o microscópio Jeol Jim 

1011, 80 kV do Laboratório de Microscopia e Microanálise do Instituto de Biologia da UnB 

(LMM-IB-UnB), a distribuição em tamanho das ION foi verificada com a contagem de no 

mínimo 300 nanopartículas nas imagens de MET utilizando o software Image J Pro Plus 5. 

Obteve-se também o potencial zeta e o diâmetro hidrodinâmico das ION utilizando o 

equipamento Malvern Zeta sizer NanoZS90 localizado no Laboratório de Nanobiotecnologia 

do IB-UnB, para isso a dispersão foi diluída em solução aquosa de HCIO4 (pH 4) na proporção 

de 1:100. 

A morfologia do filme de (NiTsPc/ION)-10 depositado sobre ITO foi avaliada com 

Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) no equipamento Jeol JSM-7000F, 15 kV, que 

também foi utilizado para as medidas de espectroscopia de raios X por dispersão 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 Força Atômica (“Atomic Force Microscopy”, 

AFM) dos eletrodos ITO(NiTsPc/ION)-n com n = 1, 3, 5, 7, 10, 13, 15, 17 e 20, utilizando um 

microscópio Bruker Dimension ICON (pontas de silicone, cantilever com constante de mola de 

40 N m-1) do Instituto de Física de São Carlos – Universidade de São Paulo. 

Os espectros de UV-Vis dos eletrodos contendo 1, 3, 5, 7 e 10 bicamadas de 

ION/NiTsPc depositadas em lâmina de quartzo, da solução de NiTsPc e da suspensão de ION 

foram obtidos com um espectrofotômetro UV-vis Varian Cary 5000 (200 nm a 800 nm, 

resolução 0,1 nm, 0,1 nm s-1), alocado na Central Analítica do IQ-UnB. Diferentes pontos do 

eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10 foram avaliados com um espectrômetro ARC SpectraPro 300i 

com grades de difração nas bandas UV-Vis-NIR e resolução de 0.1 nm, localizado na 

Universidade Federal do Pará. Para este eletrodo e para a solução de NiTsPc foi realizado 

também espectroscopia Raman no equipamento InVia da Renishaw, equipado com um 

microscópio Leica e uma lente objetiva de 50x que foi usada para focar o feixe de laser na 

amostra e coletar a radiação espalhada (configuração de retroespalhamento). O laser de 

excitação foi o de HeNe (Renishaw) com emissão em 632,8 nm e potência 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 contaminação espectral e os números de onda foram calibrados 

utilizando uma pastilha de Si. Este experimento foi realizado no Laboratório de Matérias e 

Combustíveis do IQ-UnB.  

 

4.5 Espectroscopia de impedância eletroquímica, voltametria cíclica e de pulso diferencial 

 

Os experimentos de espectroscopia de impedância eletroquímica (“Electrochemical 

Impedance Spectroscopy”, EIS) e voltametria cíclica (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 

Laboratório de Química Analítica e Ambiental (LQAA) do IQ-UnB. A cela eletroquímica 

utilizada continha um eletrodo de referência de Ag/AgCl (KCl 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 úmido e ocasionasse ruídos. Uma adaptação foi realizada 

através de um contato elétrico (Figura16a) para possibilitar a utilização do eletrodo de trabalho 

fabricado, já que esse equipamento só apresenta contatos para o uso dos eletrodos da Metrohm. 

Os experimentos de EIS foram realizados para caracterização eletroquímica dos 

eletrodos de ITO, e o ITO modificado com (PDAC/NiTsPc)-10, PDAC(PSS/ION)-10 e 

(ION/NiTsPc)-n, com n= 1, 3, 5, 7 e 10. O eletrólito de suporte foi tampão acetato de sódio pH 

4,5 e EE2 na concentração de 50 µmol L-1 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 tampão acetato de sódio pH 4,5, com o substrato de ITO sem 

modificação, 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 interação entre 

ambos. Além disso, a VC foi realizada também em tampão acetato de sódio pH 4,5 com o EE2 

na concentração de 20 µmol L-1 para analisar o comportamento desse analito na superfície 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-1. Para a determinação do número de elétrons 
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envolvidos nas reações, os voltamogramas foram registrados em velocidades de 10, 25, 50, 75 

e 100 mV s-1 com as mesmas condições citadas acima. 

 

 

Figura 16- Sistema eletroquímico (a) Potenciostato/Galvanostato, (b) Eletrodos i- contra-

eletrodo de platina, ii- eletrodo de (NiTsPc/ION)-10 e iii-Eletrodo de referência de Ag/AgCl. 

 

 Para a VPD, foi preparada uma solução padrão de EE2 em água ultrapura na 

concentração de 5x10-3 mol L-1 e realizado adições com micropipeta diretamente sobre o 

eletrólito de suporte conforme a concentração requerida. Foi realizado um estudo em relação a 

última camada do eletrodo obtendo-se melhor resposta quando o eletrodo teve ION na camada 

terminal (tópico 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 eletrólito de suporte para estabilização do eletrodo de trabalho. Cada experimento 

foi realizado com 1 replicata, devido a limitação do uso do eletrodo para muitas medidas. 

 Devido a adsorção de produtos da oxidação do EE2 na superfície do eletrodo, foi 

necessário realizar o condicionamento do eletrodo entre as medidas no próprio eletrólito de 

suporte por 60 s em potencial de -0,6 V, essas condições foram previamente otimizadas como 

mostrado no tópico 5.6.3. Os eletrólitos de suporte testados foram: tampão RB (pH 2,0 a 6,0) e 

no pH 4,0, tampão acetato de sódio, cloreto de potássio, sulfato de sódio e nitrato de potássio, 

todos em 0,1 mol L-1. Os parâmetros de VPD, foram testados para se obter melhor resolução e 

altura de pico, como a velocidade de varredura (5, 10, 20, 30, 40 e 50 mV s-1) e amplitude de 

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

 

Para assegurar a confiabilidade do método desenvolvido, foram realizados experimentos 

padrões de validação de metodologia, descritos no documento de orientação sobre validação de 

métodos analíticos do INMETRO.112 Os parâmetros avaliados foram: seletividade, faixa linear 

de trabalho, limite de detecção e quantificação, repetibilidade, precisão intermediária e 

recuperação, descritos nos resultados e discussão, tópico 5.7. 

 

4.7 Análise de amostras de água e urina sintética 

 

A aplicação do eletrodo ITO/(NiTsPc/ION)-10 foi realizada em amostra de água 

coletada em frasco de vidro âmbar na estação de tratamento de água da Companhia de 

Saneamento Ambiental do Distrito Federal (CAESB), localizada no Lago Paranoá e mantida 

em refrigeração até a análise. Essa amostra foi cedida pelo Laboratório de Automação, 

Quimiometria e Química Ambiental (AQQUA-UnB). Além disso, amostra de água de torneira 

coletada no LQAA também foi analisada. Para as medidas eletroquímicas, a amostra de água 

foi utilizada como solvente para o eletrólito de suporte, portanto, em 15 mL da água coletada 

foram dissolvidos 0,206 g de acetato de sódio e o pH foi ajustado para 4,0 com ácido acético, 

posteriormente foi transferido para um balão de 25 mL e aferido com a própria água coletada. 

Então foram analisadas com os eletrodos de ITO(NiTsPc/ION)-10, 3 alíquotas da amostra 

utilizando a técnica de VPD e o método de adição de padrão, em que quantidades conhecidas 

da solução padrão contendo EE2 é adicionada na amostra de água. As respostas, antes e depois 

das adições, foram medidas e, posteriormente, usadas para determinação da concentração do 

analito. Essa concentração é o ponto de intersecção da curva analítica no eixo das concentrações 

que é calculado pela equação da curva analítica.69 Esse experimento foi utilizado para se obter 

os valores de recuperação na amostra de água em concentrações de 2 e 10 µmol L-1.  

O eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10 também foi utilizado para análise de amostra de 

urina sintética preparada em água ultrapura de acordo com a seguinte composição relatada na 

literatura122: NaCl (0,146 g), KCl (0,08 g), CaCl2.2H2O (0,056 g), Na2SO4 (0,112 g), KH2PO4 

(0,07 g), NH4Cl (0,05 g) e ureia (1,25 g) dissolvidos em 50 mL de água ultrapura. Em seguida, 

375 µL desta solução foram adicionados a 25 mL do eletrólito de suporte (tampão de acetato 

de sódio, pH 4,0) com 10 µmol L-1 de EE2. A amostra foi utilizada imediatamente após sua 

preparação para verificar o seu efeito da urina sintética no pico de oxidação do EE2.
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 2 

5.1  Caracterização das nanopartículas de óxido de ferro 3 

 4 

 As imagens de microscopia eletrônica de transmissão (MET) fornecem dados sobre a 5 

morfologia e a distribuição em tamanho das nanopartículas de ION preparadas. A Figura 17a 6 

mostra que as ION apresentam uma micrografia típica desse tipo de nanopartículas que 7 

independentemente do método de síntese em geral são polidispersas em tamanho e 8 

aproximadamente esféricas. A Figura 17b apresenta a distribuição de tamanhos das ION que é 9 

um histograma do número de nanopartículas (P) em função do seu diâmetro (d). A partir do 10 

ajuste com uma função log-normal representada pela equação (1) 123,124 :  11 

2

2

0

2

)ln(

exp
2

1
)(



d

d

d
dP               (1) 12 

obteve-se o valor do diâmetro médio (d0) das ION que é 8,72 nm e o desvio padrão (σ) que 13 

representa a polidispersão em tamanho das nanopartículas sendo 0,24 nm. Kang et al119 14 

derteminaram um valor próximo de d0 desse mesmo tipo de ION através de imagens de MET 15 

que foi de 8,5 nm porém as nanopartículas eram mais polidispersas com σ de 1,3 nm. 16 

 17 

Figura 17- (a) Imagem de MET das ION e (b) distribuição de tamanhos das nanopartículas, a 18 

linha vermelha representa o ajuste com a função log-normal. 19 

 20 

  A difração de raios-X é uma técnica amplamente utilizada na caracterização de 21 

materiais, fornecendo informações sobre estruturas cristalinas. Na Figura 18 é mostrado o 22 
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difratograma de raio-x das ION mostrando os picos típicos dos planos (2 2 0), (3 1 1), (4 0 0), 

(4 2 2), (5 1 1) e (4 4 0) presentes na rede cristalina cúbica com estrutura de espinélio inverso 

de óxido de ferro125.  

 

Figura 18- Difratograma de raios-x das ION. 

 

Com a largura a meia altura do pico de difração mais intenso (β) é possível calcular o 

diâmetro médio das nanopartículas (drx) através da equação (2) de Scherrer126:  

                 drx = 
k λ

βcosθ
          (2) 

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

esféricas é igual a 0,89, λ é o comprimento de onda da radiação incidente (1,5418 Ǻ), θ é o 

ângulo de difração em radiano (0,31). O diâmetro encontrado é 8,1 nm, valor próximo ao 

diâmetro determinado anteriormente por MET. 

A distância entre dois planos de átomos adjacentes e paralelos, isto é, distância 

interplanar (dhkl) na estrura das ION é 2,526 Ǻ, valor obtido com a lei de Bragg 127 mostrada na 

equação (3): 

                nλ = 2dhkl senθ (3) 

em que, n é a ordem da reflexão admitida como 1. 

Para estruturas cristalinas com simetria cúbica, a distância interplanar pode ser 

relacionada ao parâmetro de rede (a) e os índices de Miller (h k l) do pico mais intenso pela 

equação(4) 127: 

222 lkh

a
dhlk


   (4) 
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O valor do parâmetro de rede estimado foi 8,377 Ǻ, que está entre o valor padrão para 

magnetita (8,397 Ǻ) e maguemita (8,352 Ǻ), sugerindo que as ION preparadas sejam uma 

mistura de ambas a fases128. 

Para verificar a estabilidade das ION na dispersão e confirmar que são aniônicas, 

possibilitando a adsorção no eletrodo modificado por LbL, determinou-se o potencial zeta, que 

se refere à carga elétrica na superfície das nanopartículas. O potencial zeta das ION é +46 ±1 

mV, valor acima de +30 mV que é considerado um potencial zeta suficiente para garantir a 

repulsão entre nanopartículas, evitando a agregação e perda de estabilidade cinética.129 As ION 

são dispersas em meio ácido o que garante a formação de grupos protonados de oxihidróxidos 

de ferro na superfície promovendo assim um potencial zeta positivo.  

O diâmetro hidrodinâmico (DH) e o índice de polidispersividade (PDI) das ION foram 

obtidos por espalhamento dinâmico 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 diâmetro médio das nanopartículas obtidos anteriormente 

por MET e DRX (média de 8,41 nm), isso porque o DH leva em conta os contra-íons e a camada 

de solvatação ao redor das nanopartículas. No geral, nanopartículas com PDI maior que 0,1 são 

considerados polidispersas, o que é esperado para as ION.130  

 

5.2 Caracterização morfológica e estrutural do filme NiTsPc/ION 

 

A seguir, serão apresentados os resultados quanto à modificação do eletrodo com 

ION/NiTsPc, comprovada e avaliada com MEV, AFM, espectroscopia de absorção no UV-vis 

e espectroscopia Raman. 

 

5.2.1 Microscopia Eletrônica de Varredura e Espectroscopia de raios X por dispersão 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 presença das ION é confirmada por 

estruturas aproximadamente esféricas e com certo nível de aglomeração como o observado nas 

imagens de MET das nanopartículas. Além disso, nota-se que toda a superfície é recoberta pelo 

filme.  

A aglomeração das ION é esperada para um filme obtido após vários ciclos de 

deposição. É de conhecimento que os filmes LbL são formados por um mecanismo que envolve, 
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primeiramente, a nucleação da superfície do substrato com pequenos núcleos. Posteriormente, 

os vazios entre os núcleos são preenchidos gradativamente com a deposição de mais material. 

Apesar da repulsão eletrostática entre as nanopartículas imposta por suas cargas superficiais 

positivas, as interações dipolares superam esta repulsão.131 Na Figura 19b é mostrada a borda 

do eletrodo, onde é possível diferenciar o substrato de ITO e um filme homogêneo e contínuo 

de ION/NiTsPc.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19-Imagens de MEV de (a) filme ITO(NiTsPc/ION)-10 e (b) borda do substrato ITO. 

 

O espectro de EDX (Figura 20) confirma a modificação do eletrodo, com a presença de 

oxigênio de todos os nanomateriais e do substrato, ferro das ION, níquel da NiTsPc, índio, 

estanho e silício do substrato de ITO (In2O3:Sn) e a platina da metalização. A Tabela 5 mostra 

a porcentagem de composição em massa e átomos de cada elemento. Aproximadamente 51% 

a 
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dos átomos presentes são de oxigênio e 39% da massa total é do elemento índio que tem massa 

atômica menor apenas que estanho e platina. 

 

Figura 20- Espectro de EDX do filme ITO(NiTsPc/ION)-10. 

 

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

ITO(NiTsPc/ION)-10. 

Elemento Massa (%) Átomos (%) 

Oxigênio 18,33 50,84 

Silício 16,18 25,55 

Ferro 1,35 1,08 

Níquel 0,35 0,26 

Índio 39,00 15,07 

Estanho 9,72 3,63 

Platina 14,48 3,29 

 

5.2.2 Microscopia de força atômica  

 

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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característica é reproduzida sistematicamente em filmes com diferentes números de bicamadas, 

conforme é apresentado na Figura do anexo 1 que mostra as imagens 2D e 3D desses filmes. A 

Figura 21b apresenta o perfil da superfície traçado através de uma amplificação da imagem de 

AFM da Figura 21a revelando três agregados de ION, cada um com aproximadamente 20 nm 

de altura e 130 nm de diâmetro, a imagem 3D do filme na Figura 21c permite visualizar melhor 

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

 

Figura 21- (a) Imagem de AFM da amostra ITO(NiTsPc/ION)-10, (b) traço de perfil de 

superfície da visualização ampliada de (a) e (c) imagem 3D da mesma amostra. 

 

A espessura e a rugosidade do filme (medidas por AFM) em função do número de 

bicamadas é exibida na Figura 22. Observa-se que a rugosidade aumenta até o filme com 3 

bicamadas e depois não varia muito, isso porque as ION contribuem para uma morfologia 

porosa, com a adsorção de partículas individuais e agregadas que ocupam os espaços vazios a 

cada deposição, ficando assim cada vez mais empacotadas e refletindo também no aumento não 

linear da espessura com o número de bicamadas. Apesar disso, o método proposto permite 

controlar a quantidade de materiais eletroativos no filme pelo número de bicamadas 

depositadas, o que é desejável para a modificação do eletrodo. Embora a rugosidade não 
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aumente nas deposições além de 3 bicamadas, o aumento da espessura confere maior atividade 

eletroquímica (Figura 36d) mediante a adsorção de mais material eletroativo. 

 

Figura 22- Rugosidade e espessura do filme em função do número de bicamadas de 

(NiTsPc/ION) depositadas. As barras de erro nos dados de espessura representam o desvio 

padrão para medições realizadas em três pontos de amostra diferentes. 

 

5.2.3 Espectros de absorção no UV-vis  

 

A Figura 23a apresenta os espectros de UV-vis da solução de NiTsPc, da suspensão de 

ION e do filme de (NiTsPc/ION)-10 depositados no quartzo. Para a suspensão de ION é 

mostrado apenas uma banda de absorção em 360 nm, atribuída ao processo de transferência 

eletrônica Fe2+→Fe3+ na estrutura de espinélio invertido do cristal. 120,125 O espectro referente 

a solução de NiTsPc (Figura 23a, linha verde) mostra duas bandas principais que são atribuídas 

às transições π → π *: a banda Q centrada em cerca de 625 nm, que é responsável pela cor azul 

ou verde do composto, e a banda B (ou banda Soret) centrada em cerca de 335 nm característica 

dos anéis porfirínicos.  

A posição da banda Q é modificada para algumas medidas pela natureza do íon central 

e pela presença de substituintes, já que estes podem modificar o nível de energia do HOMO 

que produz um desvio para o vermelho (batocrômicas) da banda Q.132,133 Além disso, essa banda 

pode ser desdobrada, devido à ocorrência 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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solução de NiTsPc. Geralmente isto é representado como uma associação coplanar de anéis 

progredindo de monômeros para dímeros e agregados de ordem superior, devido ao 

acoplamento extensivo do sistema de elétrons π dos anéis adjacentes, é comum essa agregação 

ser do tipo H em que as moléculas empilham-se umas sobre as outras, com momento de dipolo 

de transição orientado a 90 graus do eixo de empilhamento.134–136 O íon Ni(II) no centro da 

molécula, no entanto, limita a aproximação de duas moléculas NiTsPc diferentes para 

empilhamento π. Em vez disso, as moléculas de NiTsPc são conectadas umas às outras por meio 

de pontes oxo de Ni(II)-O-Ni (II).134 

Portanto, para os filmes de NiTsPc/ION é suposto que também tenha a existência de 

pontes de Fe(III)-O-Ni(II). Na literatura é relatado esse tipo de ligação entre metaloftalocianinas 

e óxidos de ferro, Chen et al. por exemplo preparam nanocompósitos de tetracarboxiftalocianina 

de cobalto ligadas a Fe3O4/microesferas de quitosana para a degradação de corante.137 Após 

análise estrutural realizada por espectroscopias FT-IR, UV-Vis e XPS, eles concluíram que as 

moléculas de ftalocianina estavam ligadas a Fe3O4 por interações eletrostáticas, ligações de 

hidrogênio e ligações de coordenação estabelecidas por pontes Co(II)-O-Fe(III). Silva et al. 

estudaram a adsorção de ZnTsPc em nanopartículas de maguemita por diferentes métodos de 

espectroscopia e admitiram a possibilidade de ligação covalente entre esses dois materiais.138 

Na Figura 23a linha azul, observa-se que o espectro do filme de (NiTsPc/ION)-10 

apresenta as bandas do espectro da suspensão de ION e da solução de NiTsPc, porém a banda 

Q é deslocada 5 nm para o azul, efeito associado à agregação das moléculas de NiTsPc devido 

as interações já citadas. 

A Figura 23b mostra os espectros de UV-vis do substrato de quartzo com número 

variado de bicamadas de (NiTsPc/ION)-n, com n = 1, 3, 5, 7 e 10. Verifica-se um aumento 

linear da absorbância com o número de bicamadas depositadas (Figura 23c) nos comprimentos 

de onda de 360 nm, 620 e 675 nm, com r2 de 0,986; 0,996 e 0,996 para os respectivos 

comprimentos de onda. Esse aumento linear sugere que a quantidade de material adsorvido é 

sempre a mesma à 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 interação eletrostática entre NiTsPc e poli(anilina) dopada139, 

nanopartículas de ouro revestidas com poli(cloridrato de alilamina)140, quitosana141, argila 

montmorrilonita142 e polímero de 3-n-propilpiridínio silsesquioxano.143 

A dependência da razão entre as absorbâncias consideradas para o dímero (Adim) e o 

monômero (Amon) de NiTsPc em função do número 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 logarítmica (equação inserida na Figura 23d), sugerindo que, nas primeiras bicamadas, 

as moléculas de NiTsPc encontram-se mais individualizadas, mas se agregam à medida que 

mais bicamadas vão sendo depositadas. 

 

Figura 23-Espectros de absorção de UV-vis de (a) solução de NiTsPc, suspensão 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) Relação linear entre absorbância e número de bicamadas depositadas. (d) Razão 

entre as absorbâncias consideradas para o dímero (Adim) e o monômero (Amon) de NiTsPc em 

função do número de bicamadas de NiTsPc/ION. 

 

Com espectroscopia de absorbância de UV-Vis também foi avaliada a homogeneidade 

do filme de (NiTsPc/ION)-10 depositado no ITO. A Figura 24 mostra as absorbâncias em 360 

nm e 620 nm para diferentes pontos do filme que estão marcados na imagem fotográfica abaixo 

do gráfico. Nota-se que a absorbância permanece praticamente constante até o ponto c que ainda 

contém filme, evidenciado que o filme cobre toda superfície, como mostrado nas imagens de 

microscopia. Para os outros pontos a absorbância cai, pois representam a superfície do ITO que 
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não foi completamente imergida na solução/suspensão dos materiais na LbL, lembrando que 

esses pontos são recobertos com fita e portanto, não influenciam nas medidas eletroquímicas. 

 

Figura 24- Absorbâncias em 360 nm e 620 nm para os diferentes pontos do eletrodo 

ITO(NiTsPc/ION)-10 apresentado na imagem fotográfica abaixo do gráfico. 

 

5.2.4 Espectroscopia Raman 

 

Os espectros Raman da solução da NiTsPc e do eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10 são 

comparados na Figura 25a. Os espectros foram obtidos usando excitação de 632,8 nm, que está 

em ressonância com a banda-Q da NiTsPc e então aumenta a relação sinal/ruído. Os principais 

modos vibracionais Raman e esperados para NiTsPc, de acordo com a literatura139,144, são 

observados em ambas as amostras; eles são marcados com asterisco e listados na Tabela 6. 

Comparativamente, observa-se uma mudança sistemática de todos os modos vibracionais para 

números de onda mais altos, para o filme (NiTsPc/ION)-10. Os deslocamentos observados são 

atribuídos ao fortalecimento das ligações químicas das moléculas de NiTsPc causado pelas 

interações entre si devido à formação de agregados, bem como pela interação com ION. 

Enquanto o deslocamento da banda de estiramento -SO3
- é atribuído à complexação iônica com 
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grupos oxihidróxi de Fe(III) carregados positivamente na superfície das ION, o deslocamento 

de todos os outros modos pode ser atribuído à interação entre Ni(II) e Fe(III) por meio de pontes 

oxo comprovando o que foi proposto para os espectros de UV-Vis. Conclui-se então que a 

montagem LbL dos filmes NiTsPc/ION é impulsionada tanto pela interação eletrostática quanto 

pela coordenação. O esquema apresentado na Figura 25b ilustra os modos possíveis de interação 

entre NiTsPc e ION. Esta estrutura supramolecular incomum é considerada indispensável para 

a eletrooxidação efetiva de EE2, como será mostrado no estudo eletroquímico do tópico 5.4. 

 

 

Figura 25- (a) Espectros de Raman da solução de NiTsPc e do filme de (NiTsPc/ION)-10, 

obtidos com excitação em 632,8 nm. (b) Modelos propostos para as interações eletrostáticas e 

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

(NiTsPc/ION)-10. 

NiTsPc (NiTsPc/ION)-10 
Deslocamento 

(cm-1) 
Atribuição 

720 751 +31 Vibração macrociclo 

1090 1124 +34 Estiramento -SO3
- 

1155 1184 +29 Deformação angular C-H 

1301 1338 +37 
N–Ni estiramento isoindol; 

Deformação angular no plano C–N–C 

1518 1559 +39 

C=C, C=N estiramento pirrol; 

Estiramento C–N–C; 

Expansão do pirrol; 

Deformação angular no plano C-H 

 

5.3 Escolha do eletrodo de trabalho  

 

 Eletrodos de ITO modificados com diferentes combinações de nanomaterias, de 

conhecida atividade eletrocatalítica foram testados com VPD para a escolha do mais sensível 

na detecção de EE2. Os nanomateriais utilizados foram NiTsPc, ION, óxido de grafeno (GO), 

óxido de grafeno reduzido (rGO), nanopartículas de óxido de Cério (np-Ce) e ouro com citrato 

ou polímero ramificado poli(etileno imina) (np-Au-Cit ou np-Au-PEI), além disso polímeros 

sem eletroatividade (PDAC e PSS) estiveram presentes em alguns eletrodos para avaliar a 

eficiência individual dos nanomateriais na oxidação de EE2. Para fins de simplificação nas 

comparações, apenas filmes com 10 bicamadas foram testados, pois número menor de 

bicamadas permite menos adsorção de material e menor resistência do filme na aplicação de 

potencial, para maiores números de bicamadas o tempo de preparo dos eletrodos seria maior. 

A Figura 26 apresenta a densidade de corrente de pico de oxidação 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 sensível é o de NiTsPc/ION sendo o 

escolhido para a detecção 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 não 

apresentaram pico de oxidação referente ao EE2. Portanto, no próximo tópico serão 

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

apresentando o papel de cada material nesse processo. 

 

Figura 26- Densidade de corrente de pico anódico para voltamogramas de pulso diferencial de 

50 μmol L-1 de EE2 oxidado com eletrodos de ITO modificado com diferentes nanomateriais. 

O eletrólito de suporte utilizado foi acetato de sódio pH 4,0; amplitude de pulso de 50 mV e 

velocidade de varredura de 10 mV s-1. 

  

5.4 Identificação e caracterização dos processos eletroquímicos  

 

A Figura 27 apresenta os voltamogramas cíclicos dos eletrodos de ITO, ITO(PSS/ION)-

10, ITO(PDAC/NiTsPc)-10 e ITO(NiTsPc/ION)-10 na ausência (—) e na presença (—) de EE2 

na concentração de 20 µmol L-1. Na Figura 27a, quando a leitura é realizada com o eletrodo de 

ITO sem filme apenas no eletrólito de suporte, nenhum pico é observado. Após a modificação 

com o filme de 10 bicamades de PSS/ION ocorre no voltamograma cíclico (Figura 27b) o 

aparecimento de um pico anódico (I) em 0,35 V e um pico catódico (II) em 0,19 V, atribuídos 

a oxidação/redução dos oxihidróxidos de Fe(II) presentes na superfície das ION120. Estes picos 

diminuem quando a leitura é realizada na presença de EE2, sugerindo interação entre EE2 e as 

ION, o que as torna menos disponível para o processo redox. 

O eletrodo ITO(PDAC/NiTsPc)-10 em tampão acetato com pH 4,5 apresenta um 

voltamograma (Figura 27c) com dois picos anódicos em potencial de 0,83 V para o pico III que 

é referente ao processo de oxidação do anel da ftalocianina e 1 V para o pico IV relacionado à 

oxidação do níquel, conforme as seguintes reações145. 

[TsPc]6- → [TsPc]5- + e-    (E= +0,83 V) 

[Ni(II)TsPc]4- → [Ni(III)TsPc]3- + e-     (E= +1,0 V) 
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Estes quatro picos apresentados também se encontram no voltamograma cíclico do 

eletrodo NiTsPc/ION em tampão acetato de sódio pH 4,5 mostrado na Figura 27d. Além desses 

é observado um terceiro em +0,6 V (pico V), referente à transferência de carga entre NiTsPc e 

ION, confirmada posteriormente com o estudo da variação da corrente deste pico em função da 

velocidade de varredura. As seguintes semi-reações são propostas para essa transferência de 

carga:  

                           Fe(II)  Fe(III) + e-,    (E = +0,35 V) 

     Fe(III) + Ni(II)  Ni(III) + Fe(II)     (E= +0,6 V) , ou 

Fe(III) + [TsPc]6-  Fe(II) + [TsPc]5-      (E= +0,6 V) 

Como evidenciado anteriormente pelos resultados dos espectros de Raman e UV-Vis, o 

filme de NiTsPc/ION é formado por interação eletrostática e covalente, sugere-se que quando 

as ION interagem eletrostaticamente com as moléculas de NiTsPc através dos grupos 

sulfônicos, os íons de Fe(II) e Ni(II) ficam disponíveis para oxidar no potencial de +0,35V e 

+1,0 V, respectivamente. Por outro lado, quando as ION e as NiTsPc estão ligadas através da 

ponte Fe(III)-O-Ni(II) a transferência de carga conforme as semi-reações no potencial de +0,6 V 

devem ocorrer.  

 

Figura 27- Voltamogramas cíclicos de (—) tampão acetato de sódio pH 4,5 e (—) EE2 na 

concentração de 20 µmol L-1 em tampão acetato de sódio 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-1. 
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Ainda na Figura 27, para as leituras realizadas na presença de EE2, verificou-se que 

para o substrato de ITO sem filme e modificado com o filme (PSS/ION)-10, ocorre o aumento 

de densidade de corrente em torno de +0,7 V, formando uma ondulação até +1,2 V, ou seja, 

esses eletrodos provocam a oxidação do EE2, porém sem o surgimento de um pico bem 

definido. Nos eletrodos de ITO(PDAC/NiTsPc)-10 e ITO(NiTsPc/ION)-10, a oxidação do EE2 

provoca o surgimento de um pico em torno de +0,8 V, mesmo potencial do processo de 

oxidação 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 o pico de oxidação do EE2 no eletrodo de 

ITO(PDAC/NiTsPc)-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 cíclicos em diferentes velocidades de varredura do 

potencial com o eletrodo ITO(NitsPc/ION)-10 (Figura 28), no eletrólito de suporte tampão 

acetato na concentração de 0,1 mol L-1, pH 4,5 para se obter mais informações relacionados ao 

processo de oxidação como a cinética de transferência de carga e o número de elétrons 

envolvidos nas reações. 

Para os picos referentes à oxidação da NiTsPc (+0,83 e +1 V) na Figura 28a, a forma 

dos picos variam com a velocidade não sendo definido em velocidades a partir de 25 mV s-1, o 

que sugere que esses processos são lentos e irreversíveis. A redução da NiTsPc não foi 

detectada, embora contribuições anteriores tenham observado os picos de redução. A principal 

diferença aqui é o uso de um polieletrólito (PDAC) muito mais forte em contraste com o 

poli(cloridrato de alilamina) e quitosana usados por Crespilho et al.141 e Alencar et al.145  

O pico de transferência 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 

irreversível. Os picos anódico (+0,35 V) e catódico (+0,19 V) das ION não apresentam variação 

do potencial de pico com o aumento da velocidade, e tem uma diferença de potencial de pico 

anódico e catódico de 0,16 V sendo considerado portanto, um processo quase-reversível.75 

Na Figura 28b é mostrada a relação entre densidade de corrente de pico de oxidação 

(Jpa) e a velocidade de varredura (v) para o pico em +0,6 V da interação entre ION e NiTsPc. A 

relação obtida foi linear com r2=0,991, mostrando, portanto, que é um processo controlado por 

transferência de carga e não por difusão. A tentativa de ajuste com um modelo de difusão, 

linearidade da relação Jpa vs v1/2, resultou num coeficiente de determinação inferior, r2 =0,939, 

confirmando o modelo de transferência de carga. 
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Para o cálculo do número de elétrons envolvidos nessa etapa de oxidação, 

primeiramente realizou-se o cálculo do coeficiente de transferência de carga (α) através do 

gráfico de Tafel apresentado na Figura 28c. Esse gráfico é representado pelo potencial (Ea) 

versus log J e referente à parte inicial da curva de oxidação do pico em +0,6 V realizado na 

velocidade de 50 mV s-1. O valor de α é então calculado pela equação 5: 

 

b = 
2,303RT

(1-α)F
 (5) 

 

em que, b é a inclinação do gráfico de Ea em função de log Ja , cujo valor foi de 2,227 (equação 

inserida na Figura 28c), R é a constante universal dos gases (8,31 J K mol−1), T é a temperatura 

(298 K) e F é a constante de Faraday (96500 C mol−1). O valor de α encontrado é 0,973.146 A 

inclinação da reta de Epa vs lnv (Figura 28d) é igual a 2,303RT/αnF em que n é o número de 

elétrons envolvidos na reação que foi 1 para a transferência de carga entre ION e NiTsPc.147 

 

Figura 28- (a) Voltamograma cíclico do eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10 em tampão acetato de 

sódio 0,1 mol L-1, pH 4,5 adquiridos nas velocidades de varredura de (i) 10 (ii) 25 (iii) 50 (iv) 

75 e (v) 100 mV s-1 (b) Variação da densidade de corrente de pico anódico (Jpa) em função da 

velocidade de varredura (v) (c) Gráfico de Tafel na velocidade de 50 mV s-1 (d) Dependência 

do potencial de pico (Epa) em relação a ln v. 
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Para que ocorra a transferência de carga entre ION e NiTsPc é necessário o contato das 

duas espécies, isso foi avaliado através da comparação de eletrodos de ITO(ION/NiTsPc)-10 e 

ITO(PDAC/PSS/ION/NiTsPc)-10, os polímeros isolantes entre as camadas provocou o 

desaparecimento do pico em +0,6 V, que nos voltamogramas de pulso diferencial foi deslocada 

para um potencial em torno de +0,5 V 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 polímeros, ou seja, embora a 

espessura de uma bicamada de PDAC/PSS seja inferior a 5 nm 148, é suficiente para evitar o 

estabelecimento da ponte oxo e a transferência de carga entre ION e NiTsPc, assim mais 

moléculas desta fica disponível para oxidação. Além disso, a presença dos polímeros provocou 

menor eficiência na oxidação do EE2 como pode ser verificado na Figura 29b, essa oxidação, 

portanto, é dependente do contato de ION e NiTsPc.  

 

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) eletrólito de suporte tampão 

acetato de sódio pH 4,5 e (b) em solução de EE2 na concentração de 50 μmol L-1 usando tampão 

acetato de sódio pH 4,5 como eletrólito de suporte, amplitude de pulso de 50 mV e velocidade 

de varredura de 10 mV s-1. 
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Os voltamogramas cíclicos registrados com o eletrodo (NiTsPc/ION)-10 em tampão 

acetato de sódio 0,1 mol L-1, pH 4,5 com 20 µmol L-1 de EE2 adquiridos em diferentes 

velocidades são apresentados na Figura 30. Nota-se que a oxidação do EE2 é irreversível 

(Figura 30a) e controlada por transferência de carga e difusão, pois, o valor de r2= 0,979, foi o 

mesmo para a relação Jpa vs v e para Jpa vs v1/2 este apresentado na Figura 30b. O coeficiente de 

transferência de carga é 0,59 e o número de elétrons evolvidos na reação de oxidação do EE2 é 

2 e foram calculados conforme o procedimento apresentado anteriormente, o gráfico de Tafel e 

de Epa em função de lnv são apresentados nas Figuras 30c e 30d. Este número de elétrons está 

de acordo com o apresentado na literatura.20,149 

 

Figura 30-(a) Voltamograma cíclico eletrodo ITO(ION/NiTsPc)-10 em tampão acetato de 

sódio 0,1mol L-1, pH 4,5 com 20 µmol L-1 de EE2 adquiridos nas velocidades de varredura de 

(i) 50 (ii) 75 (iii) 125 (iv) 175 (v) 200 mV s-1.(b) Variação da densidade de corrente de pico 

anódico (Jpa) em função da velocidade de varredura (v). (c) Gráfico de Tafel na velocidade de 

50 mV s-1. (d) Dependência do potencial de pico (Epa) em relação a ln v. 

 

O mecanismo de oxidação do estradiol (E2) foi proposto por Ngundi et al.150. Como a 

estrutura do EE2 é similar à 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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o EE2)20, sugere-se que ambos oxidam pelo mesmo mecanismo apresentado na Figura 31, em 

que mostra oxidação inicial do etinilestradiol produzindo um radical fenóxi, este é 

posteriormente oxidado a um íon fenoxônio, seguido por uma reação química, para formar uma 

cetona, e isso resulta em um mecanismo de reação EC-EC (eletroquímico-químico-

eletroquímico-químico). 

 

Figura 31- Mecanismo de reação de oxidação do EE2.150 

 

A influência do potencial inicial de varredura e da última camada do eletrodo 

ITO(NiTsPc/ION)-10 também foi estudada para se obter mais detalhes da oxidação 

eletroquímica do EE2 nessa superfície. Com experimentos de VPD realizados com o eletrodo 

apenas no eletrólito de suporte acetato de sódio 0,1 mol L-1, pH 4,5 com diferentes potenciais 

iniciais de varredura, observou-se que o pico em +0,5 V referente à transferência 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 não aparece. 

Por outro lado, quando a varredura é iniciada em -0,2 V, o pico referente à transferência de 

carga aparece. O mesmo é observado para a oxidação do EE2 (Figura 32b). A densidade de 
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corrente de pico para a varredura iniciada em +0,37 V (curva vermelha) é 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), há a transferência de carga entre ION 

e NiTsPc, mas a corrente de oxidação do EE2 é a menor de todas. Desse modo, sugere-se que 

para haver a oxidação eficiente do EE2 com o eletrodo desenvolvido, as ION devem ser 

previamente oxidadas, o que ocorre quando a varredura de potencial é iniciada em -0,2 V. 

Entretanto, o potencial inicial não pode ser tão negativo, pois nesse caso há também a redução 

parcial das ION.  

 

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

(a) em eletrólito de suporte tampão acetato de sódio pH 4,5 e (b) em solução de EE2 na 

concentração de 50 μmol L-1 usando tampão acetato de sódio pH 4,5 como eletrólito de suporte, 

amplitude de pulso de 50 mV e velocidade de varredura de 10 mV s-1 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 10,4,151 a hipótese de interação eletrostática com as cargas 

positivas das ION foi descartada, já que no pH em que as medidas foram realizadas as moléculas 

de EE2 permanecem protonadas. No entanto, é proposto que as moléculas de EE2, por meio 

dos grupos hidroxila se ancorem às ION por ligação de hidrogênio com grupos oxihidróxidos 

não protonados e são oxidadas conforme a seguinte reação:  

FeIIIOOH + EE2 + 2H+  FeII + EE2 +2H2O 

 

 

Figura 33- Voltamogramas de pulso diferencial obtidos com o eletrodos de (NiTsPc/ION)-10 

com última camada de NiTsPc em (i) e de ION em (ii) na solução de EE2 com concentração de 

50 μmol L-1 usando tampão acetato de sódio pH 4,5 como eletrólito de suporte, amplitude de 

pulso de 50 mV e velocidade de varredura de 10 mV s-1. 

 

5.4.1 Espectroscopia de impedância eletroquímica  

 

 Os efeitos da modificação dos eletrodos na oxidação do EE2 foram também avaliados 

usando espectroscopia de impedância eletroquímica (EIS), técnica que pode fornecer 

informações sobre as propriedades eletrônicas do eletrólito, da superfície do eletrodo e da região 

da dupla camada em sistemas eletroquímicos.152 A Figura 34a mostra os espectros de EIS 

(gráfico 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 

oxidação do EE2 (+0,7 V). Observa-se que somente para o eletrodo ITO(PDAC/NiTsPc)-10 o 
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espectro mostra a região de transferência eletrônica controlada por cinética, representada pelo 

semicírculo em altas frequências e a região controlada por difusão, representada pela reta em 

baixas frequências, indicando assim que nesse eletrodo o processo de transferência eletrônica é 

mais lento que nos demais.74 

 Os dados experimentais de EIS foram ajustados com o circuito equivalente de Debye 

(Figura 34b), para assim se obter valores de resistência da solução (R1) que dependem da 

concentração e da condutividade do eletrólito, capacitância da dupla-camada (C1) que é 

influenciada pela concentração do eletrólito e a área de superfície do eletrodo, a resistência de 

transferência de carga (R2) e a capacitância de adsorção (C2) que representam a transferência 

de carga devido a reações faradáicas na superfície do material do eletrodo153. Para esse ajuste o 

erro estimado ficou entre 2,2% e 19,7%. Os valores de R1 variaram em torno de 5% com média 

151 Ω, essa baixa variação era esperada já que o mesmo eletrólito (tampão acetato de sódio, 

pH 4,5) foi utilizado para todos os experimentos. 

A Figura 34b evidencia a diminuição de R2 após a modificação do eletrodo de ITO, com 

valores de 5,5 x 105 ohm (ITO); 3,7 x 105 ohm ((PSS/ION)-10); 5,6 x 102 ohm 

((PDAC/NiTsPc)-10); e 5,1 x 103 ohm ((NiTsPc/ION)-10), destacando-se que o R2 do ITO sem 

filme é aproximadamente 1000 vezes maior que para o ITO com (NiTsPc/ION)-10. O menor 

valor de R2 foi para o filme de (PDAC/NiTsPc)-10, provavelmente o menor valor não foi para 

o eletrodo (NiTsPc/ION)-10 devido como já mencionado a oxidação do EE2 nessa superfície é 

dependente da transferência 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 R2 foi (PSS/ION)-10, apesar das ION aumentar a área superficial 

do eletrodo elas tem um comportamento intermediário entre semicondutor e isolante, enquanto 

que metaloftalocianinas são consideradas como bons semicondutores mostrando à temperatura 

ambiente uma mobilidade eletrônica de cerca de 0,001 cm2 V-1 s-1 (CuPc).154 

Ao contrário de R2, os valores de C1 e C2 tendem a aumentar com a deposição de 

(NiTsPc/ION)-10 no ITO como mostra a Figura 34c, C2 por exemplo que representa a camada 

isolante formada pela adsorção de produtos da oxidação de EE2 no eletrodo é maior para o 

(NiTsPc/ION)-10 (C2= 53,9 µF), do que para o ITO (C2= 11,2 µF). O filme (NiTsPc/ION)-10 

aumenta a área de superfície do eletrodo e fornece mais locais para interação com EE2 e seus 

subprodutos oxidados. É, portanto, demonstrado que a combinação de ION e NiTsPc no mesmo 

eletrodo é fundamental para a oxidação adequada de EE2. 
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Figura 34- Espectros de impedância eletroquímica para oxidação de EE2 (50 μmol L-1) 

realizada com ITO, ITO(PSS/ION)-10, ITO(PDAC/NiTsPc)-10 e ITO(NiTsPc/ION)-10 com 

tampão acetato de sódio, pH 4,5 como eletrólito de suporte, na frequência de 100 MHz a 0,1 

Hz e potencial de cela de +0,7 V, a figura inserida mostra os espectros em alta frequência. (b) 

Resistência de transferência de carga (R2), (c) capacitância da dupla-camada (C1) e de adsorção 

(C2) determinada para cada eletrodo através do circuito inserido na Figura 34c. 

 

Os espectros de EIS mostrados na Figura 35a apresentam o efeito dos diferentes 

números de bicamadas de NiTsPc/ION na eletroxidação do EE2. Os dados experimentais foram 

ajustados com o circuito da Figura 34b. O gráfico inserido mostra que R2 cai abruptamente logo 

após a deposição da primeira bicamada e permanece mais ou menos constante depois. Para 

substrato de ITO, R2 = 5,5 x 105 ohm e para ITO(NiTsPc/ION)-10, R2=5,5 x 104 ohm. O valor 

R2 mais baixo (3,3x103 ohm) foi alcançado com 5 bicamadas. Os resultados de capacitância 

apresentados na Figura 35b mostram que a partir de 1 bicamada os valores tendem a aumentar, 

com exceção para o filme com 7 bicamadas.  
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Figura 35- (a) Espectros de impedância eletroquímica para a oxidação de EE2 (50 μmol L-1) 

em eletrodos de 1 a 10 bicamadas de NiTsPc/ION com tampão acetato de sódio, pH 4,5 como 

eletrólito de suporte, na frequência de 100 MHz a 0,1 Hz e potencial de cela de +0,7. O gráfico 

inserido mostra a resistência de transferência de carga (R2) versus o número de bicamadas. (b) 

Capacitância da dupla-camada (C1) e de adsorção (C2) em função do número de bicamadas.  

 

Diante dos resultados eletroquímicos discutidos até aqui, pode-se concluir que no 

eletrodo de ITO(NiTsPc/ION), as moléculas de NiTsPc tem o papel simultâneo de 

eletrocatalisadoras e condutoras de cargas, enquanto que as ION são responsáveis pela 

ancoragem e oxidação de EE2, além disso, o complexo de transferência de carga ION-NiTsPc 

conduz elétrons através do filme supramolecular até atingir o substrato ITO. 
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Nos próximos tópicos serão apresentados os resultados da otimização do eletrodo com 

NiTsPc/ION e da metodologia para a quantificação de EE2. 

 

5.5 Otimização do eletrodo de NiTsPc/ION 

 

A detecção do EE2 foi avaliada para eletrodos com NiTsPc e diferentes nanopartículas 

de óxido de ferro denominadas np-Mgm, np-Mgn e ION na concentração de 6,4 g L-1, 

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 anódico em aproximadamente +0,7 V, 

para os eletrodos com substrato de ITO e potencial de pico em torno de +0,34 V para o SPCE 

e o SPCE(NiTsPc/np-Mgn)-10, nota-se que Jpa quando usado SPCE é maior do que quando esse 

substrato é 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 

oxidação do EE2 após a modificação. 

Como é apresentado no gráfico inserido na Figura 36a, Jpa é maior para o eletrodo de 

ITO(NiTsPc/np-Mgn)-10 com valor de 12,24 µA cm-2, porém, para 7 medidas consecutivas 

realizando condicionamento do eletrodo (0,6 V por 30 s) o pico de oxidação do EE2 variou 

22,65 %, valor 8 vezes maior se comparado com o coeficiente de variação 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 detecção do EE2.  

Na Figura 36b pode-se comparar voltamogramas de eletrodos ITO(NiTsPc/ION)-10 

preparados com dispersões de ION em diferentes concentrações, quando usado ION 1g L-1 o 

Jpa para a oxidação de EE2 é 12,87 µA cm-2 e para ION 6,4 g L-1 o Jpa é 13,16 µA cm-2, ou seja, 

uma baixa variação que não justificaria o uso de ION mais concentrada aumentando assim o 

custo do eletrodo.  

A oxidação do EE2 em eletrodos preparados com diferentes tempos de imersão do 

substrato ITO na dispersão de ION e na solução de NiTsPc, também foi avaliada, como mostra 

a Figura 36c com 3 minutos de imersão o sinal atingiu o seu máximo, os tempos de 30 s, 1 min 

e 2 min não foram suficientes para a efetiva adsorção dos materiais no ITO, refletindo assim 

em menores valores de Jpa que é dependente da quantidade de ION e NiTsPc no eletrodo como 

mostrado na Figura 36d, em que avaliou-se o efeito do número 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 concentração fixa de EE2, a Jpa aumenta até 15 

bicamadas, evidenciado assim a atividade eletrocatalítica desses materiais. Esse aumento de Jpa 

foi linear em função do número de bicamadas (gráfico inserido na Figura 36d), com equação 

Jpa = -0,25 + 1,25n, r2=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-1 e com 

tempo de imersão do substrato nos materiais de 3 min foi escolhido para as próximas etapas.  

 

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 L-1 e 6,4 g L-1, (c) com tempos de imersão 

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 concentração de 10 μmol L-1 com tampão acetato de sódio pH 4,5 como eletrólito de suporte, 

amplitude de pulso de 50 mV e velocidade de varredura de 10 mV s-1. 
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5.6 Otimização das condições experimentais para quantificação do EE2  

 

5.6.1 Escolha da técnica eletroanalítica 

 

As técnicas de VPD e VOQ são bastante utilizadas em aplicações analíticas, por serem 

mais sensíveis que outras técnicas voltamétricas, devido aos efeitos da corrente capacitiva 

serem minimizados ao registrar a corrente em dois momentos da aplicação do pulso. 

Sendo assim, essas duas técnicas foram testadas na oxidação do EE2 na concentração 

de 10 µmol L-1 com o eletrodo de (NiTsPc/ION)-10, utilizando tampão acetato de sódio, pH 4 

como eletrólito de suporte. Para as duas técnicas utilizou-se a mesma velocidade de varredura 

que foi de 10 mV s-1 e a mesma amplitude de pulso, 50 mV. Na Figura 37 observa-se que a 

técnica VPD foi mais sensível, apresentando um pico com maior densidade de corrente e com 

melhor resolução sendo portanto, escolhida para a determinação de EE2.  

A VOQ é uma técnica com maior eficiência para reações com uma cinética mais rápida. 

No entanto, a oxidação do EE2 é um processo irreversível e mais lento.71 

 

Figura 37- Comparação entre as técnicas de voltametria de pulso diferencial (VPD) e 

voltametria de onda quadrada (VOQ) na oxidação do EE2 na concentração de 10 µmol L-1com 

o eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10, utilizando tampão acetato de sódio, 0,1 mol L-1, pH 4 como 

eletrólito de suporte em velocidade de varredura de 10 mV s-1 e amplitude de pulso de 50 mV. 

 

5.6.2 Efeito do pH na oxidação de EE2 

 

Na Figura 38 é mostrada a influência do pH, avaliado em tampão RB 0,1 mol L-1, 

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

subsequentes. 

Outros autores observaram o sinal mais alto para oxidação do EE2 em pH 8 ou 10,19,155 

isso devido à medida que o pH aumenta ficando próximo ao pKa do EE2 que é 10,46,151 o fenol 

é convertido em fenolato e a oxidação deve ser facilitada. Contudo, para o eletrodo em estudo 

a ION é mais estável em pH 4. Em pH < 4, os íons de Fe2+ da superfície são dessorvidos como 

aquo-complexos, enquanto que em pH básico as nanopartículas são desprotonadas e 

desprendem-se do filme. Portanto, em ambos os limites de pH, ocorre degradação do eletrodo 

e consequente diminuição 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 reação de oxidação do EE2 é realmente mais favorável 

em meio alcalino. A relação entre Epa vs pH na faixa entre 2,0 e 4,5 é ajustada pela seguinte 

equação: Epa = 0,901 - 0,031 pH (r2 = 0,997). 

 

Figura 38- Influência do pH na densidade da corrente de pico anódico (●) e potencial de pico 

anódico (■) para a oxidação de 10 μmol L-1 do EE2 usando tampão RB na concentração de 0,1 

mol L-1 como o eletrólito de suporte, adquirido com o eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10 em 

velocidade de varredura de 10mV s-1 e amplitude de pulso de 50 mV. 

 

5.6.3 Eletrólito de suporte e condicionamento do eletrodo 

 

As medidas eletroquímicas foram realizadas utilizando diferentes eletrólitos de suporte 

em pH 4,0, para a escolha do mais adequado. Como mostrado na Figura 39a, a melhor resposta 

foi obtida com o tampão de acetato de sódio e o sulfato de sódio com maiores densidades de 
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corrente de pico, porém como mostrado na Figura 39b, utilizando o acetato de sódio o pico 

ficou com melhor resolução e linha de base mais definida. Portanto, este foi o eletrólito de 

suporte selecionado para as próximas medidas de EE2. 

 

Figura 39-(a) Densidade de corrente de pico anódico e (b) Voltamogramas de pulso diferencial 

para 10 μmol L-1 de EE2 oxidado com o eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10 em diferentes eletrólitos 

de suporte com amplitude de pulso 50 mV e velocidade de varredura de 10 mV s-1. 

 

A oxidação eletroquímica do EE2 é acompanhada pela adsorção de seus produtos de 

oxidação; existe um envenenamento da superfície do eletrodo com diminuição dos sítios ativos 

disponíveis para a reação e, consequentemente, a diminuição do sinal analítico. Esse é um 

resultado típico da oxidação de moléculas orgânicas aromáticas, sendo atribuído à formação de 

dímeros, polímeros e quinonas, semicondutores ou isolantes. A acumulação desses produtos 

reduz a velocidade de transferência de elétrons na superfície do eletrodo, provocando a redução 

da densidade de corrente de pico.150,156 
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Na Figura 40a é mostrada a dependência da densidade de corrente de oxidação do EE2 

em função do potencial de recondicionamento do eletrodo no eletrólito, para um tempo fixo de 

60 s. Observa-se que a maior densidade de corrente é obtida com o potencial de -0,6 V. Esse 

potencial deve ser suficiente para a redução dos coprodutos de oxidação do EE2. O efeito do 

recondicionamento nessas condições fica mais claro no gráfico da Figura 40b. A densidade de 

corrente para a segunda medição, realizada sem qualquer recondicionamento do eletrodo, é bem 

menor que a da primeira medição. Contudo, o recondicionamento do eletrodo (polarização 

constante do eletrodo em -0,6 V por 60 s no eletrólito suporte) reestabelece a resposta obtida 

na primeira medição.  

 

Figura 40- (a) Densidades de corrente de pico de oxidação do EE2 em função do potencial de 

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

e após a realização do condicionamento por 60 segundos a -0,6 V do eletrodo 

ITO(NiTsPc/ION)-10 em EE2 na concentração de 10 μmol L-1 em tampão acetato de sódio pH 

4,0, com amplitude de pulso de 50 mV e velocidade de varredura de 10 mV s-1  
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5.6.4 Velocidade de varredura e amplitude de pulso 

 

 A influência dos parâmetros de VPD sobre a oxidação do EE2 foram avaliados, como a 

velocidade de varredura e a amplitude de pulso. Esses parâmetros são fundamentais para a 

otimização do método de detecção, visando maior velocidade, sensibilidade, resolução e largura 

de pico. A velocidade de varredura foi verificada na faixa de 5 a 50 mV s-1.  

 A velocidade de varredura de 30 mV s-1 apresentou maior densidade de corrente de pico 

de oxidação como ilustrado na Figura 41a. Além disso, nessa velocidade não houve aumento 

da largura a meia altura do pico (W1/2). Quanto maior a largura do pico maior será a influência 

na quantificação do EE2 em amostras, devido à dificuldade na separação de picos de possíveis 

interferentes. Nenhuma deformação do pico foi observada como mostra a Figura 41b para 

medidas realizadas com amplitude de pulso de 50 mV.  

 Na VPD, este parâmetro assume valores baixos quando comparada à VC, para que o 

potencial da rampa não mude significativamente durante a aplicação do pulso.157 A detecção de 

EE2 com DPV foi relatada na literatura em velocidades de 10 mV s-1 usando eletrodo de 

carbono vítreo (GCE) modificado com compósito de óxido de grafeno reduzido79 e 20 mV s-1 

com eletrodo GCE modificado com nanotubos de carbono e pontos quânticos de carbono.80 

Portanto, análise mais rápida é possível 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-1. A densidade de corrente de pico anódico é 

maior para a amplitude de pulso de 100 mV, porém, ocorre um aumento considerável da largura 

a meia altura dos picos em amplitude de pulso superior a 25 mV. 

 A largura do pico a meia altura aumenta à medida que a amplitude de pulso aumenta, 

porque o comportamento diferencial pode ser visto através de uma maior faixa de potencial. 

Normalmente, não se utiliza amplitudes de pulso acima de 100 mV, pois ocorre a perda de 

resolução do pico como apresentado na Figura 41d.71 Portanto, a amplitude de pulso escolhida 

foi de 50 mV, na quantificação de EE2 este é o valor geralmente utilizado.79,80,158 

 A amplitude de pulso (ΔE) também está relacionada com o potencial de pico de 

oxidação (Ep) através da equação 7. 

Ep = E1/2 - 
∆E

2
    (7) 

O potencial Ep se desloca para menores potencias quando a amplitude de pulso aumenta.71 Este 

comportamento é observado na Figura 41d. 
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Figura 41- Densidade de corrente de pico anódico e largura a meia altura do pico (W1/2) em 

função 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 solução de EE2 na concentração de 10 μmol L-1 usando 

tampão acetato de sódio pH 4,0 como eletrólito de suporte. 

 

5.6.5 Potencial e tempo de acumulação  

 

 Com o objetivo de aumentar a sensibilidade do método realizou-se medidas com 

diferentes potenciais de acumulação 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 comparação à medida sem 

aplicação de potencial de acumulação (Eac). Com o Eac de +0,3 V avaliou-se também a 

influência do tempo de acumulação apresentado na Figura 42b. Observa-se que mesmo com o 

aumento do tempo, a densidade de corrente de pico não aumentou em função da medida sem 

aplicação de Eac.   
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Figura 42-(a) Densidade de corrente de pico anódico em função do (a) potencial de acumulação 

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

de ITO(NiTsPc/ION)-10 em solução de EE2 na concentração de 10 μmol L-1, usando tampão 

acetato de sódio pH 4,0 como eletrólito de suporte, amplitude de pulso de 50 mV e velocidade 

de varredura de 30 mV s-1. 

 

 Nas técnicas voltamétricas que se baseiam na acumulação do analito no eletrodo de 

trabalho, em geral é necessário que o analito adsorva na superfície do eletrodo com ou sem 

aplicação de Eac (voltametria adsortiva) ou que o analito reduza na superfície do eletrodo para 

sua posterior redissolução (voltametria de redissolução anódica)70, como mostrado na Figura 

43 mesmo sem aplicação Eac por 180 s e homogeinização da solução com purga de nitrogênio 

não é observado um aumento do sinal, além disso, observa-se portanto que o oxigênio não 

influência nas medidas, não sendo assim necessária essa etapa.  
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Figura 43- Voltamograma de pulso diferencial antes e após a purga com N2 por 180 segundos, 

registrados com eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10 em solução de EE2 na concentração de 10 

μmol L-1, usando tampão acetato de sódio pH 4,0 como eletrólito de suporte, amplitude de pulso 

de 50 mV e velocidade de varredura de 30 mV s-1.   

 

 A Tabela 7 apresenta portanto, as condições experimentais otimizadas, que foram 

usadas na validação da metodologia de determinação do EE2 com o eletrodo de 

ITO(NiTsPc/ION)-10. 

 

Tabela 7- Parâmetros experimentais de voltametria de pulso diferencial. 

Parâmetros Condições experimentais 

Potencial inicial de varredura -0,2 V 

Eletrólito de suporte Tampão acetato de sódio, pH 4,0 e sem purga de N2 

Condicionamento do eletrodo -0,6 V por 30 segundos 

Velocidade de varredura 30 mV s-1 

Amplitude de pulso 50 mV 

 

5.7 Validação da metodologia 

 

 A validação da metodologia proposta, realizada de acordo com o documento de 

orientação sobre validação de métodos analíticos do INMETRO112 é apresentada neste tópico. 

A repetibilidade das medidas foi estimada através da realização de experimentos de VPD com 

oxidação de 10 μmol L-1 de EE2 no eletrodo ITO(NiTsPc/ION)-10, usando o os parâmetros 

voltamétricos otimizados e descritos anteriormente. A Figura 44a fornece os voltamogramas 
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para sete medidas consecutivas, o coeficiente de variação foi de 2,85%, valor aceitável de 

acordo com a AOAC (sigla do inglês Association of Official Analytical Chemists) que 

determina um valor máximo de coeficiente de variação de 11% para a concentração estudada.113 

Na Figura 44b, verifica-se que a densidade da corrente de pico de oxidação diminuiu com o 

número de medidas, até onze medidas com um eletrodo são possíveis obtendo um coeficiente 

de variação aceitável, mostrando ser um método preciso. 

 A precisão intermediária foi avaliada com três eletrodos de (NiTsPc/ION)-10 fabricados 

da mesma maneira e no mesmo dia, com coeficiente de variação de 6,99% para a densidade de 

pico de oxidação de EE2. Esse valor aumentou para 9,04% quando o sinal analítico de três 

eletrodos de (NiTsPc/ION)-10 fabricados em dias diferentes foram comparados. 

Figura 44- (a) Voltamograma de pulso diferencial de 7 medidas consecutivas EE2 na 

concentração de 10 μmol L-1 adquirido com o eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10 usando tampão 

acetato de sódio pH 4,0 como eletrólito de suporte, velocidade de varredura de 30 mV s-1 e 

amplitude de pulso de 50 mV, (b) Densidade de corrente de pico anódico em função do número 

de medidas.  

  A faixa linear de trabalho na quantificação de EE2 com o eletrodo de (NiTsPc/ION)-10 

foi investigada realizando-se VPD na faixa de concentração de 0,07 a 33,7 μmol L-1. A resposta 

analítica mostrada no gráfico inserido na Figura 45a foi linear na faixa de 0,07 a 3,3 μmol L-1 

com equação de regressão linear Jpa = 0,024 + 0,308 [EE2] e r2 = 0,998. Outra região linear 

também foi observada, na faixa de 3,3 a 11,3 μmol L-1 com equação Jpa = 0,543 + 0,147 [EE2], 

r2 = 0,998. Os voltamogramas da Figura 45 são referentes as concentrações de EE2 das regiões 

lineares.  

 Portanto, fica evidente que o aumento da concentração de EE2 e o número de medidas 

realizadas provoca a degradação parcial do eletrodo, em que algumas ION são erodidas durante 
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as varreduras de potencial sucessivas e a área eletroativa do eletrodo é diminuída, caindo a 

inclinação da reta e significando assim a diminuição da sensibilidade do eletrodo nessas 

condições. A Figura 45b mostra os resultados de VPD para maiores concentrações de EE2, 

destinados a observar a região de saturação, um novo eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10 foi 

usado na faixa de concentração de 10 a 46 μmol L-1, um intervalo linear de 10 a 30 μmol L-1 

com equação Jpa = -0,21 + 0,25 [EE2] e r2 = 0,997 é observado no gráfico inserido na Figura 

45b.  

 

Figura 45- (a) Voltamograma de pulso diferencial do EE2 nas concentrações 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 µmol L-1 e (b) nas 

concentrações de (xi) 10; (xii) 14; (xiii) 22; (xiv) 26; (xv) 30 µmol L-1 adquiridos com eletrodo 

de ITO(NiTsPc/ION)-10 usando tampão acetato de sódio pH 4,0 como eletrólito de suporte, 

velocidade de varredura de 30 mV s-1 e amplitude de pulso de 50 mV. 
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 Para concentrações de EE2 superiores a 30 μmol L-1, a densidade de corrente de pico 

aumenta de forma não linear, atingindo um valor constante, o que sugere a saturação do 

processo de adsorção de EE2 na superfície do eletrodo20,155, embora seja realizado o 

condicionamento do eletrodo o sinal diminui após a concentração de 38 μmol L-1. Portanto, a 

linearidade é observada na faixa de concentração de 0,07 a 30 μmol L-1. 

O limite de detecção (LD) e o limite de quantificação (LQ) obtidos a partir das razões 

3Sb/b e 10Sb/b, respectivamente, em que Sb é o desvio padrão de 7 medidas do branco e b é a 

inclinação da curva analítica90 foram LD = 7,8x10-9 e LQ = 2,4x10-8 mol L-1. 

Tanto a faixa linear de trabalho quanto o LD obtidos com o eletrodo (NiTsPc/ION)-10 

são comparáveis àqueles exibidos por outros eletrodos relatados na Tabela 8. No entanto, vale 

a pena mencionar que a maioria dos eletrodos relatados são compostos por materiais mais caros 

e, em muitos casos, não mostram o mesmo desempenho para várias medidas que o eletrodo 

ITO(NiTsPc/ION)-10 apresenta. A Tabela 8 também relata o tempo de preparo dos eletrodos, 

quando disponíveis. 

 

Tabela 8- Comparação de limites de detecção e faixa linear de trabalho de diferentes eletrodos 

modificados para a quantificação de EE2. 

Eletrodo e tempo de preparo Técnica LD (mol L-1) Faixa linear (mol L-1) 

GCE/rGO/RuO2
79 VPD 2,0x10-9 5,5x10-8 a 1,2x10-6 

HRP-EE2-anti-E2/AgNPs/ SiO2/ 

GO/GCE159; uma noite 
Amp 2,2x10-10 3,4x10-10 a 1,7x10-7 

HMDE160 VPD 1,6x10-9 6,7x10-9 a 3,3x10-7 

MWCNTs/GCE/MPs/anti-EE2157 VOQ 3,4x10-14 1,2x10-13 a 2,4x10-10 

CPB/CPE155 LSV 3,0x10-8 5,0x10-8 a 2,0x10-5 

Chi/CNTs20; 0,65 h VOQ 9,0x10-8 5,0x10-8 a 2,0x10-5 

BDD161 VOQ 2,4x10-7 7,9x10-7 a 5,2x10-6 

PVP/Chi/rGO_Lac162 Amp 1,5x10-13 2,5x10-13 a 2,0x10-11 

GCE/SWCNT/C-dot/Lac80 VPD 4,0x10-9 5,0x10-8 a 7,0x10-6 

AgNP-SAE-CTAB163 SCV 1,03x10-7 6,4x10-7 a 7,8x10-6 

GCE/MWCNT/CoPc110; 2,2 h VOQ 2,2x10-6 2,5x10-6 a 9x10-5 

Pd/g-C3N4-CNTs/GCE164 VPD 5,00x10-7 2,0x10-6 a 1,5x10-4 

Au/Fe3O4@TA/MWNT/GCE165 VPD 3,3x10-9 1,0x10-8 a 1,2x10-4 

Este trabalho; 1 h VPD 7,8x10-9 7x10-8 a 3x10-5 



 

88 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.7.1 Estudos de interferência e aplicação analítica 

 

A interferência de alguns compostos orgânicos na oxidação do EE2 foi avaliada com o 

sinal analítico sendo observado na presença de três tipos de estrogênios 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 eletroquímicas foram adquiridas com o eletrodo 

de (NiTsPc/ION)-10 em soluções de EE2 e interferente na concentração fixa de 10 μmol L-1 

utilizando os parâmetros otimizados. Todos os compostos interferiram aumentando a densidade 

de corrente de pico de oxidação de EE2 cerca de 68% na presença de triclosan e 94% na 

presença de bisfenol A. Para os estrogênios avaliados o aumento do sinal foi de 113% na 

presença de estrona, 60% para estriol e 129% para estradiol, esses estrôgenios apresentam 

mesmo mecanismo e potencial de oxidação, portanto para a detecção especificamente de EE2 

é necessário uma etapa prévia de extração desse hormônio na amostra. Apesar dessa 

desvantagem, os eletrodos propostos poderiam ser usados para detectar a concentração 

estrogênica total, que é na verdade mais importante do que simplesmente detectar um único 

estrogênio.  

 

Figura 46- Estruturas químicas do triclosan e bisfenol A 

 

No entanto, o método não apresentou interferência para amostras de água de torneira e 

amostras coletadas na estação de tratamento do Lago Paranoá que sem pré-tratamento foram 

analisadas com a adição de 2 μmol L-1 e 10 μmol L-1 de EE2 para determinar a recuperação. Os 

resultados foram obtidos utilizando o método de adição de padrão. A Figura 47a apresenta os 

voltamogramas da amostra após a adição de diferentes concentrações de EE2 e a Figura 47b 

mostra a curva analítica. O valor da concentração é determinado pela extrapolação da curva 

analítica até o ponto de intersecção com o eixo das concentrações, calculado pela equação de 

regressão linear da curva (inserida na Figura 47b). Como mostra a Tabela 9 a recuperação foi 

entre 96,2% e 109,6% estando portanto, de acordo com a AOAC que estabelece uma 

recuperação entre 80% e 110% para a faixa de concentração avaliada neste trabalho113. Nas 

amostras sem adição de padrão não foi detectada a presença de EE2. 
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Outra aplicação possível para o método desenvolvido é em amostras de urina, na Figura 

47c é apresentado os voltamogramas de pulso diferencial adquiridos para EE2 (10 µmol L-1) 

em urina sintética e no eletrólito de suporte (tampão acetato de sódio, pH 4,0). Observa-se que, 

na urina sintética, o voltamograma é deslocado para cima devido à maior força iônica do meio, 

enquanto o Epa é ligeiramente deslocado para um potencial mais baixo e o Jpa é reduzido menos 

de 5%. Além disso, a oxidação da magnetita em maguemita ocorre com potencial mais baixo, 

mas com corrente muito mais alta, o que foi atribuído à formação de FePO4 solúvel.  

 

 

Figura 47- (a) Voltamograma de pulso diferencial da amostra coletada na estação de tratamento 

do Lago Paranoá com adição de EE2 nas concentrações de (1) 2 µmol L-1, (2) 2,4 µmol L-1, (3) 

3,6 µmol L-1 e (4) 4,8 µmol L-1, (b) Jpa versus concentração de EE2 adicionada. (c) 

Voltamograma de pulso diferencial para EE2 (10 µmol L-1) em tampão acetato de sódio pH 4,0 

como eletrólito de suporte e urina sintética, registrados com eletrodo de ITO(NiTsPc/ION)-10, 

velocidade de varredura de 30 mV s-1 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 recuperação de EE2 em amostras de água. 

Amostra 
EE2 (µmol L-1) 

Recuperação (%) 
Adicionado Encontrado ± DP* 

Água da torneira 
2 2,13±0,23 106,5 

10 10,96±0,91 109,6 

 

Água da estação de 

tratamento do Lago 

Paranoá 

2 1,92±0,22 96,2 

10 10,2±0,42 102 

*Desvio Padrão de 3 alíquotas diferentes. 

 

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

em comprimidos anticoncepcionais, porém esses fármacos geralmente tem a presença de outros 

hormônios com concentração bem maior que do EE2 que interferiram na medida, reforçando 

portanto a ideia de aplicação desse eletrodo para quantificação de estrogênios totais. 
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6. CONCLUSÕES  

 

A caracterização das nanopartículas de óxido de ferro (ION) através de microscopia 

eletrônica de transmissão, difração de raios-x e potencial zeta demonstrou que elas são uma 

mistura de maguemita e magnetita aproximadamente esféricas e carregadas positivamente, 

sendo possível assim o crescimento do filme por LbL com ftalocianina de níquel(II) 

tetrassulfonada (NiTsPc).  

A deposição 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 número de tetracamadas, permitindo assim um grande controle do processo 

de fabricação do eletrodo. A disposição também foi confirmada com espectroscopia Raman, 

ambas as técnicas demonstraram que a interação entre ION e NiTsPc é eletrostática e covalente 

formada por pontes Fe(III)-O-Ni(II). Além disso, a modificação ficou evidente com as imagens 

de microscopia eletrônica de varredura, espectros de raios X, dispersão de energia e 

microscopia de força atômica. 

Eletrodos de ITO modificados com ION e NiTsPc em separado apresentam desempenho 

muito inferior na oxidação do EE2, mostrando, portanto, a ocorrência de um efeito sinérgico 

entre ION e NiTsPc, a eficiência desse processo de oxidação é dependente da transferência de 

carga entre ION e NiTsPc, facilitada pelas pontes Fe(III)-O-Ni(II). O eletrodo apresentou 

melhor resposta voltamétrica nas medidas de EE2 após a realização de condicionamento entre 

as leituras, devido ao processo de oxidação desse analito formar produtos que adsorvem no 

eletrodo. Os parâmetros de VPD mais adequados e sensíveis para a quantificação de EE2 foram 

tampão acetato de sódio 0,1 mol L-1 como eletrólito de suporte, potencial inicial de varredura 

de -0,2 V velocidade de varredura de 30 mV s-1 e amplitude de pulso de 50 mV.  

O coeficiente de variação para 7 medidas consecutivas foi de 2,85%, apesar desse 

coeficiente aumentar para 11% quando utilizado eletrodos preparados em dias diferentes, o 

método não é comprometido devido as leituras serem realizadas com um mesmo eletrodo para 

cada alíquota e a quantificação ser feita com adição de padrão. Além disso, o método apresentou 

valores de faixa linear de trabalho e limite de detecção comparáveis a outros relatados 

anteriormente na literatura, porém, com valores acima da quantidade de EE2 geralmente 

encontrada na água. O método exibiu interferência de outros estrogênios, evidenciando que 

pode ser aplicado para quantificação de estrogênios. Apesar disso, as medidas não foram 

afetadas pela composição de matrizes como água de lago e urina sintética.



 
  

92 
 

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 detecção de EE2 ou otimização da metodologia para 

aplicação na quantificação de hormônios totais. As seguintes estratégias podem ser adotadas:  

 

 Adição de uma espécie estável como a ciclodextrina na arquitetura do filme de 

NiTsPc/ION escolhida, para melhorar a especificidade e sensibilidade para o EE2.  

 Realização de testes com outras técnicas eletroquímicas como a amperometria e a 

impedância para a detecção de EE2, otimizando os parâmetros experimentais e 

realizando a validação da metodologia com determinação dos parâmetros descritos em 

guias nacionais e internacionais.  

 Avaliação da performance do eletrodo na quantificação de hormônios totais, realizando 

curva analítica para uma mistura de diferentes hormônios.  

 Avaliar o efeito de matriz comparando curvas analíticas realizadas no eletrólito de 

suporte e na presença da amostra. 

 Aplicação do método na análise de amostras de água coletadas diferentes estações de 

tratamento do Distrito Federal.  

 Validação da metodologia também para análise de amostras de urina humana.
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9. ANEXOS 

9.1 Imagens 2D e 3D de microscopia de força atômica do filmes (NiTsPc/ION) com 

diferentes números de bicamadas
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