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RESUMO

Neste trabalho descreve-se o desenvolvimento uma metodologia eletroanalitica para a
determinagdo do hormoénio 17c-metiltestosterona em amostras ambientais, empregando o
eletrodo de gota pendente de mercirio (HMDE). Inicialmente, foram realizados estudos por
voltametria ciclica, quais mostraram que o 17a-metiltestosterona possui apenas um pico de
reducdo em -1,35 V vs Ag/AgCl, em meio de KCI (3,0 mol L‘l), com caracteristicas
irreversiveis e processo controlado pela adsorcdo das espécies na superficie do eletrodo.
Parametros como eletrdlito suporte, concentracdo hidrogenidnica do meio bem como, o0s
parametros da técnica de voltametria de onda quadrada (SWV) como freqiiéncia de aplicacdo
de pulsos de potencial (f), amplitude dos pulsos de potencial (a) e incremento de varredura
(AE,) foram avaliados e otimizados. Estabelecidas as melhores condi¢des, curvas de trabalho
por meio do método de adicdo padriao de 17a-metiltestosterona, foram obtidas e os limites de
deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) calculados foram de 3,07 pg L' e 10,78 ug L',
respectivamente.

A metodologia otimizada para o hormonio 17a-metiltestosterona foi aplicada em dguas
ultrapura e naturais para avaliar recuperacao e quantificar o analito nessas matrizes. As curvas
de recuperacdo obtidas pela técnica de adicdo de padrdo, possibilitaram determinar
quantidades adicionadas em amostras fortificadas. Os valores de recuperacdo de 17a-
metiltestosterona em agua ultrapura foram de 100,38 % e, em 4guas naturais de 108,79 % e
115, 0 %. Efeitos de interferéncia de matriz foram observados em amostras reais e, com a
diluicdo das amostras este efeito foi minimizado, permitindo boas recuperagdes ao nivel de
andlise de tracos. O analito foi quantificado em amostras de tanques de peixe em valores de
até 228,7 ug L' O estudo de repetibilidade apresentou coeficiente de variagio (CV) de 2,85
% e a reprodutibilidade o CV de 14,91 %, estes valores se mostraram adequados para andlises

de tragos

Palavras-Chave: 17a-metiltestosterona, voltametria de onda quadrada, eletrodo de gota

pendente de merctrio.



ABSTRACT

This work describes the development of an electroanalytical methodology for determining the
hormone 17a-methyltestosterone in environmental samples, using the electrode hanging
mercury drop (HMDE). Initially, studies were performed by cyclic voltammetry, which
showed that 17a-methyltestosterone, has only a reduction peak at -1.35 V vs. Ag/AgClL(in
KCI 3.0 mol L), with features irreversible process and controlled by adsorption of species on
the electrode surface. Parameters such as supporting electrolyte, hydrogen ion concentration
of the medium, as well as, the parameters of the technique of square wave voltammetry
(SWV) and frequency of application of potential pulses (f), amplitude of pulses of potential
(a) and scan increment (AEs) were evaluated. Established the best conditions, working curves
by the method of standard addition of 17a-methyltestosterone were obtained and the limits of
detection (LOD) and quantification (LOQ) values were 3.07 pug L-1 and 10.78 pg L,
respectively.

The optimized methodology for the 17a-methyltestosterone was applied in purified
water and natural to evaluate the presence of 17a-methyltestosterone in these matrices. The
recovery curves obtained by standard addition technique, it was possible to determine
amounts of 17a-methyltestosterone added in spiked samples. The recovering in purified water
were 100.38%, and natural waters from 108.79% to 115.0%. The effects of matrices
Interference were observed in natural water and with dilution of sample this effect was
eliminated, allowing good recoveries at the level of trace analysis. The compound was
quantified in samples of fish ponds in amounts up to 206.9 mg L. The study showed
repeatability coefficient of variation (CV) of 2.85% and reproducibility CV of 14.91%,

adequate in analysis of traces.

Keywords: 17a-methyltestosterone, square wave voltametry, hanging mercury drop

electrode.
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INTRODUCAO

Um amplo grupo de compostos organicos, incluindo os hormdnios, tem sido
considerado pelos seus efeitos como interferentes enddcrinos em animais, incluindo os seres
humanos, sejam estes compostos naturais ou sintéticos. Estudos t€m investigado os efeitos
dos hormdnios sobre a vida aquatica (REIS FILHO et al., 2006; RIVERA-ARCE et al, 2006;
BILA & DEZOTTI, 2007; LOPES et al., 2010).

Os hormdnios sdo moléculas produzidas pelo sistema enddcrino (glandulas e
hormonios), com fungdes bioldgicas especificas de comunicagdo, regulacdo e de manutencgio
do equilibrio do metabolismo (REIS FILHO et al. 2006). Os hormdnios esterdides naturais
sdo sintetizados a partir do colesterol nos tecidos enddcrinos e transportados pela corrente
sanguinea até o local de acdo. Entre os esterdides estdo incluidos os hormonios secretados
pelas glandulas supra-renais, e os hormonios sexuais produzidos pelos ovarios (estrégenos),
testiculos (andrégenos) e placenta (hormdnios da gravidez) ou progestégenos (NELSON &
COX, 2002; REIS FILHO et al. 2006). Entre os estrogénios naturais estdo a Estrona, 178-
Estradiol e Estriol (LOPES et al., 2010).

Todavia, o foco neste trabalho foi o composto 17a-metiltestosterona, um hormonio
masculino sintético derivado da progesterona (SILVA et al., 2002; GONZALO-
LUMBRELAS & IZQUIERDO-HORNILLOS, 2003; HOMKLIN et al., 2011), uma vez que
este hormonio é empregado em diversas atividades entre elas na reversdo sexual de peixes
como a tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus (BOMBARDELLI & HAYASHI, 2005;
BARRY et al, 2007; DIAS-KOBERSTEIN et al., 2007) e Truta, Salmo gairdner
(SCHMELZING & GALL, 1991).

A psicultura corresponde ao cultivo de diversas espécies de peixes em espagos
confinados. O grau de intervencdo nesta atividade é varidvel de acordo com a perspectiva de
produtividade. Nos sistemas de producdo intensiva, hd um alto grau de controle e uso de
insumos (OLIVEIRA, 2009).

No contexto atual, a psicultura apresenta alguns desafios, entre eles estdo a
disponibilidade de espaco fisico e de dgua e o posterior destino desse recurso apds seu uso
(OLIVEIRA, 2009). Os efluentes de psicultura sdo compostos, frequentemente de amonia,
s6lidos fecais, matéria organica dissolvida na dgua, racdo nido consumida, além disso, pode
lancar produtos quimicos empregados na desinfecc@o e hormdnios para induzir a reproducio e
inversdo sexual (BOYD & QUEIROZ, 1997).

Os residuos desse hormonio masculinizante podem acumular-se nos tanques de



psicultura e lentamente ser liberado para outros ecossistemas aquaticos, ou quando a agua
contendo residuos de 17a-metiltestosterona € escoada para a limpeza destes reservatorios.
(HOMKLIN et al., 2011). No meio ambiente este composto pode ser encontrado em nivel de
parte por milhdo (ppm). A atividade da psicultura ¢ uma das principais fontes de langcamento
efluentes contendo essa substancia (FALONE, 2007; OLIVEIRA, 2009). Assim, justifica-se a
necessidade de monitorar os corpos hidricos quanto a presenca de substancias hormonalmente
ativas, como o 17a-metiltestosterona.

Outro fator importante a ser considerado em relacdo ao estudo de hormodnios em
meio aquoso, ¢ a possibilidade de bioacumulacdo Os microrganismos planctonicos podem
acumular quantidades significativas de compostos presentes no meio aquoso e reté-los em
seus tecidos, afetando outros organismos que se alimentem destes (McFARLAND &
CLARK, 1989). Se o organismo que absorveu o hormonio apresentar uma baixa velocidade
excrecao desse composto, ou ndo metaboliza-lo, sua concentragdo final poderd ser superior a

que esteve exposto (BOYD & QUEIROZ, 1997).



2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi otimizar uma metodologia eletroanalitica para a
determinac¢do do hormonio 17a-metiltestosterona em dguas naturais empregando o eletrodo de

gota pendente de merctirio e a voltametria de onda quadrada.

Objetivos especificos

» Determinar a eletroatividade do hormonio 17a-metiltestosterona em diferentes meios
empregando o eletrodo de merctirio;

= Otimizar uma metodologia eletroanalitica para a quantificagdo do hormoénio 17a-
metiltestosterona em amostras de dguas naturais;

»= Avaliar a metodologia proposta por meio dos resultados obtidos nas curvas de
calibrag¢do, curvas de recuperacdo e também nos experimentos de repetibilidade e
reprodutibilidade;

* Analisar a influéncia de interferentes presentes nas amostras, na sensibilidade e na

seletividade da técnica.



3. REFERENCIAL TEORICO

A 4gua é considerada a mais abundante das substancias encontradas na crosta terrestre.
Calcula-se que cerca de 70% da superficie da Terra encontra-se coberta de dgua e, deste total,
97% sao aguas oceanicas, 2,47% agua doce, entretanto 1,7% desta fragdo se encontram nas
geleiras e calotas, restando 0,77% de 4gua doce presente em rios, lagos e subterranea.
(GRASSI, 2001; LIBANIO, 2005).

A deterioragdo da qualidade da 4gua no planeta ¢ um tema bastante discutido,
principalmente com o advento da industrializa¢do intensificada ap6s a Segunda Guerra
Mundial, quando se observou o aumento da urbanizacdo. Um grande desenvolvimento
tecnolégico que permitiu avancos nos processos de mineracdo, fabricacdo de produtos, na
agricultura, entre outros, teve como consequéncia a polui¢@o do ar, do solo e dos ecossistemas
aquaticos (GRASSI, 2001).

As fontes, ou substincias causadoras de poluicdo podem ser classificadas pela
legislacdo ambiental, de acordo com o grau de abrangéncia. As fontes pontuais abrangem as
descargas de efluentes industriais e estacdes de tratamento de esgoto e, sdo consideradas de
facil identificacdo, monitoramento e regulamentacdo. Enquanto as fontes difusas podem
abranger extensas dreas e serem de dificil identificacdo (incluem o escoamento superficial
urbano, descargas de dreas agricolas e deposi¢des de materiais secos ou timidos no solo)

(VON-SPERLING, 1996; GRASSI, 2001).

3.1. Os hormonios e seu impacto sobre os recursos hidricos

Uma classe de poluentes tem sido relevante ao abordar aspectos relacionados ao meio
ambiente e a qualidade da dgua. S@o os micropoluentes, considerados como poluentes
encontrados no meio ambiente em niveis da ordem de ug L'e ng L. Entre esses compostos
pode-se identificar os firmacos, desreguladores ou disruptores endécrinos (EDCs) e poluentes
organicos persistentes (POP), os quais podem produzir efeitos adversos aos organismos
expostos, mesmo em concentragdes muito baixas (REIS FILHO et al. 2006; BILA &
DEZZOTI, 2007; LOPES et al.,2010).

Os EDC:s sdo classificados como substincias poluentes ambientais que interferem nas
fungdes do sistema enddcrino capazes de mimetizar ou interromper a acdo de hormonios no

organismo de diversos animais (pdssaros, mamiferos marinhos, peixes, répteis). O estudo

destes compostos pode fornecer ferramentas para monitorar impactos causados sobre os



ecossistemas aqudaticos (REIS FILHO et al. 2006; BILA & DEZZOTI, 2007; TOLGYESI et
al., 2010).

Os esterdides naturais sdo hormodnios biossintetizados a partir do colesterol nas
glandulas supra-renais, ovérios e testiculos e, em seguida modificados por uma série de
reacdes quimicas, até estarem prontos para sua acdo no organismo. Esses hormonios podem
ser classificados em trés grupos principais: hormdnios sexuais femininos, ou estrogenos;
hormdnios sexuais masculinos, ou andrégenos e, hormoénios da gravidez, ou progestégenos
(ZANINI, 1994; NELSON & COX, 2002; REIS FILHO et al. 2006). Os esterdides anab6licos
incluem a testosterona e seus derivados (SILVA et al., 2002).

As substancias hormonalmente ativas quando langadas em corpos hidricos, mesmo em
baixas concentracdes, podem causar sérios danos sobre o ecossistema aqudtico e, até mesmo
aos seres humanos ao consumirem a dgua destes ambientes (REIS FILHO et al., 2006). Bila e
Dezzoti (2003) em um trabalho de revisio abordam os compostos considerados
desreguladores enddcrinos, entre eles os hormonios estrogénicos naturais (estrona, 178B-
estradiol) e sintético (17a-etinilestradiol) encontrados em &4guas superficiais em diversos
paises. Esses autores citam que em esgoto doméstico, os compostos 17B-estradiol e estrona
foram encontrados em concentracdes de 0,021 e 0,04 g L™, respectivamente.

Ternes et al. (1999) realizaram um estudo de estrogénios naturais e do contraceptivo
sintético, 17a-etinilestradiol, na estagdo de tratamento de esgoto (ETE da Penha/RJ). O nivel
de remocdo de estrona observado para o efluente tratado com filtro biolégico foi de 67%,
enquanto que o efluente tratado pelo processo de lodos ativados foi 83%. Para o 173-estradiol,
estas taxas foram de 92 e 999% para os sistemas de tratamento considerados,
respectivamente. Para o estrogénio contraceptivo 17a-etinilestradiol, as taxas de remog¢do na
ETE foram de 64 e 78%.

Os hormonios produzidos e as doses de hormonios sintéticos ministradas as pessoas
sdo parcialmente metabolizados, sendo uma parte desses compostos lancados no ambiente. A
dindmica da distribuicdo dos hormdnios nos diversos ambientes envolve processos ligados as
caracteristicas fisicas e quimicas e as propriedades do ambiente receptor. Algumas das
varidveis que influenciam no processo s@o: temperatura, turbidez, pH, oxigénio dissolvido,
entre outras (REIS FILHO et al. 2006).

O esquema na Figura 1 mostra os possiveis caminhos pelos quais os hormdnios e os
compostos derivados podem seguir para os corpos de dgua. Embora grande parte dos
estrogenos seja metabolizada e excretada na forma inativa, através da acdo de enzimas

produzidas por bactérias presentes nas dreas de despejo de efluentes atuam os



biotransformando em compostos biologicamente ativos e passiveis de desencadearem efeitos

negativos (REIS FILHO et al. 2006).

Gonadas
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Corpos Hidricos e Sedimentos Agua Subterrinea

Figural. Representacdo esquematica da principal via de entrada de disruptores enddcrinos

hormonais em sistemas aqudticos. Adaptado de REIS FILHO et al. 2006.

3.2. O hormonio 17 a-metiltestosterona

O hormdnio 17a-metiltestosterona ¢ um derivado sintético da testosterona e pertence

ao grupo de hormdnios esteréides anabdlicos androgénicos que inclui a testosterona e seus

derivados (SILVA et al., 2002; GONZALO-LUMBRELAS & IZQUIERDO-HORNILLOS,



2003; HOMKLIN et al., 2011).
A férmula molecular do composto 17a-metiltestosterona é CyoHz0O,. A figura 2

mostra a estrutura quimica da molécula.

Figura 2. Estrutura quimica da molécula da molécula do hormdnio 17a-metiltestosterona.

Na Tabela 1 encontram-se algumas propriedades deste composto, o qual é um sélido

pulverizado de cor branca.

Tabela 1. Propriedades fisicas do hormdnio 17a-metiltestosterona.

Propriedades Fisicas Caracteristicas
Aparéncia O hormdnio 17a-metiltestosterona é um sélido branco
Nomenclatura (IUPAC) 178-hidroxi-17a-metilandrost-4-en-3-ona
Massa Molecular 302,45 g mol™
Solubilidade em Agua Praticamente Insoldvel
Solubilidade em Solventes Alcool etilico, éter e outros solventes organicos
Ponto de fusdo 161-166 °C

O hormoénio 17a-metiltestosterona pertence a um grupo de compostos chamados
anabolicos-androgénicos, originalmente designados para uso médico, para estimular o inicio
da puberdade, e no tratamento de pacientes com baixa atividade androgénica e infertilidade,
ou em casos de perda gradativa de massa e for¢ca muscular, bem como para tratar certos tipos
de céncer, tais como, carcinomas de mama em mulheres (RIVERA-ARCE, 2006; FALONE,
2007).

Entretanto, estes compostos estdo se tornando drogas pelo uso alarmante entre jovens
que desejam um melhorar seu desempenho esportivo e a imagem corporal (JOHNSON, 1990)
Nos esportes, € usado para promover o aumento de forga fisica e, juntamente com narcéticos e
outras substancias estimulantes compdem as substincias proibidas (doping), combatido pelos
comités esportivos oficiais (SILVA et al., 2002; DE-ROSE et al., 2004).

Dentre os hormonios esterdides sintéticos uma das aplicagdbes do 17a-



metiltestosterona € aplicado na aquicultura para a reversdo sexual em camardes, como o
gigante da Maldsia, Macrobrachium rosenbergii (BAGHEL, et al., 2004), e em peixes de
corte como a tildpia do Nilo, Oreochromis niloticus, ( BOMBARDELLI & HAY ASHI, 2005;
DIAS-KOBERSTEIN, 2007; ZANARDI, et al., 2011; HOMKLIN et al., 2011; ), Truta,
Salmo gairdneri, (SCHMELZING & GALL, 1991); peixes ornamentais, como o peixe
paulistinha, Danio rerio (ANDERSEN, 2006) e o beta, Betta splendens (KIM, 2007).

A determinacdo genotipica do sexo em peixes € definida no momento da formagdo do
embrido, mas a diferenciacdo fenotipica ocorre em etapas posteriores (PANDIAN et al.,
1994). As gbdnadas primordiais possuem cardter bipotencial e os fatores ambientais podem
afetar o destino de células somadticas e germinativas, incluindo a acdo de fatores genéticos,
ambientais (temperatura, por exemplo), comportamentais e fatores fisioldgicos. Os esterdides
sexuais exdgenos administrados na fase de determinacdo do sexo podem influenciar o curso
da diferenciac@o sexual em peixes, sugerindo que eles desempenham um papel fundamental
na determinacdo gonadal, bem como as diferenciacdes subsequentes (DEVLIN &
NAGAHAMA, 2002; ANDERSEN et al, 2003).

A labilidade dos sistemas de determinagdo do sexo em peixes faz com que algumas
espécies sensiveis aos poluentes ambientais capazes de mimetizar, ou interromper as agoes de
hormdnios sexuais. Tais observagdes fornecem informacdo importante sobre os impactos
potenciais dos desreguladores enddcrinos, e pode fornecer ferramentas de monitoramento
uteis para impactos sobre os ambientes aquaticos (DEVLIN & NAGAHAMA, 2002).

Andersen et al. (2006), medindo os niveis da proteina vitelogenina (VTG), como
biomarcador, demonstraram que a exposi¢do a curto prazo de machos de peixe paulistinha,
Danio rerio, a baixas concentra¢des de androgénio sintético 17a-metiltestosterona pode afetar
componentes do sistema enddcrino reprodutivo desses animais, isto pode causar danos sobre a
fisiologia reprodutiva em peixes, por exemplo, a espermatog€nese (origem as células
germinativas) e interferir no comportamento reprodutivo dessa espécie.

As metodologias empregadas nos processos de reversdo sexual em peixes com o
hormonio 17a-metiltestosterona, sdo por meio de adicdo do hormdnio na rag¢do, no caso de
tildpias, podendo produzir até 98% de machos, ou utilizando-se racdo suplementada com 60
mg kg do horménio por um periodo de 30 dias, desde o inicio da alimentacdo das larvas.
Outra maneira é por meio de banhos de imersdo de larvas, em solu¢do contendo 170-
metiltestosterona, resultando em populacdes com até 83 % de machos (ZANARDI et al.,
2011). O uso dessa técnica permite aos aquicultores obter em seus tanques, preferencialmente

peixes do sexo masculino, com isto haverd o aumento da producdo e de rentabilidade



(BOMBARDELLI & HAYASHI, 2005; MARWAH et al., 2005; BARRY et al., 2007).

Entretanto, Os residuos de 170-metiltestosterona na racdo suplementada podem
acumular-se nos tanques e sendo liberados lentamente para os corpos receptores de dgua, ou
quando os tanques sdo limpos. Portanto o uso indiscriminado de hormodnios pode levar a
contaminagdo de rios, lagos e mananciais, liberando residuos e metab6litos no meio ambiente
(HOMKLIN et al., 2011).

Em relacdo aos processos de degradacdo do hormoénio, MARWAH et al., (2005)
observaram, em pH neutro uma taxa de recuperacdo de 98 % de 17a-metiltestosterona
presente em racdo de peixes. Em pH dacido, o produto de degradacdo presente em maior
quantidade foi o 17-dehidro-testosterona. No pH bdsico, foi um composto muito polar
oxigenado, muito possivelmente o 7-ceto-testosterona.

Algumas referéncias de trabalhos abordam os hormdnios em diferentes matrizes
determinados com técnicas de cromatografia (gasosa, liquida e liquida de alta eficiéncia), em
matrizes tais como, sedimentos (PETROVIC et al., 2003; URBATZKA et al., 2007), dguas de
abastecimento (TERNES et al., 1999; PETROVIC et al., 2003; LOPES et al., 2010), dgua de
rios (PETROVIC et al., 2003; TOLGYESI et al., 2010; URBATZKA et al., 2007), tanques de
psicultura (FALONE, 2007), medicamentos e alimentos veterindrios (MARWAH et al., 2005;
LE BIZEC et al., 2009). A Tabela 2 mostra alguns exemplos desses hormdnios quantificados

em diferentes matrizes por meio de técnicas cromatogréficas.



Tabela 2: Valores encontrados na literatura para hormodnios estrogénios analisados com

técnicas cromatogréaficas.

Composto Matriz Concentracdo Referéncia
17a- Rio Dantbio (Budapeste) <0,30 ng L' TOLGYESI
metiltestosterona <0,20 ng L! et al, 2010.
Progesterona Rio Dantbio (Budapeste) <0,37 ng L' TOLGYESI

<0,16 ng L' et al, 2010.
17B-Estradiol Agua tratada, 6,8 ng L LOPES et al,
Jaboticabal -SP 2010.
17B-Estradiol Agua de manancial, 30,6 ng L LOPES et al,
Jaboticabal-SP 2010.
Estrégenos Agua de Abastecimento <0,1-2,1 ngL"! PETROVIC
naturais e (Alemanha) et al, 2003.
sintéticos
Estrogenos Agua de Abastecimento <1-10 ng L PETROVIC
sintéticos/ (Reino Unido) et al, 2003.
progestégenos
Estrégenos e Agua de rios (Espanha) 0,2-71,1 ng L' PETROVIC
progestogenos et al, 2003.
Esterdides e Agua de rios (Estados 5-2000 ng L' PETROVIC
Hormonios Unidos) et al, 2003.
Estrégenos Lodo Ativado e digerido 19-64 ng L PETROVIC
(Alemanha) et al, 2003.
Estrégenos Truta arco-iris (Suécia) <0,1-2,5 pg/g PETROVIC
naturais e et al, 2003.
sintéticos
Sedimentos de tanques de  Entrada/ Saida (ug L™) FALONE,
17a- psicultura (Jan/ 2006) — 203,5/ 168,0 2007.
metiltestosterona Socorro-SP 218,5/273,0
313,0/237,5
Sedimentos de tanques de  Entrada/ Saida (ug L™") FALONE,
psicultura (Abril/ 2006 - 172,0/215,5 2007.
Socorro-SP) 101,5/ 153,0
293,0/216,0
Agua de tanques de Abaixo do LD FALONE,
psicultura - Socorro-SP (11,7 ug LY 2007

Conforme o descrito, as metodologias normalmente empregadas para a andlise de

hormonios e de seus residuos em matrizes naturais envolvem a quantificacdo dos analitos por
diferentes técnicas cromatograficas. (REIS FILHO et al. 2006; SANTOS et al., 2010; LOPES
et al.,, 2010; PIWOWARSKA et al, 2010). Contudo, estes sdo métodos que dependem de

longas etapas de preparacdo das amostras e a instrumentacdo geralmente é de custo elevado.

Por isso, ha um grande interesse em métodos sensiveis e de menor custo para a determinacgao

de hormodnios e moléculas correlatas (SANTOS et al., 2010).
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Dentro deste contexto, as técnicas eletroanaliticas, que compreendem um conjunto de
técnicas voltamétricas de andlise, estdo sendo cada vez mais utilizadas para a andlise de
diferentes compostos em matrizes complexas, por diversos grupos de pesquisas
‘HERNANDEZ-OLMOS et al., 2000). As vantagens inerentes a estas técnicas estdo
relacionadas com o baixo custo das andlises, bem como a possibilidade de se monitorar
compostos diretamente na propria matriz (RUPP & ZUMAN, 1992; SZCZEPANIAK et al.
1995; SOUZA & MACHADO, 2003). As técnicas voltamétricas de redissolucdo tém sido
bastante empregadas em amostras de interesse ambiental (SKOOG et al, 2006).

Dessa forma, € possivel avaliar os potenciais da voltametria em diferentes aplicagdes,
na determinacdo de compostos de interesse em matrizes complexas, bem como, em estudos
que visem a determinacdo dos mecanismos de reducdo ou oxidacdo eletroquimica de
compostos orginicos incluindo os hormdnios e moléculas correlatas (SANTOS et al., 2010).
Nestes casos, a rapidez da andlise, a sensibilidade e a seletividade das técnicas eletroanaliticas
sdo parametros importantes ¢ devem ser otimizados antes da aplicacdo da técnica proposta
(HERNANDEZ-OLMOS et al., 2000; OLIVEIRA & MACHADO, 2004).

Para o estudo de hormonios, resultados prévios indicam a possibilidade de reduzi-los
eletroquimicamente (WANG et al., 1985; SANTOS, et al., 2010). Assim, neste trabalho,
foram analisadas as condicdes para a observacdo dos picos de reducdo da molécula do
hormoénio 17a-metiltestosterona. Experimentos de voltametria ciclica e de onda quadrada
(SWV) foram executados em meio aquoso. Os pardmetros como a concentracao
hidrogenidnica do meio e os parametros da onda quadrada (freqiiéncia (f), amplitude de
aplicacdo de pulsos (a) e incremento de varredura de potencial (AEs) foram variados para se
obter um pico voltamétrico do composto 17a-metiltestosterona. Também foram avaliados o
tempo de pré-concentragdo do analito, parametros de repetibilidade, reprodutibilidade e

recuperacdo de 17a-metiltestosterona em amostras de dgua de rio e tanques de psicultura.

3.3. As técnicas eletroanaliticas

Entre as caracteristicas mais importantes das técnicas eletroanaliticas estd a relacdo
entre a concentracdo do analito com alguma das propriedades elétricas que pode ser, a
corrente, o potencial, a condutividade, a resisténcia ou a carga (SOUZA et. al., 2003).

A voltametria abrange um conjunto de técnicas eletroquimicas que fornecem
informagdes qualitativas e quantitativas de uma espécie quimica, a partir do registro de curvas

de corrente-potencial, obtidas a partir da eletrdlise da espécie no interior de uma cela
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eletroquimica, as quais sdo registradas a partir de curvas de corrente em funcio do potencial
aplicado entre dois eletrodos, realizando-se uma varredura a uma velocidade constante em
fun¢do do tempo. A curva resultante da corrente em funcdo do potencial é denominada
voltamograma (ALEIXO, 2003).

A corrente resultante do processo no eletrodo € denominada corrente de difusio,
representada por ig, obtida a partir da diferenca entre a corrente residual e a corrente limite. A
relacdo entre a corrente de difusdo (corrente faradaica gerada por uma reacdo da espécie
quimica sobre o eletrodo) e a concentracdo da espécie eletroativa em solucdo é dada pela

equagao de Ilkovic (1):

iy =607nD"*m¥3"oC (1)

Onde: i, = corrente de difusdo (nA); n = quantidade de matéria; m = velocidade da vazdo de

mercurio através do capilar de vidro (mg/s); t = tempo de gota (s) e C = concentragdo em

-1
mmol L .

Outros dois processos de transferéncia de massa entre a solu¢do e a superficie do
eletrodo também podem ocorrer, além da difusdo. O processo de migracdo de particulas
carregadas presentes na solucdo em func¢do do campo elétrico. O outro é a convecc¢io, um
processo mecanico, que ocorre devido a movimentacdo da solu¢do (usando-se um agitador
magnético e uma barra magnética, por exemplo). O processo de migracdo em um campo
elétrico € minimizado pela adi¢do de um eletrdlito inerte (eletrélito de suporte) a solugdo em
uma concentragdo pelo menos 100 vezes maior do que a substincia eletroativa. O processo de
convecgdo é minimizado mantendo-se a solu¢do em repouso, sem agitacdo. Assim, apenas o
processo de difusdo serd responsdvel pelo transporte de massa, e a corrente medida, (i;) pode

ser efetivamente expressa como corrente de difusdo (ALEIXO, 2003; AGOSTINHO et al.,
2004).

As células voltamétricas (Figura 3), empregadas na voltametria utilizam trés eletrodos,
sendo o de trabalho, o qual se polarizara, o eletrodo de referéncia que mantém o potencial
constante e o auxiliar, ou contra-eletrodo, podendo ser de platina, ouro, carbono vitreo, etc. O

eletrodo auxiliar assegura o sistema potenciostitico (ALEIXO, 2003).
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Eletrodo de trabalho Eletrodo de referéncia

Entrada de N, _ ) _-Eletrodo auxiliar

Figura 3. Representacdo esquemdtica de uma célula polarografica/ voltamétrica com trés

eletrodos.

Na montagem desta célula, os eletrodos sdo conectados a um amplificador
operacional. Quando a tensdo for variada entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo, o
amplificador atuard fazendo com que a resisténcia do eletrodo de referéncia aumente e a do
eletrodo auxiliar diminua (Figura 4). Assim a corrente passard entre o eletrodo de trabalho e o
auxiliar, evitando que ocorram distirbios (como eletrélise, por exemplo) no eletrodo de
referéncia. Com este recurso o eletrodo de referéncia realizard o seu papel sem interferéncias,

que é o de manter o seu potencial constante durante as medidas. (WANG, 2000).

E. Aplic.

Figura 4. Esquema da célula polarografica/ voltamétrica de trés eletrodos conectada a um

sistema potenciostatico.

3.3.1 O eletrodo de trabalho

A voltametria se desenvolveu a partir da polarografia (OSTERYOUNG & O’DEA,
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1982), na qual um eletrodo gotejante de mercirio (EGM) é empregado como eletrodo de
trabalho (SKOOG et al., 2006).

O eletrodo de trabalho amplamente empregado em voltametria ainda ¢é o eletrodo de
mercurio, o qual pode ser usado como gotejante ou estitico (SKOOG et al, 2006). No modo
estatico, a gota de mercurio permanece na ponta de um tubo capilar até que as medidas sejam
realizadas e o voltamograma registrado. O eletrodo de mercirio também pode ser usado na
forma de um filme depositado eletroquimicamente em superficie sélida, como platina e
carbono vitreo (ALEIXO, 2003). O eletrodo de mercirio é amplamente empregado na
voltametria, porque pode ser usado numa ampla regido de potenciais negativos, além disso,
muitos fons metdlicos s@o reduzidos reversivelmente formando amalgamas (ligas liquidas), na
superficie do eletrodo de mercirio. No modo gotejante do eletrodo de mercirio, uma nova
superficie € formada a cada nova gota, evitando problemas de envenenamentos superficiais
(SKOOG et al, 2006).

Sao diversas as formas de emprego de eletrodo de merctirio, podendo ser usado no
modo gotejante (DME, do inglés, droping mercury electrode), no modo gota estitica (SMDE
do inglés, static mercury droping electrode), ou como no modo de gota pendente (HMDE do
inglés, hanging mercury droping electrode).

Um eletrodo de merctrio (Figura 5) consiste em um tubo capilar muito fino conectado
a um reservatério de mercurio, o metal passa através de um capilar de vidro contendo um
arranjo controlado por um pistdo que permite a formagdo de gotas com didmetros de 0,5 a 1
mm, com 4reas superficiais bastante reprodutiveis. O tempo da gota é controlado por um
martelete mecanico que desprende-a, apds um tempo fixo de sua formacgdo (SKOOG et al.,

2006).
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Figura 5. Um eletrodo de gota pendente de mercirio (HMDE).

A voltametria se encontra dividida, em voltametria ciclica, voltametria de pulsos e a
voltametria linear.

A voltametria ciclica (VC) ¢ um método de varredura de potencial que permite estudar
os processos do eletrodo e, assim obter informagdes qualitativas sobre as reacdes
eletroquimicas, diagnéstico do mecanismo de reagdes na identificagdo de espécies e
intermedidrios e na andlise semi-quantitativa de velocidade de reacdes (WANG, 2000;
SKOOG et al., 2006). Porém, a VC ndo é normalmente usada na andlise quantitativa de
compostos, ja que ndo promove baixos limites de deteccio.

O potencial aplicado ao eletrodo na VC varia em funcio do tempo na forma triangular
(Figura 6 a), partindo do potencial Ei, até o pré-definido, Ev. Quando atinge o potencial Ev, a
direcdo da varredura se inverte e um caminho inverso € percorrido até atingir Ef. O sinal de
corrente em func¢do do potencial aplicado € registrado e da origem ao voltamograma, como
mostrado na Figura 6 b, um voltamograma ciclico caracteristico de um processo irreversivel,

mostrando os picos direto e reverso (WANG, 2000; SKOOG et al., 20006).
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Figura 6. a) Sinal de excitacdo em uma medida de voltametria ciclica b) Voltamograma

ciclico tipico de um processo redox reversivel (O + ne <> R).

3.3.2 As técnicas de pulso

As técnicas de pulso se baseiam na medida da corrente em funcdo do tempo de
aplicacdo de um pulso de potencial e, as correntes medidas correspondem tanto a largura de
pulso quanto ao degrau de potencial aplicado no eletrodo para promover o processo faradaico
(SKOOG et al, 20006).

A voltametria de pulsos pode ser dividida em: voltametria de pulso normal,
voltametria de pulso diferencial (DPV) e voltametria de onda quadrada (SWV).

Na voltametria de pulso normal as medidas de corrente sdo resultantes de uma
seqiiéncia de aplicacdo de pulsos em funcdo do tempo de duracdo constante e amplitude
crescente, sobreposta a um potencial de base constante, no qual ndo hd processos faradaicos.
Uma corrente residual é gerada pela presenca de oxigénio dissolvido ou outras impurezas
eletroativas. Durante a aplicagcdo do pulso a corrente capacitiva é praticamente nula. O
potencial aplicado sobre o eletrodo oxida e/ou reduz o analito gerando uma corrente
difusional. A aplicagdo de pulsos leva ao aumento de potencial do eletrodo, as correntes
geradas sdo coletadas na forma de uma onda sigmoidal, a qual é dependente da concentracdo
do analito em solu¢ao (SOUZA et al., 2003).

A voltametria de pulso diferencial possibilitou uma melhoria de sensibilidade em
relacdo a de pulso normal, porque a contribui¢cdo da corrente faradaica é maior do que a
capacitiva.

A figura 7 mostra a forma de aplicagdo de potencial, onde os pulsos de potencial
encontram-se sobrepostos em uma rampa de potencial em forma de degraus e a amostragem

de corrente € realizada no inicio antes da aplicacdo do pulso (S;) e no final de cada pulso (S,).
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A diferenga de correntes amostradas em (S) e (S,) € plotada em funcio do potencial aplicado.
No voltamograma resultante (Figura 8), a area de pico € diretamente proporcional a

concentragdo do analito (SKOOG et al., 1998).

o
=
=)

CL

Figura 7. Esquema representando a aplicacdo de potencial em funcdo do tempo em

polarografia de pulso diferencial. A corrente é amostrada em S, e S; e a diferenca entre elas é

registrada: I = Ig, — Is;.

Figura 8. Voltamograma de pulso diferencial.

3.3.3 Voltametria de onda quadrada (SWYV)

Entre as técnicas de pulso, a voltametria de onda quadrada (SWV do inglés, Square
Wave Voltametry) é considerada como uma das mais rapidas e sensiveis. Além disso, a SWV
¢ empregada em estudos sobre o comportamento redox do sistema e avaliagdo da cinética e
mecanismos do processo eletrédico (SOUZA et al., 2003).

O desenvolvimento da SWV iniciou-se a partir na década de 50, por meio dos estudos
de Baker (OSTERYOUNG & O’DEA, 1982). Na busca de uma forma de minimizar a

corrente capacitiva residual gerada nas andlises polarograficas. Assim, o eletrodo de trabalho
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era perturbado aplicando pulsos de potencial em forma de uma onda simétrica sobreposta a
uma rampa de potenciais de variagdo lenta, e a medida da corrente capacitiva era realizada
pouco antes da queda da gota, empregando um eletrodo gotejante de mercirio (DME do
inglés, droping mercury electrode). Desta forma desenvolvendo-se a polarografia de onda
quadrada. Mas foi a partir dos anos 80, com o desenvolvimento da tecnologia analdgica e
digital, que esta técnica alcancou sensibilidade semelhante e até superior a alcancada pela
técnica de pulso diferencial de modo bem mais rdpido (MIRCESKI et al., 2007).

Durante um periodo de quinze anos apds o desenvolvimento da polarografia por Baker
e colaboradores (OSTERYOUNG & O’DEA, 1982), esta técnica foi pouco utilizada, devido
as limitacoes que apresentava. Em 1969 Ramaley e Krause (RAMALEY & KRAUSE-Jr.;
1969 a; RAMALEY & KRAUSE-Jr., 1969 b), com base no trabalho de Baker, desenvolveram
a teoria para a voltametria de onda quadrada. Para eliminar os ruidos causados pelo capilar
foram utilizados eletrodos estaciondrios, além disso, o potencial em forma de rampa linear foi
substituido por uma rampa de potencial em forma de escada.

No entanto, havia ainda algumas limitagdes na técnica, uma vez que era realizada em
baixas velocidades de varredura. Em 1977, os pesquisadores Christie, Turner e Osteryoung
(CHRISTIE et al., 1977) realizaram um estudo e propuseram um modelo de SWYV, no qual a
medida de corrente é realizada ao final dos pulsos de potenciais possibilitando que varreduras
de corrente em fungdo do potencial a velocidades superiores a 100 mV s™'. Fazendo-se as
medidas de corrente no final do pulso de potencial permitiram minimizar a corrente capacitiva
(SOUSA et al., 2003).

As técnicas de pulso incluindo a SWV apresentam como vantagem a diminui¢ao e até
eliminacdo do efeito de interferéncia gerado pela corrente capacitiva. Nessa técnica, como a
corrente capacitiva é proporcional a e/*®, onde t é o tempo, R a resisténcia da solucio e C a
capacitincia da dupla camada, e a corrente faradaica é aproximadamente proporcional a t'2, a
queda da corrente capacitiva é mais acentuada que a corrente faradaica. Assim, as medidas de
corrente sdo realizadas apds a contribuicdo da corrente capacitiva ter se minimizado,
melhorando os resultados. A Figura 9 apresenta a varia¢do da corrente faradaica e capacitiva

em fungdo ao tempo e o ponto da medida de corrente € registrada (SOUSA et al., 2003).
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Figura 9. Variacio da corrente faradaica (If) e corrente capacitiva (Ic) com o tempo na SWV.

Na SWV atual as formas de onda consistem de uma onda quadrada simétrica
(amplitude, o) sobreposta a uma “escada de potenciais” (incremento de varredura AEs), sendo
que um periodo completo de onda quadrada ocorre para cada periodo (t) da “escada de
potenciais”. A largura do pulso, ou t/2, é denominada #p e a freqiiéncia de aplicacdo dos
pulsos, 1/t, é caracterizada por f (RAMALEY & KRAUSE-Jr., 1969 a ; RAMALEY &
KRAUSE-Jr., 1969 b).

A medida da corrente na SWV ¢ feita no inicio e ao final dos pulsos diretos (/) e
reversos (/) e o sinal registrado como é definido como corrente resultante (Al) em forma
diferencial com elevada sensibilidade rejeicao das correntes capacitivas. A corrente resultante
€ dada por Al = I, — I,. A medida apresenta um tempo inicial (t;), etapa em que o eletro é
polarizado a um potencial onde ndo ocorrem reagdes de oxidacdo ou reducdo. A Figura 10
apresenta os detalhes da forma de aplicacdo do potencial tipica da SWV (SOUZA et al,,
2003).
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Figura 10. Forma de aplicacdo do potencial na voltametria de onda quadrada.

O desenvolvimento dos estudos empregando a SWV por dois grupos de pesquisas, o
grupo de Janet Osteryoung, e o grupo de Milivoj Lovric, foi possivel utilizando espécies
eletroativas (reduzem ou oxidam) como modelo, aliadas aos recursos de programas
computacionais, capazes de fornecer informacdes sobre a reversibilidade, bem como o
nimero de elétrons envolvidos no processo redox. (SOUZA et al., 2003).

A Figura 11 apresenta os voltamogramas tedricos que podem ser obtidos em um

sistema reversivel (1) e um sistema irreversivel (2)
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Figura 11. Voltamogramas de onda quadrada esquematicos para um sistema reversivel (1) e

para um sistema irreversivel (2).

Atualmente na SWV o eletrodo utilizado é o de mercurio de gota pendente (HMDE,
do inglés, hanging mercury droping electrode). Neste modelo de eletrodo a gota é formada e
permanece de tamanho constante durante o tempo gasto para a medida experimental, deste
modo, ndo apresenta problemas de area superficial que ocorrem com o eletrodo gotejante de
mercurio (ALEIXO, 2003).

A principal vantagem das medidas voltamétricas € a possibilidade da medida ser feita
diretamente na amostra sem separacdes prévias. E mais, ainda é possivel a andlise de amostras
contendo particulas sélidas dispersas (RUPP & ZUMAN, 1992). Estas vantagens, aliadas ao
curto tempo na realizacdo das andlises, ao baixo custo da instrumentacdo em relacdo aos
métodos cromatograficos, espectroscopicos, espectrométricos, dentre outros, fez com que as
técnicas eletroanaliticas se tornassem cada vez mais promissoras, para a determinacdo de
diferentes compostos, em diversas matrizes de interesse. Dentre as vantagens das técnicas
eletroquimicas, pode-se citar, principalmente, a seletividade em relacdo a presenga de
interferentes, promovendo a andlise em matrizes complexas, tais como &4guas naturais
(SOUZA & MACHADO, 2003), solo (SZCZEPANIAK et al. 1995), alimentos
(HERNA'NDEZ et al., 1997; GALLI et al., 2006, GALLI, et al, 2011), fluidos biolégicos
(GHONEIM et al.,, 2006; GOYAL et al.,, 2009; GOYAL et al., 2010 a), formulacdes
farmacéuticas (WANG et al., 1985; ALGHAMDI et al., 2006; GHONEIM et al., 2006;
GOYAL et al., 2010 b; SANTOS et al., 2010).
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A sensibilidade atual das técnicas eletroanaliticas é comparada a de qualquer técnica
de deteccdo cromatogréfica e outras técnicas. Esta comparagdo é possivel gracas a evolugao
tecnoldgica, a qual possibilitou o desenvolvimento da instrumentacdo eletroanalitica,
contribuindo intensamente na melhoria da sensibilidade destes métodos (SOUZA et al.,
2003). Quando se utiliza técnicas de pulso e de redissolugdo, os limites de detec¢do sao
semelhantes aqueles obtidos por métodos cromatograficos (VAZ et al, 1996).

Os limites de deteccdo reportados para a SWV sdo da ordem de 107 a 10 mol L™
(SKOOG et al., 1998). Alguns trabalhos citam LDs até menores, utilizando a SWV, com
etapas de pré-concentracio. GHONEIM et al (2006), empregando o eletrodo de merctirio
(HMDE), determinaram o estrogénio etinilestradiol, usado como contraceptivo, em
formulagdes farmacéuticas, soro e plasma humano. Os LDs determinados por estes autores
foram 8,7><10_10 mol L'l; 3x10™ mol L' e 1x107® mol L'l, respectivamente. Santos et al.
(2010), utilizando o eletrodo de diamante dopado com boro, determinaram o hormdnio estriol
em urina de mulheres gravidas, com base no LD de 4,1x10™ Mol L. Goyal et al (2010 c¢)
determinaram os isOmeros testosterona e epitestosterona em urina humana, com LD de
2,8x10_9 e 4,1><10_9 Mol L'l, respectivamente, utilizando o eletrodo de nanotubos de carbono.

Em relacdo ao horménio 17a-metiltestosterona ndo ha um limite estabelecido pela
legislagdo. A portaria 518 de 25/03/2004 do Ministério da Saide (BRASIL, 2004) que define
os padrdes para dgua potdvel e a resolugdo 357 do CONAMA de 17/03/2005 que fornece
critérios para a classificacio das dguas e trata da qualidade desse recurso, mas nio estabelece
0s hormdnios como contaminantes que devem ter limites maximos permitidos. Como nao ha
limites médximos estabelecidos justifica-se a necessidade de monitoramento desse composto
em locais de psicultura.

Este trabalho serviu como parametro para avaliar a presenca do hormdnio 17a-
metiltestosterona em ambientes aquéaticos. Conforme descrito, diversos trabalhos abordam os
hormdnios. No entanto, poucas referéncias estdo relacionados com o hormdnio 17a-
metiltestosterona, e por meio de métodos voltamétricos, ndo foram encontrados estudos
relacionados com esse hormonio em matrizes ambientais.

Assim, visando otimizar uma metodologia de monitoramento com instrumentagao
mais simples de operar e, mais acessivel, tanto aos interessados na aplicacdo de hormdnios
quanto aos Orgdos de controle, as técnicas eletroanaliticas representam uma boa opcao,

justificando-se a execugdo deste trabalho.
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4. MATERIAIS E METODOS

Todos os reagentes utilizados para o desenvolvimento do método foram de grau
analitico (PA).

As vidrarias (béqueres e baldes volumétricos) foram previamente lavadas com
detergente neutro e dgua e, em seguida ficaram imersas em solu¢ao de HNOs 10 % v/v, sendo
em seguida enxaguadas com 4gua destilada e com 4gua ultrapura obtida com sistema de
purificacdo Mili-Q (Human UP-90).

Para corre¢do do pH nas solugdes utilizou-se um pH-metro digital Labmeter, modelo
pH2 — PHf — 3B. Na filtragem das amostras foi utilizada a bomba de vdcuo Prismatec, modelo
131B Prismatec.

As medidas voltamétricas foram executadas em um polarogrifo Methrom 757 VA
Computrace, acoplado por uma interface a um micromputador, operando com o software VA
Computrace para obtencdo, armazenamento e tratamento dos dados obtidos. Como eletrodo
de trabalho utilizou-se o eletrodo de gota pendente de mercirio HMDE, o eletrodo de
referéncia foi o de Ag/AgCl em KCI 3,0 mol L' como eletrodo auxiliar um fio de platina

(Figura 12).
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Figura 12. Cela voltamétrica do analisador polarografico 757 VA Computrace mostrando os

eletrodos de trabalho, auxiliar, de referéncia e o agitador.

O potencial de deposicdo aplicado para todas as etapas deste trabalho foi -0,8 V, e a
varredura de potencial foi de -1,0 a -1,7 V, ambos baseados na literatura (WANG et al.,
1985). A remocdo do oxigénio atmosférico dissolvido nas solugdes foi realizada pela

passagem de gas inerte (N,) isento de O, nas solugdes de medida. A limpeza do N, foi feita
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com uma solucdo redutora contendo vanddio em meio acido, na presenca de amdlgama de
zinco. Neste trabalho foi empregado antes de cada andlise uma etapa de purga de 4 min, e

mais 30 s a cada nova adi¢do de solucdo padrido de 17a-metiltestosterona.

4.1. Locais de amostragem

Coletaram-se amostras de dgua de rio e de tanques de criacdo de peixes para
comercializacdo e de tanques de pesque-pague, todos localizados na cidade de Guarapuava-

PR. A Tabela 3 mostra a localiza¢do dos pontos de coleta.

Tabela 3. Localizacdo dos pontos de coleta de amostras de dgua utilizadas na determinacao

de 170-metiltestosterona.

Amostra/ Local Localizacao*
Arroio Carro Quebrado - Vila Carli -25.382533,-51.487856
Tanques de criac@o de alevinos - Vale Jordao -25.468616,-51.41151
Tanque de pesque-pague 1 - Palmeirinha -25.212513,-51.541253
Tanque de pesque-pague 2 - Alto da XV -25.362816,-51.43153

*Fonte: GOOGLE EARTH

A Figura 13 apresenta o mapa do municipio de Guarapuava e os locais de coleta das

amostras de dgua.
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Figura 13. Mapa de Guarapuava-PR mostrando a ampliacio dos pontos de coleta. (1)
Tanques Palmeirinha, (2) Tanques de criacdo de peixe Alto da XV (Morro Alto), (3) Arroio
Carro Quebrado (Vila Carli) e (4) Tanques (Vale do Jordao).

O ponto (1) localiza-se no distrito de Palmeirinha com tanques de peixes na fase
adulta (sistema de pesque-pague). O ambiente (2) sdo tanques de propriedade particular sem
fins comerciais. O ambiente (3) refere-se a um riacho que percorre alguns bairros do
municipio de Guarapuava, passando préximo ao Campus CEDETEG onde coletaram-se as
amostras .

A figura 14 apresenta o ponto de coleta (4) com tanques de psiculutura de bagre

americano, com as matrizes (peixes na fase adulta para criacdo de alevinos para venda).
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Figura 14. Imagem aérea de tanques de psicultura (Vale do Jordao). Foto: AEROARTE

4.2. Solucao padriao de hormoénio 17 a-metiltestosterona

A solugdo padrio 9,985x10™ mol L' de horménio 17a-metiltestosterona foi preparada
diariamente, pesando-se 0,0151g do reagente (DEG Reagent Coporation, 99,0 %) em um
baldo volumétrico de 5 mL, dissolvendo-a em etanol 99,3 % v/v. As adi¢des de padrdo foram

feitas a partir de dilui¢cdes apropriadas da solucio padrao.
4.3. Solucao padrao do horménio progesterona

Uma solugdo padrdo de hormodnio progesterona também foi preparada para o estudo de
interferentes. Em um baldo volumétrico de 10 mL foi adicionado 0,0315 g de progesterona
(DEG Reagent Coporation, 98,8 %) e, dissolvido em etanol 99,3 % v/v, para a concentragio
final de 9,98x10” mol L™,

4.4. Estudo de pH e eletrélitos

Os eletrolitos foram avaliados em diferentes valores de pH. Uma aliquota de solug@o
padrao de 17a-metiltestosterona foi adicionada na cela em cada medida, para a concentragao
final de 1,0x10” mol L.

Os eletrélitos estudados foram o fosfato de s6dio monobasico (NaH,PQOy), sulfato de
s6dio (NapSOy), hidroxido de sédio (NaOH) e solucdo tampado Britton-Robinson (BR)
(BRITTON & ROBINSON, 1931). As solugdes foram preparadas nas concentracdes

conforme mostrado na Tabela 4. Para ajustar o pH das solucdes foi utilizada uma solugdo de
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fosfato de sédio monobdasico (NaH,PO,) 0,1 mol L. No preparo da solugio tampdo-BR
utilizou-se solucdes de perclorato de sédio 0,1 mol L', 4cido fosférico 0,04 mol L', 4cido

bérico 0,04 mol L™ e dcido acético 0,04 mol L' (GALLI et al., 2006) .

Tabela 4. Eletrolitos suporte, concentragdes e pH na otimiza¢do da determinagdo de 17a-

metiltestosterona.
L Concentracao .
Eletrélito (mol 1Y) pH avaliado
N aH2P04 0,1 5e9
NaQSO4 0,1 5e9
Tampao Britton-Robinson (BR) 0,1 9

4.5. Coleta de amostras

As amostras de dgua de rio e tanque de piscicultura foram coletadas utilizando-se
frascos de vidro de 250 mL previamente descontaminados por meio de uma solugcdo de HNO;
10 % v/v, e enxaguadas com dgua destilada e ultrapura. Antes de coletar as amostras os
frascos foram enxaguados com &dgua do local da coleta (rio ou tanque). Em seguida as
amostras foram levadas ao laboratério e armazenadas sob refrigeracdo. Antes da andlise as
amostras foram previamente filtradas (em filtro quantitativo e membrana 0,45 um, sob
vdcuo). Com as amostras previamente filtradas preparou-se a solucdo de NaOH 5,0x10™ mol

L em pH ajustado para 9,0 utilizando uma solugdo de NaH,PO,4 0,1 mol L™
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A molécula do hormdnio 170-metiltestosterona pode ser analisada diretamente por
voltametria, pois a mesma € eletroativa, ou seja, sofre oxi-reducdo na superficie do eletrodo
de merctirio com a aplicacdo de potencial. Por isso, ndo foi necessdrio utilizar um agente
complexante ou fazer derivatizacdo para realizar estudos empregando técnicas voltaméticas.
A Figura 15 apresenta a estrutura da molécula de 17a-metiltestosterona. A literatura sugere
que o mecanismo de redugdo no comportamento dos hormonios esterdides, derivados da
testosterona envolve a dupla ligagdo conjugada da carbonila (WANG et al., 1985).

As possibilidades avaliadas neste trabalho é que a reducdo do composto 17a-
metiltestosterona ocorra na carbonila no carbono 3, resultando na formacdo de um dalcool

secundario.

2] OH

Figura 15. (a) Estrutura quimica basica de hormonios esteréides (TOLGYESI et al.,2010) e

(b) Estrutura quimica do hormdnio 17a-metiltestosterona.

Os resultados obtidos com a aplicacdo da voltametria de onda quadrada no estudo da
reducdo eletroquimica do hormdnio 17a-metiltestosterona serdo descritos e discutidos na

sequéncia.

5.1. Voltametria ciclica

O estudo da reacdo de reducdo eletroquimica do hormdnio 17a-metiltestosterona com
uso do eletrodo de mercirio HMDE, foi iniciado com a aplicacdo da voltametria ciclica (VC).
Os experimentos caracterizaram-se pela variacdo da velocidade de varredura. Alguns critérios
da técnica de voltametria ciclica foram utilizados para adquirir informag¢des qualitativas no
estudo dos processos eletroquimicos envolvidos nas medidas do hormdnio 17a-

metiltestosterona. A exploracdo dos pardmetros obtidos permitiu avaliar o grau de
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reversibilidade da reacdo de redugdo deste hormonio.

Os experimentos de voltametria ciclica foram realizados adicionando-se uma
concentrago de 6,6x10™ mol L™ de 170-metiltestosterona na cela eletroquimica contendo 15
mL da solu¢do de NaOH 5,0x10” mol L em pH 9.

Os voltamogramas ciclicos obtidos para o hormdnio 17a-metiltestosterona em funcio

da velocidade de varredura podem ser observados na Figura 16.

I/ nA

08 -0 -12 -14 -16 -18
E/Vvs Ag/AgCl

Figura 16. Voltamogramas ciclicos completos obtidos na determinacéio do hormonio 17a-
metiltestosterona com uso da VC e HMDE. Condicdes: (Cyr = 6,62x10’8 mol L'l, em solugdo

de NaOH, pH = 9,0), potencial de varredura de (-0,9 a -1,7 V) Egep, (-0,8) € Taep (120 s).

Verifica-se que o 17a-metiltestosterona apresentou um tnico pico de reducdo com
caracteristicas de processo irreversivel, pois ndo ha presenca de pico reverso. Adicionalmente,
com o aumento da velocidade de varredura ocorreu um deslocamento dos potenciais de pico
para regides mais negativas, sendo este fato caracteristico de processos irreversiveis
(GOSSER-Jr, 1993).

A reversibilidade de um processo eletroquimico estd relacionada com as velocidades
direta e inversa. Para um processo, tal como A + ne < P, se a equagcdo de Nernst foi
obedecida sob condigdes experimentais, se caracteriza um processo reversivel. Em um
sistema irreversivel a reaclo direta ou inversa ocorre tdo lentamente que pode ser considerada
desprezivel (SKOOG et al, 2006).

A corrente de pico variou linearmente com a velocidade de varredura, no intervalo de
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25 a 300 mV s, como mostra a Figura 17. Este comportamento é um indicativo de que o
processo € controlado pela adsorcdo e ndo pela difusido das espécies a superficie do eletrodo

(SCHELLENBEG et al., 1984).

-18
16
141
12
104
8
6
4 Y=A+BX

5] B =0,0480
] R =0,9990
0

0 50 100 150 200 250 300

I /nA

SY

v/mVs

Figura 17. Dependéncia da Intensidade de corrente de pico com a velocidade de varredura

para o 170-metiltestosterona empregando VC e HMDE e Tgep = 120 s.

A relagdo da intensidade de corrente de pico com a raiz quadrada da velocidade de
varredura no intervalo de 25 a 300 mV s apresentou comportamento ndo-linear, como é
mostrado na Figura 18. indicando que a velocidade do processo é controlado pela adsorcdo

das espécies sobre a superficie eletrédica.
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Figura 18. Dependéncia da intensidade da corrente de pico em funcdo da raiz quadrada da

velocidade de varredura na determinagdo de 17a-metiltestosterona usando HMDE e , Tgep =

120 s.

O grifico de logaritmo da intensidade de corrente de pico em funcdo do logaritmo da
velocidade de varredura (Figura 19) apresentou comportamento linear com inclinacio de 0,69.
O valor encontrado estd entre os dois valores previstos pela literatura, qual prevé valor da
inclina¢do para préximo ou igual a 1,0, como sendo indicativo de sistemas controlados pela
adsorcao das espécies e uma inclinagdo de 0,5 para sistemas irreversiveis controlados pela
difusdo das espécies. Com base no valor do coeficiente angular 0,69 pode-se sugerir que o
processo envolvido é misto, difusional seguido de adsor¢do da espécie sobre a superficie do

eletrodo de mercirio (GOSSER-Jr, 1993).
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Figura 19. Relacdo entre o logaritmo da intensidade de corrente de pico e o logaritmo da

velocidade de varredura para medidas do 17a-metiltestosterona por VC e HMDE e Tgep = 120

S.

5.2. Avaliacao dos fatores que influenciam na determinaciao do horménio 17a-

metiltestosterona empregando Voltametria de Onda Quadrada (SWYV)

A técnica de voltametria de onda quadrada foi utilizada para os estudos de reducdo
eletroquimica do hormonio 17a-metiltestosterona e aplicada no desenvolvimento de uma
metodologia para quantificacdo deste composto em amostras de 4guas naturais e na andlise de
interferentes.

As medidas caracterizaram-se pelo estudo da variacdo da frequéncia de aplicacdo dos
pulsos de potencial, do incremento de varredura, da amplitude e do pH. Para a determinacao
analitica do analito de interesse, curvas de adicdo de padrdo foram construidas, o limite de
detecc@o do hormdnio foi calculado e experimentos de recuperacio foram realizados.

O voltamograma de onda quadrada (Figura 20) mostra o pico de reducdo caracteristico

do hormdnio 17a-metiltestosterona em meio de NaOH em pH 9,0.
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Figura 20. Voltamograma de onda quadrada obtido para o hormdnio 17a-metiltestosterona
com uso de HMDE. Condigdes: Cyr = 1,96x107 mol L, em solugiio de NaOH em pH 9,0,
potencial de varredura de (- 1,0 a -1,7 V) Egep (-0,8), a (50 mV), AEs (2 mV), Taep (120 s).

Com ajuste de linha base.
5.2.1 Estudo do tempo de deposicao (Tgaep)

Em procedimentos eletroquimicos que envolvem a redissolucdo, o analito &
depositado sobre um volume pequeno de mercirio, que € a superficie de uma gota, por
exemplo, enquanto a solu¢do ¢é agitada. Apdés um tempo pré-definido a agitacdo ¢é
interrompida e o analito depositado ¢ quantificado empregando métodos voltamétricos
(SKOOG et al., 2006).

O tempo de deposicdo do hormodnio 17a-metiltestosterona na superficie da gota de
mercurio foi estudado adicionando-se 4,65><10'8 mol L' de horménio na cela eletroquimica
contendo 15 mL de solu¢do de NaOH 5x10~ mol L' pH 9,0. Os pardmetros voltamétricos
empregados foram a frequéncia (140 Hz), incremento de varredura de potencial (2 mV),
amplitude de potencial (50 mV). O tempo de pré-concentracdo do analito foi variado de 30 a
230 segundos. A Figura 21 mostra a variagdo da intensidade de corrente em fungdo da

variagdo do tempo de pré-concentracdo.
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Figura 21. Variacdo da intensidade de corrente de pico em fungdo do tempo pré-concentracdo
do hormonio 17a-metiltestosterona empregando SWV com uso de HMDE. Condi¢des: Cyr =
4,65><1O'8 mol L’l, em solugcdo de NaOH, pH = 9,0, tempo de pré-concentracdo (30, 60, 90,
120, 150, 180, 200 e 230 s).

A intensidade da corrente de pico para o hormodnio 17a-metiltestosterona (Figura 10)
mostrou um aumento linear com o tempo de pré-concentracido até 120 segundos, ficando
constante em para tempos maiores, o que indica a saturacdo da gota de merctrio. Nesse
estudo, observou-se no intervalo estudado ndo ocorreu o desprendimento e queda da gota de
mercdrio com o aumento do tempo de deposicio. Com base nesse resultado, o tempo
escolhido para a pré-concentracdo do hormdnio 17a-metiltestosterona sobre o HMDE foi de

120 segundos.

5.2.2. Estudo do eletrélito suporte e variacio da concentra¢io hidrogenionica do

meio

O comportamento eletroquimico do hormdnio 17a-metiltestosterona empregando a
voltametria de onda quadrada foi analisado em diferentes eletrélitos suporte (fosfato de sédio
monobdsico (NaH,PO,) 0,1 mol L, sulfato de sédio (NaSO4) 0,1 mol L', hidréxido de
sodio (NaOH) 5,0x10° mol L' e solug¢do tampao Britton-Robinson (BR) 0,1 mol L'l). Nesse
estudo também foi avaliado a variacdo da concentrac@o hidrogenidnica do meio.

A Figura 22 mostra os voltamogramas obtidos para a andlise de 17a-metiltestosterona

em solucio Na,SO4 0,1 mol L', em pH 5 e 9, respectivamente. O potencial de pico para o
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17a-metiltestosterona em solucdo pH 5,0 foi -1,36 V e para a solugdo ajustada em pH 9,0 foi -

1,34 V.

450 -300
4004 Eletrélito (pH 5.0) Eletrdlito (pH = 9,0)
Metiltestosterona 22504 Metiltestosterona
-3501
-3004 -200-
< -2504 <«
-1504
£ 200] =10
=~ ~
-150- -100-
-100+ s
-504 M
O T T T T T v Y O T T T T T T T
09 -10 -1,1 -1,2 -1,3 -14 -15 -1,6 -17 -0,9 -1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -14 -1,5 -1,6 -1,7
E/V E/V

Figura 22. Voltamogramas de onda quadrada para a 17a-metiltestosterona (1,0x10” mol L™)
obtidos com voltametria de onda quadrada em solug@o de Na,SO4 (0,1 mol L’]), empHS5e9.
Pardmetros Voltamétricos utilizados: Egep = -0,8 V; E iniciat = -1,0; E fina = -1,6 V; a = 50 mV;

f=100 Hz; AE;=2 mV; Tgep =120 s. Com ajuste de linha base.

Para a solucdo de Na,SO, 0,1 mol L'em pH 5.0 (Figura 22), a intensidade decorrente
de pico obtida foi de -397,30 nA, sendo superior a apresentada em pH 9,0. No entanto,
observou-se uma sobreposicao de dois picos no pH 5,0 mostrando que provavelmente ocorreu
mais de um processo de oxidacdo na molécula de 17a-metiltestosterona.

A Figura 23 apresenta os voltamogramas obtidos para a andlise de 17a-

metiltestosterona em solugdio de NaH,PO,4 0,1 mol L™, em pH 5 e 9, respectivamente.
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Figura 23. Voltamogramas de onda quadrada para a 17a-metiltestosterona (1,0x10”7 mol L)
em diferentes condi¢des experimentais. Solugdo de NaH,PO, (0,1 mol L"), pH 5 e 9,0.
Pardmetros Voltamétricos utilizados: Egep = -0,8 V; E iniciat = -1,0; E fina = -1,6 V; a = 50 mV;

f=100 Hz; AE;=2 mV; Ty, = 120 s. Com ajuste de linha base.

O potencial de pico para o 170-metiltestosterona em solugio NaH,PO, 0,1 mol L' pH
5,0 foi -1,22 V e, em solucdo em pH 9,0 -1,36 V (Figura 12). Verificou-se que ao aumentar o
valor de pH, o potencial de pico para o 17a-metiltestosterona deslocou-se para valores mais
negativos, revelando que a transferéncia eletronica € dependente do pH do meio.

A Figura 24 mostra o voltamograma para 17a-metiltestosterona em solugdo de NaOH

5,010 mol L', como eletrélito em pH ajustado em 9,0.
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Figura 24. Voltamograma de onda quadrada para a 17o-metiltestosterona (1,0x10” mol L™)
obtidos com voltametria de onda quadrada, em solucio de NaOH 5,0x10° mol L, em pH 9.
Parametros Voltamétricos utilizados: Egep = -0,8 V; E iniciat = -1,0; E fina =-1,7 Va =50 mV; f

=100 Hz; AE;=2 mV; Tgep = 120 s. Com ajuste de linha base.

A reacdo de redug¢do do hormdnio 17a-metiltestosterona também foi avaliada em

solugdo tampdo Britton-Robinson (BR), 0,1 mol L™ em pH 9,0, como mostra a Figura 25.
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Eletrélito
Metiltestosterona

-300+

-250+
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0
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E/V

Figura 25. Voltamograma de onda quadrada para a 17a-metiltestosterona (1,0x10”7 mol L™
obtidos com voltametria de onda quadrada, em solucdo tampdo BR, em pH 9. Pardmetros
utilizados: Edep = —0,8 V; E inicial = —1,0; E final = —1,7 Va=50 mV;f: 100 HZ; AES =2 mV;

Tgep = 120 s. Com ajuste de linha base.
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A Figura 26 mostra os voltamogramas para a andlise de 17a-metiltestosterona nos
eletrélitos estudados em pH ajustado em 9,0, em solugdo de Na,SO4 (0,1 mol L), NaH,PO,
(0,1 mol L), NaOH (5,0x10”® mol L™)e solugdo Tampao-BR (0,1 mol L.

-600
] Na,SO,
-5004 |——NaH,PO,
] NaOH
B 400 i Tampﬁo—BR
é J
Z =300+
~ ]
-200+
-100+
-0,9 -1,0 -1,1 -1,2 -1,3 -14 -1,5 -1,6 -1,7 -1,8

E/V

Figura 26. Voltamograma de onda quadrada para a 17a-metiltestosterona (1,0x10”7 mol L™
obtidos com voltametria de onda quadrada em solucdes em pH ajustado 9,0: solug¢do de
N2,S040,1 mol L™ (__); NaH,PO,40,1 mol L™ ( __ ); NaOH 5,0x10~ mol L™ ( __); Solugéo
Tampdo BR ( __ ). Pardmetros utilizados: Egep = -0,8 V; E inicia = -1,0; E fipa =-1,7 V.a =50
mV; f=100 Hz; AE;=2 mV; Tgep, = 120 s. Com ajuste de linha base.

A avaliacdo dos voltamogramas do hormoénio 17a-metiltestosterona obtidos com a
voltametria de onda quadrada utilizando diferentes eletrdlitos e valores de pH, indica que a
melhor resposta, em termos de intensidade de corrente de pico, foi observada com o uso da
solu¢do de NaOH (5,0x10"3 mol L’l), em pH 9,0.

Para os demais eletrdlitos estudados, o pico de reducdo do hormonio apresentou
resposta bem definida, contudo, os valores de intensidade de corrente de pico foram
inferiores. Assim optou-se por utilizar como eletrélito a solugio NaOH (5,0x10~ mol L) em
pH 9,0, pois apresentou maior sensibilidade analitica. Com base nestes resultados, também
avaliou-se o melhor pH para a reducdo do hormdnio 17a-metiltestosterona em solugdo de
NaOH (5,010~ mol L™). Os valores de pH avaliados foram ajustados para 7,5 8,0, 8,5, 9,0,
10,0 e 11,0 utilizando-se solugdo de NaH,PO4 0,1 mol L' As Figuras 27 e 28 apresentam os
voltamogramas e intensidades de corrente de pico resultantes desta andlise. Pode ser
verificado que o pH 9 oferece maior sensibilidade analitica em relacdo aos demais pHs

estudados.
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E/V
Figura 27. Voltamograma de onda quadrada para a 17a-metiltestosterona (1,0x10”7 mol L™
obtidos com voltametria de onda quadrada em solu¢des de NaOH 5,0x10° mol L em pH 7.5,
8, 85,9, 10 e 11. Parametros utilizados: Eqep = -0,8 V; E iniciat = -1,05 Efina = -1,7 V.a = 50
mV; f =100 Hz; AE;=2 mV; Tgep = 120 s. Com ajuste de linha base.
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Figura 28. Relacdo entre os valores de pH e a intensidade de corrente de pico para as

solucdes de NaOH 5,0x10” mol L™, nos diferentes valores de 7,5 até 11.
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Um dos primeiros passos no desenvolvimento de uma metodologia é a otimizacgao dos
parametros envolvidos. Para a voltametria de onda quadrada, a avaliacdo de pardmetros como
a freqliéncia da onda quadrada, amplitude da onda quadrada e incremento de varredura podem
melhorar a resposta eletroanalitica. Desta forma, estes parametros foram avaliados.

t

5.2.3 Efeito da frequéncia (f) nos voltamogramas do hormonio 17¢-

metiltestosterona obtidos com SWV

A freqiiéncia de onda quadrada é um dos importantes parametros avaliados na
voltametria de onda quadrada, pois influencia a intensidade dos sinais e conseqiientemente a
sensibilidade do método. Adicionalmente, a variacdo da freqiiéncia de aplicacio de potencial
fornece informacdes importantes a respeito do grau de reversibilidade, do nimero de elétrons
envolvidos (no caso de sistemas reversiveis) e do valor de an (nimero de elétrons envolvidos)
para sistemas irreversiveis. A andlise dessas informacdes fornece dados importantes para a
elucida¢do do mecanismo da reacdo em estudo (SOUZA et al., 2003).

A Figura 29 mostra os voltamogramas obtidos com voltametria de onda quadrada
obtidos para o hormdnio 17a-metiltestosterona em fun¢do da variagdo da freqiiéncia.
Observou-se que com o aumento no valor da freqiiéncia ocorreu um aumento proporcional na
intensidade de corrente de pico e também houve deslocamento do potencial de pico para
regides mais negativas. No entanto, devido a limita¢cdes no equipamento, nao foi possivel
promover um maior aumento dos valores da freqii€ncia. Assim a freqiiéncia escolhida foi 140
Hz, onde se obtém um voltamograma bem definido e com maior intensidade de corrente de

pico.
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Figura 29. Influéncia da variacdo da freqiiéncia da onda quadrada nos voltamogramas do
horménio 17a-metiltestosterona obtidos com voltametria de onda quadrada HMDE (1,0x10”
mol L'l, NaOH 5,0><10'3 mol L pH =90, a = 50 mV AEs = 2 mV. Freqiiéncias: (a) 30, (b)
50, (c) 70, (d) 90, (e) 100 e (f) 140 Hz. Com ajuste de linha base.

Analisando-se a relacdo da corrente de pico com a frequéncia (Figura 30), observou-se
uma relacdo linear desses parametros (com coeficiente de correlacdo de 0,9952), obedecendo
a relacdo y = a + bx; onde “b” é o coeficiente angular da reta. Esta caracteristica esta
relacionada a processos irreversiveis controlados pela adsorcio da espécie sobre a superficie
do eletrodo, confirmando o que foi observado no estudo do processo redox para o 17a-

metiltestosterona utilizando a voltametria ciclica.
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Figura 30. Dependéncia da corrente de pico para o 17a-metiltestosterona, em funcdo da

frequéncia.

Tande os valores da intensidade da corrente de pico em fungdo da raiz quadrada da

frequéncia (Figura 31), observou-se que a relagdo nio € linear.
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Figura 31. Dependéncia da corrente de pico para o 17a-metiltestosterona, em funcio da raiz

quadrada da frequéncia.

Com base no observado e segundo a teoria proposta por Osteryoung e O'dea
(OSTERYOUNG & O’DEA, 1982) para sistemas totalmente irreversiveis com processo
controlado pela adsorcdo das espécies, a intensidade de corrente varia linearmente com a

freqliéncia de aplicacdo dos pulsos. Se a variacdo da corrente de pico € linear em relacdo a
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raiz quadrada da frequéncia, é caracteristico de um processo controlado pela difusdo das
espécies, e no caso em que nenhuma das relacdes € linear, o processo € considerado como

quase-reversivel (SOUZA et al., 2003).

5.2.4. Efeito da amplitude de onda quadrada (a)

Nos sistemas redox totalmente irreversiveis, a sensibilidade analitica na voltametria de
onda quadrada sofre grande influéncia com a variacdo da amplitude da onda, isto porque a
largura de meia onda se mantém constante para amplitudes maiores que 20 mV (SOUZA,
2003). Por isso a amplitude do pulso € um dos pardmetros avaliados em métodos que utilizam
a voltametria de onda quadrada.

Na Figura 32 sdo apresentados os voltamogramas obtidos para o 17a-metiltestosterona
em funcdo da variacdo da amplitude de pulso de potencial na voltametria de onda quadrada.
Observou-se que para valores de amplitudes acima de 50 mV ocorreu deslocamento do

potencial de pico para valores menos negativos.
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E/V vs Ag/AgCl
Figura 32. Influéncia da variagdo da amplitude de pulso de potencial com voltametria de
onda quadrada nos voltamogramas do horménio 17a-metiltestosterona (1,0x107 mol L,
NaOH 5,0x10~ mol L' pH = 9,0, f= 100 Hz, AEs = 2 mV). Amplitudes: 10 (—), 15 (—), 20
(—), 25 (—),30 (—), 35 (—), 50 (—), 65 (—), 85 (—), mV. Com linha de base ajustada.

Para valores de amplitudes menores que 50 mV, o aumento da intensidade de corrente
foi linear (Figura 33). Adicionalmente, amplitudes maiores parecem nao atuar de modo

significativo na sensibilidade para propdsitos analiticos nos voltamogramas na figura 32
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também se observa um deslocamento do potencial em frequéncias maiores. Este
comportamento estd de acordo com teoria de voltametria de onda quadrada, aplicada a
sistemas totalmente irreversiveis, porque a largura de meia-onda se mantém constante para
amplitudes superiores a 20 mV (SOUZA, 2003). Em funcio disto optou-se em trabalhar com
amplitude da onda quadrada de 50 mV.
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-300+ =
-250+

-200+
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50 R =0,9985
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Figura 33. Dependéncia da corrente de pico para o 17a-metiltestosterona em fungdo da

variagdo de amplitude de pulso de potencial, nas medidas por SWV.
5.2.5. Efeito do incremento de varredura de potencial (4Es)

A velocidade efetiva na voltametria de onda quadrada é o resultado do produto da
freqiiéncia pelo incremento de varredura. Deste modo, um incremento de varredura maior
pode aumentar o sinal obtido e assim melhorar a sensibilidade do método (SOUZA et al.,
2004).

Os voltamogramas de onda quadrada obtidos em funcdo da variagdo do incremento de

varredura estao apresentados na Figura 34.
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Figura 34. Influéncia da varia¢do do incremento de varredura de potencial da onda quadrada
nos voltamogramas do horménio 17a-metiltestosterona obtido com SWV e HMDE (1,0x10”
mol L), NaOH 5,0x10~ mol L' pH = 9,0, f= 100 Hz). Incremento: 2 (—), 4 (—), 6 (—), 8
(—), 10 (—), mV. Com ajuste de linha de base.

Observou-se que com o aumento do incremento de varredura ocorreu um aumento na
intensidade de corrente de pico (Figura 35). No entanto, com incrementos maiores podem
ocorrer alargamentos nos picos obtidos e assim, a resolucdo do voltamograma pode ser
comprometida. Adicionalmente, o software do equipamento 757 VA Computrace nao aceita
incrementos acima de 2 mV para freqiiéncia igual ou superior a 140 Hz, e de acordo com o
estudo do planejamento fatorial (item 5.2.6), verificou-se que a frequéncia e a amplitude s@o
os fatores que mais influenciam a resposta do 17a-metiltestosterona. Desta forma, optou-se

por trabalhar em freqiiéncia maior e incremento de 2mV.

45



400
3751
-350
3251
-300
2751
2501
_225_. | |
2200

I /nA

2 4 6 8 10
AEg/ mV

Figura 35. Dependéncia da intensidade de corrente de pico para o 17a-metiltestosterona em

fungdo da variagdo de incremento de varredura.
5.2.6. Planejamento fatorial

Para complementar o estudo univariado e comprovar quais parametros da SWV mais
influenciam simultaneamente no processo de reducdo do hormodnio 17a-metiltestosterona e
determinacdo voltamétrica, foi realizado um experimento seguindo um planejamento fatorial
2*. No planejamento foram realizados dezoito ensaios, com dois pontos centrais, de acordo
com os parametros propostos na Tabela 5. Na cela eletrolitica contendo 15 mL do eletrélito
NaOH 5,0x10™ mol L™ (pH 9), adicionou-se uma concentracio de 1,0x107" mol L™ de 170-

metiltestosterona.

Tabela 5. Fatores, niveis e coeficientes de contraste para o planejamento fatorial 2.

Fatores (+) Superior (0) Central (-) Inferior
1. t geposicio (S) 120 90 60
2. Freqiiéncia (Hz) 100 75 50
3. Incremento de varredura de 6 4 >
potencial (mV)
4. Amplitude (mV) 50 32,5 15

A Tabela 6 apresenta as respostas do planejamento em termos de intensidade de

corrente de pico (nA) para os 18 ensaios de acordo com os parametros avaliados.
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Tabela 6. Resultado do planejamento fatorial 2* contendo os fatores, coeficientes de contraste

e resposta (intensidade de corrente de pico, medida em nA).

Ensaio Fator 1 Fator 2 Fator 3 Fator 4 Resposta I, (nA)
1 + (120) + (100) + (6) + (50) - 442,89
2 - (60) + (100) + (6) + (50) - 259,78
3 + (120) - (50) + (6) + (50) -173,41
4 - (60) - (50) + (6) + (50) - 103,62
5 + (120) + (100) -(2) + (50) - 274,20
6 - (60) + (100) -(2) + (50) - 163,25
7 + (120) - (50) -2) + (50) - 106,09
8 - (60) - (50) -(2) + (50) - 106,28
9 + (120) + (100) + (6) - (15) -132,32
10 - (60) + (100) + (6) - (15) - 82,46
11 + (120) - (50) + (6) - (15) -56,24
12 - (60) - (50) + (6) - (15) - 35,80
13 + (120) + (100) -(2) - (15) - 88,48
14 - (60) + (100) -(2) - (15) - 54,61
15 + (120) -(75) -(2) - (15) -37,94
16 - (60) - (75) -(2) - (15) -18,64
17 0 (90) 0(75) 04 032,95 - 11541
18 0 (90) 0(75) 04 032,95 - 116,62

A melhor resposta foi observada para o ensaio 1 (-442,89 nA), empregando os quatro

fatores no nivel superior. A menor corrente de pico foi para o ensaio 16 (-18,64 nA), com os

parametros no nivel inferior, conforme mostram os voltamogramas da Figura 36.
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Figura 36. Voltamogramas de onda quadrada para o 17a-metiltestosterona (1,010 mol L™)
empregando HMDE, NaOH 5,0><10'3 mol L pH = 9,0. Ensaio 1 (I, = -442,89 nA), Ensaio 2
(-259,78 nA) e ensaio 16 (I, = -18,64 nA).

O diagrama de Pareto obtido com base nos resultados dos ensaios permitiu verificar
quais fatores foram mais significativos no processo de reducdo do horménio 17a-

metiltestosterona, e também as interacdes entre os fatores (Figura 37).

(4) Amplitude (mV)

@ Frequencia (H2) 1 7 %)

(1) Tempo deposicao (s) W//////////M

2%4 %

(3) Incremento de varredura (mV) W///m
1%2 ¢

1#4

2%3

3%4

1%2%4

1*3
15258

p =0,05

Efeitos Padronizados
Figura 37. Distribui¢do de Pareto para os 18 ensaios com o hormonio 17a-metiltestosterona,
1,0 x 107 mol L™ empregando SWV ¢ HMDE, em NaOH 5,0x10™ mol L™ pH= 9. Fator 1
representa o tempo de deposicdo; 2: a Freqiiéncia; 3 o Incremento de varredura e 4 a

Amplitude. Valor de p = 0,05.
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O diagrama de Pareto para os efeitos padronizados (Figura 37), considerando-se a
probabilidade de 95% (p 0,05), indicou que os termos de 1* ordem do modelo sao
significativos. A amplitude de pico (4) e a frequéncia (2) sdo fatores altamente significativos.
A interacdo (2 e 4) também ¢ significativa, enquanto as demais interacdes ndo sao
significativas para aumentar o sinal analitico.

Por meio desse planejamento foi possivel verificar que os quatro fatores considerados
para o processo contribuem no resultado, sendo amplitude de pulso e frequéncia os fatores

que mais influenciam no aumento da intensidade de corrente.

5.3. Curva de adicio de padrao para a determinacdo de hormonio 17¢-

metiltestosterona

Apds a otimizagdo dos parametros para a determinagdo do hormdnio masculino 17a-
metiltestosterona por SWV (eletrélito de NaOH 5,0x10° L' em pH 9, freqiiéncia de
aplicacdo dos pulsos (140 Hz), incremento de varredura (2 mV), amplitude da onda quadrada
(50 mV) e tempo de deposi¢do (120s)), construiu-se uma curva de adi¢do de padrdo do
hormonio em eletrdlito puro para avaliar a linearidade do sistema.

Para a construcdo da curva de adicdo de padrio (Figuras 38 e 39) utilizou-se

concentragdes de 17a-metiltestosterona na faixa entre 9,99x10”2a 1,87x10° mol L.
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Figura 38. Voltamogramas de onda quadrada e obtidos com SWV e HMDE com adicdo de
padrdo do com f = 140 Hz, a = 50 mV, AEs = 2 mV, NaOH 5,O><10'3 mol L pH = 9,0.
Concentracio: (__ )0, (__)9,99x10°, ( __)2,99x10%, ( __)6,29x10%, () 1,09x107, (

) 1,67x107,( ) 2,31x107, ( __ ) 4,18x107, ( __ ) 598x107, ( __) 1,10x10°, ( __)
1,87x10° mol L™!. Com ajuste de linha base.

A curva de adicdo de padrdo da Figura 39 apresenta a variacdo da intensidade de

corrente de pico em relacdo ao aumento da concentracdo do 17a-metiltestosterona em

solucdo.
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Figura 39. Curva de adi¢do de padrdo do hormonio 17 a-metiltestosterona sobre HMDE em

diferentes concentragdes.
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Observou-se por meio da inclinagdo da reta que o aumento na corrente de pico foi
linear até a concentracio de 2,31x107 mol L' diminuindo nas adicdes seguintes. Este fato
sugere que hid o envolvimento de etapas de adsorcdo onde, para baixos valores de
concentracdo, esse efeito nio alterou a cinética do processo na superficie do eletrodo e, para
valores elevados de concentra¢do houve o decaimento nos valores de intensidade de corrente
de pico devido ao bloqueio da superficie do eletrodo pela espécie eletroativa.

As adicdes de padrdo foram feitas em triplicata e a curva analitica foi construida por
meio da média das correntes de pico vs a concentragdo de 17 a-metiltestosterona. Para a
determinacdo do limite de deteccdo (LD), que é a menor concentragcdo de um analito
detectada, mas ndo quantificada, utilizou-se o desvio padrdo da média aritmética de dez

voltamogramas do branco respectivo a cada amostra (equacio 1) (BRITO, 2003).

38,
b

LD = (equacgdo 1)

Onde, Sp € o desvio padrdo da média aritmética das correntes dos voltamogramas do
branco, no potencial equivalente aos dos picos de 17a-metiltestosterona e b o valor do
coeficiente angular da curva analitica.

Além do limite de deteccdo (LD), o limite de quantificacdo (LQ) foi também avaliado.
O LQ mostra o desempenho ou a sensibilidade do instrumento utilizado para analise, sendo
definido como a menor concentragdo de um analito numa amostra que pode ser determinada
(quantificada) com precisao e exatidao. Assim, o valor de LQ € definido como sendo o menor
valor determinado para a metodologia proposta onde se considera que o limite do
equipamento ainda nao foi atingido, mas a confiabilidade atingida é de 99%. Considerando-se

a metodologia proposta o valor de LQ € dado pela equagdo 2 (BRITO, 2003)

108,

L
¢ b

(equacio 2)

Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos neste trabalho para o horménio 17a-
metiltestosterona foram respectivamente, 3,07 ug L (1,02x10® mol L) e 10,78 pg L
(3,6x10®mol L™).

Wang et al. (1985) desenvolveram um trabalho utilizando voltametria adsortiva para
quantificar 17a-metiltestosterona em formula¢des farmacéuticas, obtendo LD de 3,3><10'10
mol L, por meio da aplicacdo de um tempo de pré-concentragdo de 15 minutos. Portanto,

comparando este valor com o obtido por meio da metodologia desenvolvida para o composto

51



170-metiltestosterona, em que utilizou-se um tempo de pré-concentra¢do de 2 minutos, pode-
se observar que houve boa sensibilidade na determinacdo analitica deste composto. Dessa
forma, os valores de LD e LQ encontrados, se mostraram adequados para a andlise de 17a-

metiltestosterona em amostras ambientais.

5.4. Estudo de recuperacio do 17c-metiltestosterona em aguas ultrapura e

naturais

Com base nas condi¢des experimentais otimizadas a metodologia foi aplicada na
recuperacdo do hormonio 17a-metiltestosterona em dguas ultrapura e naturais pelo método de
adicdo de padrdo. Inicialmente, em um baldo volumétrico de 100 mL preparou-se nas
amostras o eletrdlito suporte NaOH 5,0x10~ mol L' e o pH foi ajustado para 9. Em seguida
as amostras preparadas como descrito foram fortificadas com hormdnio adicionando-se
aliquotas de solucdo padrio.

Para as medidas foram adicionados na cela voltamétrica 15 mL de solucdes
previamente preparadas conforme descrito, no caso das medidas de recuperacdo em amostras
reais, devido ao efeito de interferéncia foram adicionados 10 mL de eletrélito puro e 5 ml da
amostra. Em seguida as solu¢des foram purgadas por 4 minutos para eliminar o oxigénio e as
medidas foram realizadas adi¢des de padrio para a construcio de curvas de recuperacio.

A recuperacdo de 17a-metiltestosterona nas amostras foi realizada por meio de curvas
de adicdo de padrao como exemplificado na Figura 40, mostra os voltamogramas obtidos para
a recuperacdo em dgua ultrapura. Com as adicdes de padrio de 17a-metiltestosterona
(7,94x10 a 2,02x10” mol L") sobre a amostra foi possivel encontrar o teor de hormonio
adicionado na amostra e calcular a recuperacdo pela extrapolacio da curva (Figura 41). Na
tabela 8 encontram-se os valores de concentragdo adicionado e recuperado para a dgua

ultrapura.
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Figura 40. Voltamogramas do hormdnio 170-metiltestosterona obtido com voltametria de
onda quadrada e HMDE, com f = 140 Hz, a = 50 mV, AEs = 2 mV, NaOH 5,0x10 mol L'
em pH 9,0. ( __ ) Amostra, (__ ) Adicdo de 7,94x10® mol L', ( __ ) Adicdo de 1,38x10”
mol L'l, (__) Adicdo de 2,02x10'7 mol L'l,. Com ajuste da linha base.
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Figura 41. Curva de adi¢do de padrdo utilizada na recuperacdao do horménio 17a-

metiltestosterona em dgua ultrapura.

Na Tabela 7 encontra-se a média das recuperacdes obtidas para as medidas de 17 a-

metiltestosterona em agua ultrapura e amostras de coletadas em tanque de peixes e de rio,

todas as medidas foram realizadas em triplicata.

Tabela 7. Adicao e recuperacio de 17 a-metiltestosterona em amostras reais.
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*Concentracio

Amostra 17 -metiltestosterona , ,
mol L pg L
Adicionado 531x10° 16,06
Agua ultrapura Determinado 5,33x10% + 1,15x10” 16,12 +0,35
Recuperacio 100,38% -
) Adicionado 4,65x10° 14,06
Agua de tanque de ) X 0
Determinado 5,07x10™° £ 4,98x10 15,34 £ 1,51
peixes
Recuperacio 108,79 % -
Agua do Arroio Adicionado 1,0 %107 30,25
Carro Quebrado Determinado 1,15><10'7 + 1,77x10'9 34,78 £ 0,54
(Vila Carli) Recuperacio 115,0% -

* Concentragdo de 17a-metiltestosterona = Desvio Padrdo da média entra as medidas.

Os resultados obtidos para a recuperagdo do hormonio 17a-metiltestosterona em dgua,
padrdo aquoso e amostras reais variou de 100,38 % a 115,0 %. Estes resultados mostraram-se
adequados porque apresentaram coeficiente de variacdo (CV) de 2,16 %, 9,82 % e 1,54 %,
respectivamente. Ribani et al (2004) descrevem que para compostos em niveis de tracos sdo

aceitos CV de até 20 % considerando-se o grau de complexidade da amostra.

5.5. Estudo de interferentes

Apds a obtengdo do limite de deteccdo e de quantificacdo, bem como o estudo de
recuperacdo, foram realizados estudos de possiveis interferentes nas amostras de &4guas.
Levou-se em consideracdo moléculas organicas, como o dcido hiimico, presentes em demasia
nestas amostras.

Assim o estudo de interferentes foi realizado com a adicdo de aliquotas de acido
himico (AH) a partir de uma solugédo estoque de 0,15 % m/V (Sigma Aldrich, grau técnico).
Estudos com diferentes teores de AH foram avaliados, com adi¢des sucessivas de AH de
4,9%107 a 3,810 % m/V (Figuras 42, 43 e 44). Verificou-se que para baixas concentracdes
de AH ndo ocorreu interferéncia (Figura 30). No entanto, com a adi¢do de solu¢des mais
concentradas de AH, a corrente de pico diminui em até 63,97 %, em relacdo a corrente de

pico inicial para a concentracio de 1,96x10” mol L' de 17a-metiltestosterona.
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Figura 42. voltamogramas do estudo de interferéncia do acido himico (AH) sobre 17a-
metiltestosterona (1,96x10” mol L™). Adicdes sucessivas de AH (4,9x107 a 2,3x10° % m/V).

Em meio de NaOH 5,O><10'3 mol L pH 9, com a = 50 mV, f= 140 st e AE= 2 mV. Com
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ajuste de linha base.
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Figura 43. Voltamogramas do estudo de interferéncia do 4cido himico (AH) sobre 17a-
metiltestosterona (1,96x10” mol L™). Adicdes sucessivas de AH (4,910 a 1,94x10° %
m/V). Em meio de NaOH 5,0x10~° mol L' pH 9, com a = 50 mV, f= 140 s e AE=2 mV

Com ajuste de linha base.
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Figura 44. Voltamogramas do estudo de interferéncia do acido himico (AH) sobre 17a-

metiltestosterona (1,96x10” mol L™), voltamogramas mostrando as adi¢es sucessivas de AH
9,74x10™* a 3,82x10° % m/ V. Em meio de NaOH 5,0x10° mol L' pH 9, com a = 50 mV, f =
140s'e AE¢=2 mV. Com ajuste de linha de base.

A interferéncia causada por AH na quantificacio de 17a-metiltestosterona foi mais
significativa quando em teores elevados de AH, o qual conferiu uma colora¢cdo marrom a
solucdo no interior da cela (eletrélito e hormdnio), o que ndo foi observado nas amostras dos
ambientes estudados, apresentavam auséncia de cor e apenas algumas particulas em
suspensdo, que foram retiradas com a filtragem. No entanto, ao proceder as determinagdes do
hormdnio nestas amostras observou-se interferéncias significativas. A Figura 45 apresenta a
variagdo da intensidade da corrente de pico em funcdo da concentracdo de hormonio 17a-
metiltestosterona em dgua ultrapura e de tanque de psicultura. Pode-se observar que a
inclinagdes das retas obtidas para os dois meios apresentaram uma diferenca de
aproximadamente 50 %, indicando a interferéncia negativa no sistema de medida ao se
trabalhar com amostras reais, uma vez que ha a diminuicdo da sensibilidade da técnica devido

ao efeito de matriz.
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Figura 45. Relacdo entre a intensidade de corrente de pico e a concentracdo de 17a-

metiltestosterona em relacdo a matriz, em agua ultrapura ( __ ) e dgua de tanque de

piscicultura ( __ ). Nas concentracdes (4,6><10'8 a4,2x10” mol L’l).

Os coeficientes angulares foram de 0,8628 para a dgua ultrapura e, 0,4004 para dgua
de tanque. Isto sugere que outras substincias, além de AH, podem estar causando a
diminui¢do no sinal analitico de 17a-metiltestosterona nas amostras.

Assim para suprimir as interferéncias na quantificacdo de 17a-metiltestosterona as
amostras foram diluidas antes das determinacdes. Aliquotas de SmL de amostra foram
diluidas para 15 mL com solucdo de eletrélito suporte, desta forma, os interferentes também
foram diluidos, minimizando as interferéncias.

Outro estudo de interferentes foi realizado com a progesterona (PG), outro hormonio
esterdide que também € eletroativo em medidas voltamétricas, e pode estar presente em dguas
naturais.

Os voltamogramas na Figura 46 mostram o comportamento da progesterona
empregando a voltametria de onda quadrada e HMDE, onde foram adicionados 3,32x10® e

6,62 x1 0 mol L'l, respectivamente.
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Figura 46. Voltamogramas do hormoénio progesterona obtidos com SWV e HMDE.
Concentracao: 0 ( __ ), adi¢ao de PG 3,32x10° () adicdo de PG 6,62x10° (). Em meio
de NaOH 5,0x10° mol L™ em pH 9, com a =50 mV, f= 140 s e AE;=2 mV, Egep=- 0,8 V;
E iniciat = -1,0; E fina = - 1,6 V; Tgep = 120 s. Com ajuste de linha de base.

A tabela 8 apresenta os potencias de pico para os compostos 17a-metiltestosterona e

progesterona sob as mesmas condi¢cdes experimentais.

Tabela 8. Potencial de pico de reducdo dos hormonios 17a-metiltestosterona e progesterona.

Composto Potencial de pico (Volts)
170-metiltestosterona -1,35
Progesterona -1,5

Os voltamogramas apresentados na Figura 47 mostram o comportamento dos
hormonios 17a-metiltestosterona e progesterona. Observou-se uma queda na intensidade de
corrente de pico para o hormoénio 17a-metiltestosterona, apds sucessivas adi¢des de
progesterona. Além disso, os processos eletroquimicos de redu¢do dos dois compostos se

unem, prejudicando a resoluc¢@o do sinal analitico.
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Figura 47. Voltamogramas do hormonio 17a-metiltestosterona e progesterona, obtidos com

1/ nA

SWV e HMDE. 17a-metiltestosterona 9,9x10® mol L' ( __ ), adicdes de progesterona
3,310 mol L (__)e5,3x10°mol L' (__ ). Em meio de NaOH 5,0x10° mol L™ em pH 9,
coma=50mV, f=140s" e AE=2 mV, Egep = - 0,8 V; E inicial = -1,05 E fina1 = - 1,6 V; Tgep =

120 s. Com ajuste de linha base.

Os resultados do estudo com o hormoénio progesterona indicam que caso os dois
compostos estejam presentes na mesma matriz, haverd interferéncia na resposta eletroquimica
do composto 17a-metiltestosterona. Portanto, para determinar 17o-metiltestosterona na
presenca de progesterona seria necessério aplicar a metodologia etapas prévias de tratamento
da amostra e de separacdo, ou promover a deteccio do sinal analitico de cada composto por
meio da deconvolugdo dos sinais eletroquimicos (GARBELLINI et al., 2007). Entretanto, nas
amostras em que a 17a-metiltestosterona foi quantificada ndo se observou a presenga de picos

no potencial -1,5 V da progesterona.
5.6. Quantificacdo do hormonio 17 a-metiltestosterona em aguas naturais

A metodologia desenvolvida foi aplicada para quantificar o hormoénio 17a-
metiltestosterona em amostras de dguas coletadas em tanque de peixes e de rio. Nestas
matrizes preparou-se o eletrélito suporte NaOH 5,0x10 mol L ajustando o pH em 9,0 com
solucio de NaH,PO,4 0,1 mol L. Em seguida foram adicionados 10 mL de eletrdlito puro e 5
mL de amostra na cela eletroquimica, a solu¢do foi desaerada por 4 minutos com o objetivo
de eliminar o oxigénio presente. Em seguida a quantificacdo foi realizada com adigcdes de

padrdo. A intensidade da corrente de pico do 17a-metiltestosterona nas amostras foi medida
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no potencial -1,35 V. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.
Na Tabela 9 sao apresentados os valores de temperatura (medidos in loco) e o pH das

amostras analisadas.

Tabela 9. Temperatura e pH das amostras de dguas naturais avaliadas.

Amostra Temperatura (° C) pH

Tanque 01 - Jordao 14 6,9

Tanque 02 - Jordao 15 6,91
Tanque 04 - Jordao 15 7,15

Tanque 06 - Jordao 15 7,23
Tanque Palmeirinha - 6,76

Arroio Carro Quebrado (Vila Carli) 20 7,0
Tanque (Alto da XV) - 01 18 6,47
Tanque (Alto da XV) -02 18 6,7

Os valores de pH das amostras de dguas dos ambientes avaliados se encontravam
neutros, ou préximos a neutralidade

A quantificagdo de 17a-metiltestosterona nas amostras foi realizada por meio de
curvas de adicdo de padrdo como exemplificado nas Figuras 48 e 49. A Figura 48 mostra o
voltamograma obtido na determinacdo da 17a-metiltestosterona para a amostra coletada no
tanque 2 (de criacdo de peixes, Vale do Jorddo). Pode-se observar na curva (a) do
voltamograma, que a amostra apresentou uma corrente de pico de -200 nA no potencial -1,37
V, caracteristico do hormdnio 17a-metiltestosterona. Com as adigoes de padrdo de 17a-
metiltestosterona (4,65><10'8 a 4,09x10”7 mol L'l) foi possivel encontrar o teor de hormdnio

presente na amostra (Figura 48).
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Figura 48. Voltamogramas do hormoénio 17a-metiltestosterona obtido com voltametria de
onda quadrada e HMDE, amostra do tanque 02, com f = 140 Hz, a = 50 mV, AEs =2 mV,
NaOH 5,010 mol L em pH 9,0. (a) Amostra, (b) Adicdo de 4,65x10°® mol L™, (c) Adicdo
de 1,06x107 mol L' e (d) Adigéo de 1,83x107 mol L™
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Figura 49. Curva de adicdo de padrdo utilizada na quantificagio do hormodnio 17a-

metiltestosterona em amostra real (tanque 02).

O valor médio determinado para a amostra do tanque 02, considerando o fator de
dilui¢do (3x) foi de 6,84x107 mol L' (206,9 pg L), com desvio padrio de 2,5x10°® (7,6 pg
LY.

A Figura 50 mostra uma curva de regressdo linear entre as medidas de 17a-

metiltestosterona para a amostra do tanque 02. Na faixa de concentracdo adicionada a
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intensidade de corrente aumentou linearmente, mostrando o coeficiente de correlagdo linear
ajustado de 98,9 %.

Corrente de Pico (-nA) = 2084 + 827,2 Concentragdo (mmol/ L)

500 A Regression
- 95%Cl
450_ m-m-- 95% PI
— S 10,1922
T 400 R-Sq 99.0%
E RSqGad)  98,9%
& 350
3
o
g 300 A
=
o
© 250+
200 1

T T T T T T T T
000 005 010 015 020 025 030 035
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Figura 50. Regressao linear entre as replicatas para a quantificacdo de 17a-metiltestosterona
na amostra do Tanque 02. ( __ ) Regressdo, (---) Intervalo de confianca (95%), R-Sq

(coeficiente de correlacdo linear) e R-Sq (adj.) (coeficiente de correlag@o linear ajustado).

A Tabela 10 apresenta os teores de 17a-metiltestosterona para os demais pontos de
coleta.
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Tabela 10. Determinacido do hormdniol7 a-metiltestosterona em amostras de dguas naturais.

*Concentracao de 17 o-metiltestosterona

Amostra - -
mol L ug L

Tanque 01 (Vale Jordzo) 1,8x107 £9,2x107 + 544 +2.8
Tanque 04 (Vale Jorddo) 4,7x107 +5,13x10°® 1422 15,5
Tanque 06 (Vale Jordao) 2,5x107 + 2,4x10’9 75,6 £0,7
Tanque (Palmeirinha) 2.2%x107 + 1,O><10'8 66,5 +3,0
Tanque 01 (Alto da XV) 1,6x107 + 1,8x10™ 484 +54
Tanque 02 (Alto da XV) 1,7x107 +2,4x107 51,4+73
Arroio Carro Quebrado (Vila Carli) <LQ -

* Concentracdo de 17a-metiltestosterona + Desvio Padrao da média entra as medidas.

Por meio da metodologia desenvolvida foi possivel verificar a presenca do hormdnio
17a-metiltestosterona em amostras naturais provenientes de tanques de psicultura. Nos locais
estudados nao é empregado o hormonio 17a-metiltestosterona em processos de reversao
sexual. No entanto, os maiores teores do hormonio 17a-metiltestosterona foram encontrados
nas amostras dos tanques de psicultura do Vale do Jorddo. Pode-se sugerir que a fonte de
entrada de 17a-metiltestosterona para os tanques esteja relacionada com a racdo empregada na
alimentacdo dos peixes, pois os fabricantes produzem tanto a racdo sem adicdo de 17a-
metiltestosterona, quanto racdo destinada a alimentacdo de tildpias, a qual pode conter em sua
composi¢do esse hormonio. Ou ainda, por meio das matérias-primas empregadas na
fabricacdo da rac@o para peixes que apresenta em sua composi¢do, como uma das fontes de
proteinas, a farinha de peixes. Como insumos na fabrica¢do de alimentos e racdes, até mesmo

as carcacas, visceras podem ser re-utilizadas (OLIVEIRA, 2009).

5.7. Estudo de repetibilidade e reprodutibilidade

A repetibilidade foi calculada a partir de 5 medidas consecutivas de 17a-
metiltestosterona apresentando um coeficiente de variacio (CV) de 2,85 %. A
reprodutibilidade foi obtida a partir de andlises realizadas em 5 dias consecutivos, o CV
calculado para a reprodutibilidade foi 14,91 %. Os Cvs foram satisfatdrios, tanto para as

medidas de repe quanto de repro, visto que o método trata-se de medidas de andlise de tragos.
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6. CONSIDERA COES FINAIS

A importancia da determinacido de metiltestosterona em dguas naturais justifica-se na
acdo interferente desta substancia nos organismos, sendo considerados possiveis causadores
de desequilibrio e mutacdes.

O estudo dos parametros na voltametria de onda quadrada foi importante para o
entendimento desta técnica e suas vantagens, em relacdo as altas velocidades de varreduras e
rapidez da resposta analitica.

Com o a metodologia eletroanalitica otimizada foi possivel analisar o hormonio 17a-
metiltestosterona em amostras de interesse de forma rapida e de menor custo, em relacdo as
técnicas cromatograficas em geral empregadas nas andlises de hormonios andrégenos.

Diante dos resultados apresentrados e discutidos o método mostrou-se eficiente na
determinacdo de 17a-metiltestosterona por meio da adicdo de padrdo sobre amostras reais.
Com isso foi possivel quantificar o hormonio 17a-metiltestosterona e avaliar os ambientes
aquadticos para deteccdo de fontes de polui¢ao antropicas. Em relacio aos limites de detec¢ao
e quantificacdo o método mostrou-se sensivel, considerando o tempo de pré-concentracio
relativamente baixo comparado com outros métodos reportados na literatura. para a SWV,
mostrando a viablilidade do emprego desta técnica e do eletrodo de merctrio.

Os efeitos de matriz nas amostras de dgua foram contornados com a diluicdo da
amostra sem a necessidade de tratamentos prévios das mesmas. Foi determinado teores de
170-metiltestosterona nas amostras reiais. A possivel fonte de entrada desse composto nos
ambientes aquaticos estudados pode ser a racdo empregada na alimentacdo dos peixes, esse
fato pode ser avaliado em trabalhos futuros. Também surge a necessidade de uma avaliacio
mais em relacio aos corpos hidricos que recebem efluentes destes reservatdrios de criacdo de
peixes para verificar se estd ocorrendo alguma contaminagdo com o hormoénio 17a-

metiltestosterona.
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