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RESUMO

A cromatografia a liquido de alta eficiéncia e a voltametria de onda quadrada foram estudadas e
comparadas estatisticamente para a deteccdo do contaminante emergente metilparabeno (MePa).
Os parabenos vém sendo amplamente utilizados como conservantes em cosmeticos, alimentos e
remédios. E crescente o nimero de estudos que visam & deteccdo dos parabenos em virtude dos
males causados a salde humana, devido as suas caracteristicas de serem carcinogénicos e
interferentes enddcrinos. Para determinacdo cromatogréfica, foi desenvolvido um método
analitico que utilizou filtragdo a vacuo seguida de analise cromatografica acoplada a um detector
UV. O eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) foi utilizado para determinacao
eletroanalitica de MePa pela técnica voltamétrica. Para a analise cromatogréfica, foi observada
boa linearidade (0,999) na faixa de 0,5 a 30 mgL™, com limite de deteccdo e quantificacdo de
0,49 mgL™ e 0,73 mgL™, respectivamente, para amostra de agua natural superficial e para a
amostra de cosmético 1,26 mgL™ e 1,88 mgL™, respectivamente. A dependéncia da corrente pelo
pH e os parametros eletroquimicos (frequéncia, amplitude e step) foram estudados para obtencédo
de condigdes experimentais 6timas na determinacdo de MePa. Foi observado que o eletrolito
suporte ideal é o tamp&o PBS 0,1 molL™ (pH 7,5). Linearidade adequada (0,998), na mesma faixa
de trabalho, com limite de deteccéo e quantificacdo de 0,43 mgL™ e 1,44 mgL™, respectivamente,
foram encontrados para a técnica voltamétrica. Os métodos utilizados em ambas as técnicas
foram validados em uma amostra de &gua natural superficial, coletada em regido pouco
impactada, e em uma amostra de cosmético. Utilizando o método cromatografico, foram obtidos
intervalos de recuperacdo entre 95,6% e 101,6% com RSD inferior a 4,8% (n = 3) e entre 78,0%
e 99,8% com RSD inferior a 2,2% (n = 3) para amostras de agua natural superficial e de
cosmeético, respectivamente. Na determinacdo eletroanalitica, solucGes fortificadas daquelas
amostras mostraram intervalo de recuperacdo entre 92,6% e 106,4%, com um desvio-padréo
relativo (RSD) inferior a 9,76% (n = 3), para amostra de agua superficial natural, e entre 90,0% e
112,6% com RSD inferior a 7,4% (n = 3), para amostra de cosmético. Os resultados das
deteccOes cromatografica e eletroanalitica foram comparados e analisados estatisticamente
segundo um metodo estatistico. Através do teste t de Student pareado, demonstrou-se que a
metodologia eletroanalitica € capaz de determinar MePa com boa precisdo tal como a técnica
padréo de deteccdo, a cromatografia, na faixa de trabalho de 1,0 a 30 mgL™.

Palavras-chave: Eletroanalitica. Cromatografia liquida. Comparacéo estatistica. Metilparabeno.



ABSTRACT

The high performance liquid chromatography and square wave voltammetry have been studied
and compared statistically to detect the emerging contaminant methylparaben (MePa). Parabens
have been widely used as preservatives in cosmetics, food and drugs. It is increasing the number
of studies that aimed the detection of parabens because of its possible hazardous effect in the
human health, as probably being carcinogenics and endocrine disruptors. For chromatographic
determination, an analytical method that used vacuum filtration followed by chromatographic
analysis coupled to a UV detector was developed. The boron doped diamond electrode (BDD)
was used to electroanalytical determination to MePa by voltammetric technique. The
chromatographic analysis showed good linearity (0.999) in the range from 0.5 to 30 mgL™, with
detection and quantification limit of 0.49 mgL™ and 0.73 mgL™, respectively, for natural surface
water sample and to the cosmetic sample 1.26 mgL™ and 1.88 mgL™, respectively. The
dependence of the current to pH and electrochemical parameters (frequency, amplitude and step)
were studied to obtain the optimal experimental conditions in determining MePa. It has been
observed that the ideal supporting electrolyte is PBS 0.1 molL™ (pH 7.5). Adequate linearity
(0.998), in the same working range, with detection and quantification limit of 0.43 mgL™ and
1.44 mgL™, respectively, were found for the voltammetric technique. The methods used in both
techniques were validated in a sample of natural surface water, collected in little impacted region,
and a cosmetic sample. Using the chromatographic method were obtained recovery intervals
between 95.6% and 101.6% with RSD less than 4.8% (n = 3) and between 78.0% and 99.8% with
RSD less than 2.2% (n = 3) for samples of natural surface water and cosmetic, respectively. In
electroanalytic determination, fortified solutions of those samples showed a recovery range
between 92.6% and 106.4% with a relative standard deviation (RSD) less than 9.76% (n = 3) for
natural surface water sample and between 90.0% and 112.6% with RSD less than 7.4% (n = 3),
for cosmetic sample. The results of chromatographic and electroanalytical detections were
compared and statistically analyzed by a statistical method. Using the Student's paired t-test, it
was demonstrated that electroanalytical methodology is able to determine MePa with good
accuracy as standard detection technique, chromatography, on working range of 1.0 to 30 mgL™.

Keywords: Electroanalysis. Liquid chromatography. Statistical comparison. Methylparaben.
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1 INTRODUCAO

Quando o assunto é beleza uma gama de fatores circunda este tema. Indmeros
procedimentos, técnicas e produtos estdo no mercado a fim de trazer para o ser humano em geral
um toque a mais nas suas caracteristicas fisicas, proporcionando mudancas radicais em sua
aparéncia. Nao obstante, o uso excessivo de produtos de cuidados pessoais (PPCPs —
Pharmaceuticals and Personal Care Products) vem causando polémica no ambito clinico
académico, por possuirem compostos eficazes em suas fungdes, porém prejudiciais a saude de
todos que séo expostos a essa classe de contaminantes emergentes.

Esses produtos sdo utilizados diariamente em grandes quantidades e descartados no
ambiente aquatico sob diversas formas. Estudos realizados indicam que muitos sédo
ambientalmente persistentes, bioativos e possuem o potencial para bioacumulacdo (PECK, 2006;
MACKAY; BARNTHOUSE, 2010). Devido a sua estabilidade, estes contaminantes emergentes
permanecem no ambiente por longo periodo, sendo prejudiciais a salde humana, pois penetram
na pele e se depositam nas glandulas, indo para a corrente sanguinea e alterando os niveis de
estrogénio (DARBRE, 2003).

Dentre os PPCPs mais utilizados estdo os parabenos, familia de ésteres sintéticos do acido
p-hidroxibenzdico comumente usados como conservantes em alimentos, cosméticos e produtos
farmacéuticos e protegendo-os de ataques microbianos e fungicos. Tradicionalmente, o0s
parabenos sdo considerados compostos de baixa toxicidade, porém estudos revelam que alguns
deles exibem efeito de interferéncia enddcrina, levando a um crescimento potencial na incidéncia
do cancer de mama feminino ou ao desenvolvimento de melanoma maligno, entre outros efeitos.
Esses riscos sdo agravados devido a facilidade da sua absorcéo na pele humana sem a degradacao
pelas enzimas esterases (ROUTLEDGE, et al., 1998; GOLDEN; GANDY; VOLLMER, 2005;
DARBRE; HARVEY, 2008).

Técnicas cromatogréficas tém sido aplicadas para determinacdo de parabenos em diversas
matrizes (CANOSA et al, 2007; PIETROGRANDE; BASAGLIA, 2007; SARAII;
MIRMAHDIEH, 2009). Dentre elas, a mais comumente utilizada é a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (HPLC - High Performance Liquid Chromatography) (LEE; PEART,
SVOBODA, 2005; REBBECK et al., 2006; NUNEZ et al., 2008). Contudo, esta técnica analitica



requer etapas de clean-up e pré-extracao do analito, além de demandar uso excessivo de solventes
organicos de custo elevado e tempo consideravel para as analises.

Em contrapartida, os métodos eletroquimicos oferecem vantagens de usar uma técnica
mais simples e com alta sensitividade. Sua principal desvantagem esta na utilizacéo de eletrodos
inertes, usualmente de metais nobres como platina ou ouro, ambos suscetiveis ao bloqueio da
superficie pela adsorcdo de moléculas organicas, presentes em amostras ambientais (RADOVAN
et al., 2008; SOUZA et al., 2008). Esta caracteristica indesejavel pode ser minimizada através do
uso de eletrodos com superficie modificada, um campo de pesquisa que vem crescendo em
eletroanalises. Tais superficies sdo pouco suscetiveis a adsor¢do de compostos organicos.

Dada a acdo nociva destas moléculas organicas, torna-se necessario 0 seu monitoramento
constante em produtos medicinais e no meio ambiente. Para isto, técnicas analiticas especificas
devem ser desenvolvidas. Neste contexto, este trabalho apresenta resultados da deteccdo do
contaminante emergente MePa pelas técnicas voltamétrica de onda quadrada e cromatogréfica em
duas matrizes distintas, amostra de dgua natural superficial e amostra de cosmético. Os resultados
eletroquimicos foram validados em relacdo aqueles obtidos por HPLC, através da técnica

estatistica de comparacéo por regresséo linear.

2 PARABENOS

Devido a suas propriedades antimicrobiana e antifingica, os parabenos sdo uma classe de
compostos que tem sido usado extensivamente por aproximadamente 100 anos. Sua primeira
utilizacdo, em meados de 1920, foi como conservante em produtos farmacéuticos ndo demorando
a expandir-se este uso para alimentos e cosméticos (SONI; CARABIN; BURDOCK, 2005;
ANDERSEN, 2008; GUO et al., 2010; GUO; KANNAN, 2013). J4 em 1987, mais de 7 toneladas
de parabenos eram utilizadas em PPCPs (SONI; CARABIN; BURDOCK, 2005) e o crescimento
desse nimero tem sido constante ao longo dos ultimos 20 anos (BRAUSCH; RAND, 2011). A
sua popularidade é devido a suas inUmeras vantagens quando comparadas a alternativas de
conservacao. S&o compostos de baixo custo que apresentam amplo espectro de atividade contra
leveduras, fungos e bactérias, possuem estabilidade quimica e térmica, permitindo sua aplicacéo

em uma extensa faixa de pH (de 4,5 a 7,5) e em produtos que sdo submetidos a processo de



autoclave. Adicionalmente, apresentam suficiente solubilidade em agua (permitindo obter
concentracdes efetivas), sem odor e gosto perceptiveis e ndo causam mudancas na consisténcia
ou na coloracdo dos produtos (SONI; CARABIN; BURDOCK, 2005; ERIKSSON; ANDERSEN;
LEDIN, 2008; BLEDZKA; GROMADZINSKA; WASOWICZ, 2014).

Parabenos ou p-hidroxibenzoatos sdo ésteres do &cido p-hidroxibenzoico. Essa classe de
compostos possui a mesma estrutura quimica com um anel benzénico, um grupo hidroxila e um
grupo éster na posicdo para do anel aromaético, diferenciados apenas pelo tamanho da cadeia
alquilica. Os parabenos incluem metilparabeno (MePa), etilparabeno (EtPa), propilparabeno
(PrPa), butilparabeno (BuPa) e benzilparabeno (BePa) (Figura 1) e sdo frequentemente
encontrados em combinacdo de duas ou mais substancias em quase todos o0s tipos de cosméticos

(maquiagens, desodorantes, géis, cremes ou lo¢des para a pele).

Figura 1 - Formulas moleculares dos parabenos mais comuns.

4 H3c )

CH3

H3C

5&%55

\ Metilparabeno  Etilparabeno Propilparabeno Butllparabeno Benzﬂparabeno

Fonte: Autoria propria.

O processo de producdo sintética dos parabenos é realizado pela esterificacdo do &cido p-
hidroxibenzdico com um alcool correspondente e na presenca de um &cido catalisador, como
acido sulfarico. O acido é neutralizado com soda caustica e 0 seu produto € cristalizado por
resfriamento, obtendo um so6lido que posteriormente é centrifugado, lavado, seco e triturado
(ANDERSEN, 2008; BLEDZKA; GROMADZINSKA; WASOWICZ, 2014).

Todavia, os parabenos podem ser produzidos naturalmente por certos organismos, tais
como bactérias e plantas. Um estudo relatou que a bactéria marinha do género Microbulbifer é

capaz de biossintetizar o acido p-hidroxibenzoico e seus ésteres alquilicos, produzindo quantias



10

elevadas desses compostos: 10 mgL™ do 4cido, juntamente com seu butil (24 mgL™), heptil (0,4
mgL™) e nonil (6 mgL™) éster. Os ésteres alquilicos do acido p-hidroxibenzéico produzidos pela
bactéria sdo eficientes contra fungos, leveduras e bactérias gram-positivas (PENG et al., 2006).
Também foram detectadas concentracdes a nivel de tracos (0,8 pgg™) de MePa em ervas
Andrographis paniculata, sendo desconhecida sua origem no tecido da planta (LI et al., 2003;
BLEDZKA; GROMADZINSKA; WASOWICZ, 2014).

Na Europa, parabenos sdo encontrados em produtos que possuem baixos volumes de
produc&o, sendo a maioria produzidos na China ou india e importados (HAMAN et al., 2015). No
inicio de 2000, a producao e a subsequente importacdo de parabenos pela Unido Européia variou
entre 10 e 1000 t por ano (ERIKSSON; ANDERSEN; LEDIN, 2008). Depois da agua, 0sS
parabenos sdo considerados 0s ingredientes mais comuns na composi¢cdo de cosméticos
(CASHMAN; WARSHAW, 2005; JANJUA et al., 2007), estando presente em aproximadamente
80% de PPCPs (POUILLOT; POLLA; POLLA, 2006). Contudo, em uma pesquisa realizada pelo
mercado dinamarqués somente 36% dos 751 produtos estudados continham parabenos
(BLEDZKA GROMADZINSKA; WASOWICZ, 2014). Em um estudo realizado na Noruega
foram encontrados parabenos em 32% de 117 PPCPs destinado a criangcas (ERIKSSON;
ANDERSEN; LEDIN, 2008).

Devido a polémica de serem carcinogénicos e de a atividade estrogénica ter sido revelada
por estudos (DARBRE, 2003; DARBRE et al, 2004; DARBRE; HARVEY, 2008), alguns
produtos j& ndo utilizam os parabenos em sua composi¢do, sendo trocados por outros compostos
tao eficientes quanto eles. Esses produtos sdo chamados de “paraben free”. Contudo, esses
compostos ainda sdo utilizados em muitos PPCPs na sua composicdo e o seu descarte diario
prejudica também o meio ambiente. Estudos comprovam a presenca de parabenos em ambientes
aquaticos, bem como em &guas residuais urbanas, com valores acima de 30 ugL™ e 20 pgL™, de
MePa e PrPa, respectivamente (HAMAN et al., 2015). Concentragdes menores tém sido
encontradas em &gua superficial com concentragdes na faixa de 15 a 400 ngL™ dependendo do
parabeno, enquanto que em estudos realizados com efluentes foram obtidas concentragcOes ainda
menores, na faixa de 50 a 85 ngL'1 (BENNTS; LAMBERT; DE LEENHEER, 2004; LEE;
PEART; SVOBODA, 2005; GREGORY; MARK, 2006; KASPRZYK-HORDERN;
DINSDALE; GUWY, 2008; JONKERS et al., 2010).
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2.1 Metilparabeno

Considerado o menos toxico dos parabenos, metilparabeno (MePa) é o que possui menor
cadeia alquilica e por isso é mais facilmente solivel em agua. Juntamente com o propilparabeno
(PrPa) sdo os mais utilizados em cosméticos, normalmente sendo coaplicados para aumentar o
poder de conservacao nos produtos (PECK, 2006). A Tabela 1 mostra as principais caracteristicas

fisicas e quimicas do MePa.

Tabela 1 - Caracteristicas fisicas e quimicas do MePa

Propriedades Valores

Massa Molecular (gmol™) 152,15

Pressdo de vapor a 25 °C (Pa) 0,114
Solubilidade em agua & 25 °C (mgL™) 2500
Ponto de fuséo (°C) 131
Ponto de ebulicdo (°C) 275
Log do coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow) 1,96
Log da constante acida de dissociacdo (pK,) 8,17

Fonte: BLEDZKA; GROMADZINSKA; WASOWICZ, 2014, p. 28 e HAMAN et al., 2015, p. 4.

MePa possui carater hidrofobico (log Ko 1,96), se comparado a outras interacdes, sendo
mais solUvel em solventes apolares. Estando o MePa em uma amostra de dgua que contenha
suspensdes sdlidas e sedimentos, pode ocorrer maior afinidade com estas suspensées dependendo
do teor de matéria organica presente na matéria sélida (HAMAN et al., 2015). Em solucdes
acidas o MePa € estavel, entretanto em solucdes fortemente alcalinas ele se hidrolisa no seu acido
carboxilico correspondente. Segundo Madsen et al., 2001, sob condi¢Ges anaerdbicas o MePa
atinge o maior grau de biodegradabilidade comparado com os outros parabenos. Estudos relatam
que o MePa tambem pode sofrer biodegradacdo sob condicGes aerobicas (MADSEN et al., 2001;
PETERSEN; RASMUSSEN; GUSTAVSON, 2007; LEAL et al., 2010).

Devido ao seu constante uso e descarte, 0 MePa tem sido detectado em aproximadamente



12

100% das mais variadas amostras ambientais analisadas. Haman et al. (2015) relatam que a
presenca de MePa em &guas de rio é 9% maior que o segundo parabeno mais utilizado nas
composicdes cosméticas, o PrPa. Em outros estudos, MePa foi detectado em concentracGes de
476 ngg™* também em sedimentos (CARMONA; ANDREU; PICO, 2014), em 4gua de torneira na
Espanha de 17 e 40 ngL™ (BLANCO et al., 2009; FERREIRA; MODER; LAESPADA, 2011) e
em agua marinha do noroeste de Portugal, na faixa de 2,1 a 51 ngL™ (JONKERS et al., 2010).
Ademais, tem sido relatada a presenca de MePa em amostras de urina, leite e soro do leite obtidos
de mulheres no periodo de amamentagdo (HINESA et al., 2014).

2.2 Toxicidade

Os parabenos possuem a caracteristica de serem perturbadores enddcrinos,
bioacumulaveis, comumente conhecidos como contaminantes emergentes, trazendo sérios riscos
para saude humana. Ademais, sua contribuicdo potencial para a incidéncia do cancer de mama
tem ganhado destaque, visto que foram detectadas infimas concentracbes de parabenos em
tumores de mama (ROUTLEDGE et al., 1998; OISHI, 2002; DARBRE, 2003; DARBRE et al.,
2004; GOLDEN; GANDY; VOLLMER, 2005; DARBRE; HARVEY, 2008). Eles possuem
acOes biologicas mdaltiplas, mas é comumente relatado que seus efeitos inibitérios sobre
transporte através das membranas celulares e processos de fun¢do mitocondrial sdo a chave para
suas acdes (SONI; CARABIN; BURDOCK, 2005).

As substancias desrreguladoras imitam, bloqueiam ou provocam colapso dos hormonios
essencialmente esterdides, ocasionando o efeito de interferéncia endocrina e acarretando em um
sinal irregular do organismo (LINTELMANN et al., 2003; NOGUEIRA, 2003; GHISELLI;
JARDIM, 2007).

Segundo Darbre (2003), a relagdo entre o cancer de mama e os parabenos pode ser
originada pela utilizacdo de desodorantes antitranspirantes que, além de inibirem glandulas
sudoriparas, inibem também as mamérias, resultando na geragdo de cistos mamarios. A
carcinogénese mamaria pode resultar de uma combinacdo de constituintes quimicos, danificando
primeiramente o DNA e entdo promovendo o crescimento das células danificadas. Esses

cosméticos sdo facilmente absorvidos por serem aplicados em areas adjacentes a mama.
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Dos sete diferentes tipos de parabenos que atualmente sdo utilizados como conservantes, o
benzilparabeno (BePa) aparece como o mais toxico devido a sua cadeia alquilica. Além de serem
prejudiciais a saude humana, existe também um potencial efeito sobre organismos aquaticos que
sdo continuamente expostos a esses compostos. Dobbins et al. (2009), afirma que BePa e o BuPa
sdo 0s parabenos mais toxicos para organismos invertebrados e peixes; podendo causar leve
resposta estrogénica nesses organismaos.

Desta forma, a fim de diminuir o perigo destes compostos a salde humana, o0 uso de
parabenos nas composi¢des de produtos é regulado em diversos paises. Na Europa, é regulado
pelo Cosmetic Directive 76/768/EEC, e no Brasil, pela ANVISA (RDC n° 29, de 01/06/2012),
que determina uma concentracdo maxima permitida de 0,4% (g/g) no produto final para um éster

e de 0,8% (g/g) para mistura de ésteres.

3 TECNICAS ANALITICAS DE DETECCAO DE MEPA

O numero de estudos relacionados com a deteccdo de parabenos tem crescido nos ultimos
20 anos, onde a determinacdo cromatografica combinada aos diversos métodos de extracdo
(extracdo ultrassdnica assistida, extracdo com fluido supercritico, extracdo com liquido
pressurizado, extracdo utilizando barra de agitacdo sortiva, extracdo em fase solida,
microextracdo em fase solida, etc.) tem ganhado destaque (PIAO; CHEN; WANG, 2014).

No Instituto de Quimica de Sdo Carlos (IQSC), métodos para a quantificacdo e
degradacéo de parabenos em diferentes matrizes tém sido estudados e analisados. Tendo em vista
a desrregulacdo endocrina dos parabenos, estudos tém sido desenvolvidos para analise desses
contaminantes em tecido de peixes, utilizando a técnica cromatografica liquida (HPLC-DAD)
(RIBEIRO, 2014). Steter et al. (2014) aplicaram processos eletroquimicos ao MePa, com objetivo
de mineraliza-lo, empregando um anodo de diamante dopado com boro acoplado ou ndo a

sondlise.

3.1 Técnica Cromatografica

A técnica cromatografica é dotada de uma fase mével (FM) constituida por um liquido e
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uma fase estacionaria (FE) por onde o liquido passa, possibilitando a separacdo dos componentes
da mistura analisada, através da interacdo entre ambas as fases. Essa interacdo ocorre pela
afinidade do analito alvo com a FM. Como FE, sdo utilizadas colunas cromatograficas com
revestimento externo metélico, as quais permitem o uso de bombas de alta pressdo que por sua
vez favorecem uma eficiéncia elevada na separacdo. A FM arrasta 0s componentes da amostra
através do sistema cromatografico e participa do processo de separacdo. Suas caracteristicas
fisico-quimicas incluem: apresentar alto grau de pureza; dissolver a amostra sem decompor seus
componentes e ser compativel com o tipo de detector utilizado. Na prética, geralmente é utilizada
agua ultrapura associada ao solvente organico metanol ou acetonitrila. E uma técnica que
possibilita automacdo, tempo de andlise razoavelmente reduzido, excelente analise qualitativa,
porém possui um alto custo (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

O sinal analitico da separacdo cromatografica ocorre mediante o registro continuo de
alguma propriedade fisica ou quimica da amostra, caracterizando a deteccdo do analito de
interesse. O sinal gerado no detector assim que o efluente sai da coluna € diretamente
proporcional a concentracdo do componente na amostra. Em cromatografia liquida, o detector por
absorbancia no ultravioleta e no visivel é o mais difundido. Usualmente denominado detector
UV, baseia-se na quantidade de luz absorvida pela amostra ao ser submetida a uma fonte de
radiacdo eletromagnética, numa faixa de comprimentos de onda que se estende desde o
ultravioleta até o infravermelho proximo (300 a 1000 nm) (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006). Esta técnica analitica demanda métodos prévios de pré-extracdo do analito como, por
exemplo, a extracdo em fase sélida (SPE) e a extracdo liquido-liquido (LLE).

3.2 Técnica Eletroquimica

Os métodos eletroanaliticos (voltametria ciclica, cronoamperometria, voltametria de pulso
diferencial, voltametria de onda quadrada, etc.) oferecem algumas vantagens sobre o
cromatografico, como ndo requerer extensivo preparo de amostra e possuir curto tempo de
resposta, fornecendo alta sensitividade, simplicidade e seletividade (RADOVAN et al., 2008;
SOUZA et al., 2008), sendo conduzidos em equipamentos considerados de baixo custo e

portateis. Além disto, a possibilidade de miniaturizacdo inerente dos equipamentos utilizados
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nestas técnicas torna os métodos eletroquimicos proprios para o0 monitoramento de poluentes no

campo (in situ) e em tempo real.

3.2.1 Voltametria de Onda Quadrada

A voltametria de onda quadrada é uma técnica eletroquimica onde a corrente que circula
num eletrodo de trabalho é monitorada em funcéo do potencial aplicado. A forma de aplicacao do
potencial define o nome da técnica. Nela, uma programacdo bésica de potenciais é aplicada, na
forma de escada, onde este é variado por meio de um salto de potencial, AE,, normalmente com
valor entre 1 e 10 mV, que € mantido por um certo tempo, z, e pela repeticao deste procedimento,
desde o potencial inicial até o potencial final da varredura. Sobre cada degrau de potencial acima,
é aplicado um pulso de potencial (de até 50 mV) no sentido da varredura (forward) por metade do
tempo do pulso anterior e outro em sentido contrario (backward) também por metade do tempo
do degrau. O valor destes pulsos de potencias € conhecido como amplitude (a). A corrente é
coletada no final destes pulsos forward e backward, fornecendo valores de corrente direta e
inversa. Se o processo que ocorre no eletrodo for reversivel, ambas correntes contribuem para a
corrente total, que é a soma dos modulos das contribui¢bes direta e inversa. Se o processo for
irreversivel, apenas a contribuicdo direta fornece valores de corrente. Estas correntes sdo
proporcionais a concentracdo do analito em solucgéo.

A técnica eletroquimica de onda quadrada possui alta sensibilidade comparada a outras
técnicas eletroquimicas. O crescimento das taxas de varredura alcangado mediante a aplicacdo de
pulsos de alta frequéncia permite obter valores de limites de deteccdo baixos que, em alguns
casos especiais, sdo ainda compardveis aos obtidos por técnicas cromatografica e
espectroscopica. Além disso, a andlise dos parametros caracteristicos desta técnica também
possibilita a avaliacdo cinética e mecanistica do processo eletrodico em estudo (SOUZA et al.,
2003).

A combinagdo de voltametria de onda quadrada e diversos eletrodos, bem como o de
carbono vitreo e sensores, tal como MIPs, tem sido utilizada na deteccdo de compostos organicos,
obtendo resultados satisfatorios se comparado as técnicas padrdo de deteccdo (WANG et al.,
2010; LUKASIEWICZ; TARASIEWICZ; NIEDZIELKO, 2011). Portanto, a selecdo de um
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eletrodo de trabalho compativel com a técnica eletroquimica utilizada e com o tipo de molécula a
ser detectada € um fator decisivo. Neste caso, para determinacdo de moléculas orgéanicas, tais
como o MePa, o eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) vém se destacando como
dispositivo de analise promissor.

3.2.2 Eletrodo de Diamante Dopado com Boro (BDD)

Diamante é uma forma alotropica do carbono que possui elevada resisténcia e dureza,
porém com nenhuma caracteristica condutora eletronica que o habilite para ser utilizado como
eletrodo. A sua fabricacdo sintética e a incorporacdo de boro na sua composi¢éo transformaram
este isolante em um material semicondutor (BUNDY, 1962).

A fabricacdo do eletrodo de diamante é dada por diferentes métodos e sua dopagem com
boro geralmente é proveniente do gas trimetil-boro, numa concentragdo que varia entre 10 e
20000 mgL™, fornecendo ao material as caracteristicas de um semicondutor ou de um semimetal,
dependendo da concentracdo de dopante utilizada (BANDA, 2006). Os primeiros estudos
utilizando este dispositivo foram realizados em 1993, quando descreveram a sua adequagdo em
eletrossintese (TENNE et al., 1993), eletroanalise (SWAIN; RAMESHAM, 1993) e em
tratamento eletroquimico de residuos (RAMESHAM et al., 1993). Ao longo dos anos tornou-se
reconhecido devido a suas propriedades eletrénica, mecéanica e quimica.

O BDD possui alta estabilidade devido a sua inércia em relacdo a adsorcdo de espécies
quimicas e facilidade na limpeza da superficie em comparacdo ao eletrodo de carbono vitreo.
Comparado aos classicos eletrodos de carbono e outros eletrodos de sélidos metélicos, eletrodos
de diamante podem trabalhar em potenciais anddicos extremos, o0 que amplia a sua utilizacdo em
varias aplicacbes (DOGAN et al., 2007; SHEN et al, 2007; MASHAYEKHI,
GHANDFOROUSH-SATTARI; HAIN, 2008; RADOVAN et al., 2008; SOUZA et al., 2008;
LOURENCAO et al., 2009; MARTINS et al., 2011). Desde a sua invencdo, o BDD tem sido
utilizado em diversas areas de estudo, em combina¢do com outras técnicas de anélise como
analise de injecdo de fluxo (FIA) (JOLLEY et al.,, 1997) e voltametria ciclica utilizando
microeletrodos (COOPER et al., 1998). Cinco anos depois utilizado em eletroforese de zona
(CZE) (CVACKA et al., 2003; SHIN et al., 2003). Em estudo realizado por Martins et al. (2011)
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foi possivel analisar parabenos em amostra de shampoo utilizando o BDD acoplado a
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Motheo et al. (2014) utilizou o BDD para realizar a
oxidaco eletroquimica galvanostatica do MePa, resultando na mineralizacéo total de 100 mgL™
de MePa em soluco aquosa de 0,05 molL™ K,SO, ap6s 300 minutos de eletrélise.

A eficiéncia do BDD na deteccdo de paracetamol, penicilina, pesticidas e fungicida,
utilizando a voltametria de onda quadrada como técnica eletroanalitica também tém sido
reportada por alguns estudos (CODOGNOTO et al., 2004, 2006; SVORCA et al., 2012;
DORNELLAS et al., 2013). Desta forma, é possivel observar que o BDD tem sido extensamente
utilizado em diferentes técnicas eletroanaliticas, especialmente associado a voltametria de onda
quadrada.

No Grupo de Materiais Eletroquimicos e Métodos Eletroanaliticos (GMEME), o eletrodo
dopado com boro vem sendo estudado e aplicado em diferentes processos eletrodicos desde os
anos 1990. Assim, Avaca et al. (2006) estudaram a eletro-oxidagédo de metanol e etanol usando
um compésito de Pt-RuO, fixado no BDD. Ademais, estudos foram realizados e métodos
desenvolvidos para determinacdo de lidocaina em produtos farmacéuticos, N-nitrosaminas em
solugdes aquosas e de carbaril em agua natural, utilizando o eletrodo BDD como eletrodo de
trabalho (CODOGNOTO et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2007, 2008).

4 VALIDACAO UTILIZADA PARA COMPARACAO

A validacdo de um método analitico pode ser realizada sob diversas formas, utilizando
uma serie de materiais e procedimentos padrdo. Qualquer comparacdo entre duas metodologias
analiticas tem como objetivo avaliar 0s erros sistematicos e aleatérios, mostrando se os resultados
obtidos s&o significativamente maiores ou menores que o0 procedimento padrdo. Ademais, 0S
procedimentos de pré-tratamento de amostra e de operacdo sdo fatores importantes ao se
comparar duas técnicas analiticas (MILLER; MILLER, 2005).

Uma das formas mais comuns de se validar um método experimental é a comparacéo dos
resultados obtidos com aqueles providos por um procedimento analitico padrdo, adotado pela
agéncia de controle. Entretanto, esta comparacdo, muitas vezes, ndo € 6bvia. Como comparar

resultados obtidos por técnicas diferentes, como por exemplo, voltametria de onda quadrada e
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cromatografia? Muitas vezes esta comparacéo € feita utilizando o rendimento de experimentos de
recuperacdo, como por exemplo, no trabalho de Caetano e Machado (2008) e Moraes et al.
(2009). Esta comparacdo, entretanto, ndo tem qualquer significado de validagcdo, uma vez que a
recuperacdo é uma das caracteristicas inerentes das técnicas analiticas, que ndo interfere na
precisdo ou exatiddo do método.

Segundo Miller e Miller (2005), na analise instrumental, esta comparacdo pode ser
adequadamente conduzida graficando-se os resultados obtidos com ambas as técnicas em
amostras contendo diferentes quantidades de analito, por meio das respectivas curvas de
calibracdo. Graficando-se os resultados provenientes da técnica padrdo no eixo X e 0s da nova
metodologia no y, espera-se obter uma relacdo linear. Calcula-se, aplicando métodos estatisticos
definidos, o coeficiente linear, a tangente e o coeficiente de correlacdo desta reta obtida. Se
ambas as analises conduzirem aos mesmos resultados, nas diferentes concentracdes analisadas,
entdo o coeficiente linear devera ser zero, a tangente e o coeficiente de correlagdo deverdo ser 1
(Figura 2a). Na pratica, isto raramente ocorre. Mesmo se ndo houver qualquer erro sistematico, 0s
erros aleatdrios inevitaveis asseguram que ambos 0s procedimentos analiticos nunca apresentem
exatamente 0s mesmos valores, para todas as amostras.

Desvios da situacao “ideal” (a =0, b =r = 1) podem ocorrer por uma série de situagdes
diferentes. Em primeiro lugar, pode-se obter uma reta de regressdo que tenha tangente 1, porém
ndo passa pela origem (0,0) (Figura 2b). Isto €, um método de andlise pode resultar em resultados
maiores ou menores que o outro, por um valor fixo. Tal erro pode ocorrer se, por exemplo, a
linha de base (ou o sinal de fundo, ou o ruido) de um método ndo for avaliada corretamente. Este
é um problema muito comum em medidas eletroquimicas devido as correntes capacitivas.

Uma segunda possibilidade € que a tangente da reta de regressao seja significativamente
diferente de 1, o que indica a existéncia de um erro sistematico na tangente de uma das curvas de
calibracdo individual (Figura 2c). Além disto, estes dois erros podem ocorrer simultaneamente

(Figura 2d). Contudo, ainda podem ocorrer outros erros como mostrado nas Figuras 2e e 2f.
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Figura 2 - Regressdo linear para comparacao de duas metodologias analiticas: (a) mostra perfeita
concordancia entre as duas metodologias para todas as amostras; (b)-(f) ilustra os
resultados de varios tipos de erro sistematicos.

(a) | (b) :

| / ' ,z’*/

Maetodo A —

Metodo B —=

Fonte: MILLER; MILLER, 2005.

Para se avaliar se os valores de intercepto e tangente obtidos diferem significativamente
de 0 e 1, respectivamente deve-se realizar testes estatisticos de significancia com um nivel de
confianca de, por exemplo, 95%. O teste t pareado de Student é utilizado como uma ferramenta
para realizar a comparacdo entre os dados obtidos por ambas as técnicas e provar se estes sao
analogos ou ndo. O teste € realizado a partir do célculo do desvio padrdao dos valores das
concentragfes detectadas para cada técnica e o resultado obtido deve ser comparado com 0s
valores criticos tabelados a determinado grau de liberdade (GL =n— 1, a.= 0,05).
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5 OBJETIVOS

5.1 Geral

Comparacdo dos resultados obtidos pelas técnicas cromatografica liquida de alta

eficiéncia e a eletroanalitica de voltametria de onda quadrada, por meio de uma metodologia

estatistica classica para a determinacéo da exatidao.

5.2 Especificos

v

Avaliar a melhor fase moével e suas respectivas proporcdes, o fluxo e o volume de
injecdo nas analises cromatograficas para determinacdo de MePa.

Avaliar o eletrodo de diamante dopado com boro (BDD) para deteccdo do MePa
preparado em etanol e na solugdo mista de acetonitrila e tampéo PBS (50:50, v/v).
Avaliar o comportamento da técnica de voltametria de onda quadrada diante do
interferente enddcrino MePa.

Selecionar eletrdlito, o pH 6timo e os pardmetros da técnica de voltametria de
onda quadrada que obtém maior resposta de corrente.

Desenvolver e validar o método em cromatografia liquida com detector UV e em
eletroanalitica para determinacdo de MePa, através dos parametros: seletividade,
sensibilidade, linearidade, faixa de trabalho, precisdo, exatiddo, recuperagéo,
limite de deteccéo e limite de quantificacao.

Realizar estudo de interferentes em amostras reais por ambas metodologias.
Avaliar o efeito de matriz das amostras analisadas referente a curva padrdo
analitica de MePa.

Comparar por meio do metodo estatistico de regressdo linear proposto 0s
resultados da deteccdo de MePa obtidos por ambas as técnicas nas amostras de

agua natural superficial e de cosmético, em uma mesma faixa de trabalho.
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6 MATERIAIS E METODOS
6.1 Reagentes

Metilparabeno foi obtido da Sigma/Aldrich (99,0% de pureza). A deteccdo de MePa
usando o eletrodo BDD modificado com éxidos de Pt-Ru foi avaliado em etanol e na solucéo
mista de acetonitrila e tampdo PBS (NaH,PO4; e Na;HPO,, pH 7,5, 0,1 molL™) (50:50, v/v).
Solugdes estoque de MePa (1000 mgL™) foram preparadas em etanol, em acetonitrila:PBS
(50:50, v/v) e em metanol, e estocadas em refrigerador a 4 °C, sendo esta ultima solucdo estoque
utilizada nas anélises cromatograficas. Tampdo PBS em diferentes valores de pH (6,0 — 7,8)
foram testados durante os testes eletroquimicos para a selecdo do pH 6timo e posteriormente
realizada uma comparacao com o tampao Britton-Robinson (BR), sob as mesmas condi¢des (pH
7,5, 0,1 molL™) em trés niveis diferentes de concentracdes de MePa (5,1, 6,4 e 8,7 mgL™). As
solucBes padréo de trabalho para analise eletroanalitica foram preparadas através da diluicdo da
solucdo estoque com tampéo PBS, pH 7,5 (0,1 molL™). Na analise cromatografica as solucdes
padrdo de trabalho foram preparadas a partir da diluicdo da solucdo estoque com metanol:agua-
acido aceético (1%) (65:35, v/v). As solucbes de trabalho foram preparadas nas concentracfes de
0,5,0,75, 1,0, 5,0, 10, 15, 20, 25 e 30 mgL™.

Uma solucdo contendo 0,1 molL™ K4[Fe(CN)s] e Ks[Fe(CN)g], foi preparada para a
realizacdo do teste de impedancia. Os reagentes utilizados foram de grau analitico e o solvente
organico metanol de grau HPLC foi obtido da J.T. Baker e Panreac. Todos os solventes utilizados
na analise cromatogréafica foram filtrados por uma membrana de filtro, com porosidade igual a
0,45 pm (Celulose Reconstituida = RC - Unifil). Todas as solugdes foram preparadas com agua
deionizada do sistema Termo Scientific/ Barnstead Nanopure e o0s reagentes PA da
Sigma/Aldrich, usados sem qualquer purificacdo adicional.

Na Tabela 2 estdo os reagentes utilizados e suas respectivas pureza e procedéncia.



Tabela 2 - Procedéncia e pureza dos reagentes utilizados

Reagente Formula Quimica Fabricante Pureza (%o)
Metilparabeno CgHgO3 Sigma/Aldrich 99
Etanol C,HgO Synth 99,5
Acetonitrila CoH3N Vetec 99,8
Fosfato Monossodico NaH,PO, Sigma/Aldrich 99,0
Fosfato Dissodico Na;HPO, Sigma/ Aldrich 99,0
Acido acético C,H40, Synth 99,7
Acido fosforico HsPO, Mallinckrodt 99,0
Acido bérico H3BO3 Sigma/ Aldrich 99,5
Metanol CH4O J.T. Baker/ Panreac | 100/99,9
Ferrocianeto de Potassio K4[Fe(CN)g] Mallinckrodt 100,5
Ferricianeto de Potassio Ks[Fe(CN)g] J.T. Baker 99,4

6.2 Instrumentacdo e Materiais

6.2.1 Analise HPLC — UV

22

Todas as medidas foram realizadas utilizando o cromatografo Shimadzu série LC-10 com

injetor manual, equipado com coluna de fase reversa C18 (25 cm x 4,6 mm ID x 5 um de

particula) da Sigma/Aldrich (Ascentis® Supelco), pré coluna C18 (2 cm x 4 mm ID x 5 um de
particula) da Sigma/Aldrich (Ascentis® Supelco) e detector UV (modelo SPD — 10AV) com
leitura na regido do comprimento de onda 254 nm (NUNEZ et al, 2010) (Figura 3).
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Figura 3 - Representacdo esquematica e de fluxo de um sistema cromatografico.
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Fonte: Autoria propria.

6.2.2 Anélise Eletroanalitica

As medidas eletroanaliticas foram realizadas em um Potenciostato/Galvanostato
Autolab®/PGSTAT128N (GPES — General Purpose Electrochemical System). Os testes
voltamétricos foram realizados em uma célula de vidro de borosilicato de volume 25 mL com
uma tampa de PTFE contendo trés eletrodos: BDD (8000 mgL™ de dopagem e modificado com
6xidos de Pt-RuOy como eletrodo de trabalho; Ag/AgCl (3 molL™? KCI) como eletrodo de
referéncia; e uma lamina de platina como contra eletrodo (Figura 4). O eletrodo BDD modificado
com Pt-RuOx foi sintetizado em nosso laboratorio em estudos anteriores, utilizando o método sol-
gel (BANDA, 2006). A Figura 5 mostra a imagem obtida por microscépio eletrdnico de
varredura (SEM) da superficie do eletrodo de BDD modificado.

As medidas de pH foram realizadas com pHmetro modelo 8010 (Qualxtron). Todos 0s

experimentos foram realizados a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C).
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Figura 4 - Representacdo esquematica da célula eletroquimica.

/I

1 - eletrodo referéncia; 2 - eletrodo de trabalho; 3 — eletrodo auxiliar.
Fonte: Autoria prépria.

Figura 5 — Imagem obtida pelo SEM da superficie do eletrodo BDD modificado com Pt-RuOy.
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Fonte: SALAZAR-BANDA et al (2006).

6.3 Procedimento Analitico

6.3.1 Cromatogréafico

Os seguintes parametros cromatograficos foram selecionados para analises: volume de

injecdo de 20 pL, sistema de solvente com metanol (A) e &4gua-acido acético (1%) (B) no modo


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378775306011712
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isocratico (65% A) durante 10 min, vazao de 1,0 mL/min e os analitos foram monitorados a £ =
254 nm. Todos os experimentos foram conduzidos em temperatura ambiente, aproximadamente
25 °C (LABAT et al, 2000).

Ap0s a etapa de otimizacdo dos parametros da técnica foi obtido uma curva analitica com
as concentracBes da faixa de trabalho (0,5 a 30 mgL™), relacionando a area de pico com cada

concentragéo.
6.3.2 Eletroquimico

A fim de obter o melhor desempenho para os experimentos de SWV com o eletrodo BDD,
0s parametros voltamétricos (frequéncia, amplitude e degrau de potencial) foram otimizados.
Como a solubilidade do MePa em &gua é baixa, as solu¢des estoque com concentracdo de MePa
de 1000 mgL™ foram preparadas usando um solvente organico. Usando voltametria ciclica a 50
mVs™, a resposta de 50 mgL™ de MePa diluido da solucdo estoque em PBS + acetonitrila ou
usando apenas etanol, foi avaliada. Aliquotas da solugdo estoque foram diluidas em solucdo PBS
pura na célula eletroquimica antes das medidas.

Antes dos experimentos voltamétricos o BDD foi submetido a um pré-tratamento em uma
solucdo de H,SO4 0,5 molL™ aplicando um potencial anédico (+3,0 V por 10 min.) sequido de
potencial catodico (-3,0 V por 10 min.). Previamente a cada varredura voltamétrica, o tratamento
catodico (-3,0 V por 10 min.) foi repetido em 0,1 molL™ de PBS (pH 7,5) para a recuperagéo da
superficie do eletrodo. A eficiéncia do tratamento catddico entre medidas foi verificada através
de experimentos eletroquimicos de impedancia faradaica.

A curva analitica de MePa em solucdes de laboratério de PBS 0,1 molL™ (pH 7,5) foi
obtida por SWV usando os parametros otimizados em uma faixa de concentracdo de MePa de 0,5
a 30 mgL™. Pela correlagéo linear obtida, os limites de deteccéo e quantificacdo foram calculados

de acordo com um procedimento estatistico discutido por Miller e Miller (2005).
6.4 Preparo das Amostras na Analise Cromatogréfica

Na andlise cromatografica as amostras necessitaram de um tratamento rigoroso, sendo
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realizado como segue. A amostra de agua natural superficial coletada em um riacho da cidade de
Sdo Carlos - SP (S 21 59.670 '/ W 047 54.183") foi submetida ao processo de clean-up,
primeiramente sendo filtrada em um papel de filtro, seguido da filtragdo com membrana de filtro
de 0,45 pm (RC) de porosidade. Com a amostra de cosmético, foi preparada uma solugédo estoque
pesando uma massa equivalente a cerca de 1,5 mgL™ de MePa e dissolvida em metanol em um
banho ultrassénico por 15 min até sua completa dissolucéo, seguido de centrifugacdo a 3300 rpm
durante 1 h e 30 min. O sobrenadante foi filtrado com uma membrana de filtro de porosidade
0,45 pum (RC).

As solucBes das amostras purificadas foram preparadas em 9 niveis de concentragéo (0,5,
0,75, 1,0, 5,0, 10, 15, 20, 25 e 30 mg L™) para amostra de agua natural superficial e em 7 niveis
(1,0, 5,0, 10, 15, 20, 25 e 30 mgL™) para amostra de cosmético, pelo método de adicdo de padrao.
Para amostra de cosmético foram tomadas aliquotas de 1 mL, mais aliquotas adequadas da
solucdo estoque do padrdo, seguido de diluicdo com metanol. O conteido nominal de MePa nas

amostras foi calculado pela curva analitica obtida para cada amostra.
6.5 Preparo das Amostras na Analise Eletroanalitica

A amostra de agua natural superficial foi coletada da mesma regido pouco impactada da
cidade de Séo Carlos e submetida apenas a um procedimento de filtracdo com papel de filtro para
remover particulas solidas presentes. Apoés a filtracdo, a amostra de agua foi tamponada com a
mesma composicdo de sal (NaH,PO, e Na,HPO,) usada para preparar o tampéo PBS.

Com a amostra de cosmético, foi preparada uma solugdo estoque pesando a mesma massa
de MePa utilizada na analise cromatografica (cerca de 1,5 mgL™) e dissolvida em etanol em um
banho ultrassénico por 15 min até sua completa dissolucgéo.

Foram tomadas aliquotas de 1 mL da amostra de cosmético e diluidas com tampéo PBS.
Para ambas as amostras foram preparadas solu¢des nos mesmos niveis de concentracdo utilizados
na anélise cromatogréfica, de 0,5 a 30 mgL™ e de 1,0 a 30 mgL™, para amostra de agua natural
superficial e cosmético, respectivamente, tomando aliquotas adequadas de sua respectiva solugdo
estoque. A quantidade necessaria da solucdo foi entdo transferida para uma célula voltamétrica e

voltamogramas SWV foram registrados. O conteudo nominal de MePa nas amostras foi
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determinado a partir da curva analitica correspondente em tampé&o PBS.
6.6 Validacdo dos Métodos

Os métodos eletroanalitico e cromatografico foram validados com base no guia de
validagdo “Orientac¢do sobre Validagao de Métodos Analiticos” (INMETRO, 2011), no livro de
Miller e Miller (2005) e no trabalho de Ribeiro et al. (2008). Foram avaliados os parametros de
validacdo: seletividade, sensibilidade, linearidade, faixa de trabalho, precisdo, exatidao,

recuperacdo, limite de deteccdo e limite de quantificacao.
6.6.1 Seletividade

A seletividade é um parametro de andlise que demonstra a capacidade do método de
identificar e quantificar o analito em amostra reais, na presenca de interferentes existentes ou néo
na matriz. Esse parametro foi avaliado através da comparacdo dos cromatogramas e
voltamogramas obtidos a partir da analise do branco das amostras de dgua natural superficial e de

cosmético, com os obtidos para as mesmas amostras fortificadas.
6.6.2 Sensibilidade, Linearidade e Faixa de Trabalho

Os parametros de sensibilidade, linearidade e faixa de trabalho foram avaliados para 0s
dois métodos aqui utilizados de forma similar, através da analise do MePa preparado em fase
movel (metanol:agua-acido acético (1%), 65:35, v/v) e etanol/tampdo PBS, para as analises
cromatografica e eletroanalitica, respectivamente, em concentragdes variando de 0,5 a 30 mgL™.
Apbs o procedimento de preparo das amostras, estes mesmos parametros também foram
avaliados em relacdo as amostras fortificadas, na faixa de concentragdo de 0,5 a 30 mgL™ para
amostra de agua natural superficial e de 1,0 a 30 mgL™ para amostra de cosmético.

A curva analitica foi determinada a partir da andlise da faixa linear de trabalho, com 9
niveis de concentracdo para amostra de gua natural superficial e 7 niveis de concentragdo para

amostra de cosmético, mais 0 branco para ambas as amostras. A faixa de trabalho para a analise
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cromatografica foi delimitada pela faixa de trabalho obtida na andlise eletroanalitica. A
linearidade foi verificada por meio da construgdo dos graficos que representam a correlagdo entre
a area do pico cromatografico e a concentracdo do analito para analise cromatografica e a altura
de corrente do voltamograma e a concentracdo do analito, para analise eletroanalitica.

Posteriormente, foi obtido o coeficiente de correlacéo, a partir da equacao da reta:

y =bx +a 1)
y: resposta medida;
X: concentragdo;
a: intersecdo com o eixo y, quando x = 0;

b: inclinacdo da curva analitica (sensibilidade).
6.6.3 Precisdo

A precisdo é o parametro que avalia a dispersdo dos resultados obtidos por varias medidas
realizadas na mesma amostra (RIBEIRO et al., 2008). Este parametro foi avaliado por meio do
desvio padrdo relativo (RSD), calculado pela equacéo (2), sendo SD o desvio padrédo, obtido pela
equacao (3) e x a média aritmética dos valores da resposta de cada técnica referente as deteccdes,
estando estes relacionados com a concentragdo do analito na amostra. A repetitividade foi
avaliada através da andlise em triplicata de cada concentracdo da curva de calibracdo para cada

amostra e calculada pela equacéo (3).
RSD = = x 100 (2)
_ 2=’
SD = / o= ©)

: resposta de cada técnica para cada amostra analisada;

>

X. média aritmetica dos valores da resposta de cada técnica referente as deteccdes;

>

: numero total de medidas para cada concentracao.
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Segundo ANVISA (2012), para anélise de residuos € considerado aceitdvel valores
menores que 15% de RSD.

6.6.4 Exatiddo e Recuperacédo

A exatiddo é definida como o nivel de concordéncia entre o valor medido e um valor de
referéncia, estando relacionada com o erro absoluto de uma medida (RIBEIRO et al., 2008).
Desta forma, a exatiddo e também a recuperacdo foram avaliadas em todos 0s niveis de
concentracdo da curva analitica.

Na analise cromatografica, a exatidao foi calculada relacionando os valores das respostas
de cada concentracdo da curva analitica, antes (valor medido) e depois (valor de referéncia) da
respectiva etapa de preparo para as amostras, sendo estas fortificadas com a mesma concentracao
de padrdo. Na analise eletroanalitica, a mesma relacdo foi realizada, porém utilizando como valor
de referéncia os valores das respostas das solugdes padréo das concentragdes em tampao PBS. A
exatidéo foi calculada a partir da equacao a seguir:

exatidio = —raormedido 440 (4)

valor de referéncia

Segundo INMETRO (2011), resultados proximos a 100% indicam similaridade entre o
valor observado e o valor de referéncia. Valores em torno de 70 a 120% sd@o considerados
adequados para métodos analiticos de deteccao.

Para analise da exatiddao das metodologias desenvolvidas também foi utilizado o teste t de
significancia para cada nivel de concentracao realizado em triplicata (n = 3) a 95% de confianca e
posterior comparagdo com o valor critico tabelado para 2 graus de liberdade (GL = n - 1; a =
0,05). Este teste verifica a proximidade dos valores obtidos experimentalmente e os valores
definidos com valores de referéncia, adotando a hipdtese nula de que o método analitico nédo esta
sujeito a erros sistematicos, ou seja, ndo havendo diferenca significante entre os valores
observados e os conhecidos (MILLER; MILLER, 2005). Para calculo do teste t foi utilizado a

equacdo (5), onde x é média aritmética dos valores da resposta de cada técnica referente as



30

deteccdes; SD é o desvio padrédo, obtido pela equacédo (3) e n € nimero total de medidas para cada

concentragéo.

t=n 5 (5)

SD

A recuperacdo da metodologia cromatografica foi avaliada através da relacdo entre a
amostra fortificada antes e depois da sua etapa de clean-up. Na analise eletroanalitica, foi
realizada a comparacdo da amostra fortificada com a solucao padrdo em tampéo PBS, devido a
inexisténcia da etapa de clean-up durante esta andlise. Este parametro foi calculado pela equagéo
(6). A amostra de agua natural superficial foi fortificada com o analito nas concentracGes de 0,5,
0,75, 1,0, 5,0, 10, 15, 20, 25 e 30 mgL™ e a amostra de cosmético nas concentracdes de 1,0, 5,0,
10, 15, 20, 25 e 30 mgL™.

Cc1-C2
Cc3

recuperacio = ( ) x 100 (6)
C1: concentracéo calculada do analito na amostra fortificada;

C2: concentracdo calculada do analito na amostra ndo fortificada (cromatografia) ou na solucéo
em tampdo PBS (eletroanalitica);

C3: concentracdo do analito adicionada a amostra fortificada.

No célculo de recuperacdo foram utilizados os valores das concentracdes desconhecidas,
calculados pela equacdo da reta do método, obtida em cada técnica, sendo que na analise
cromatografica foi obtida para cada amostra e na analise eletroanalitica apenas para a solucao do

padrdo em tampdo PBS.
6.6.5 Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacédo (LQ)

O limite de deteccdo (LD) é definido como a concentragdo minima em que uma

substancia pode ser medida, diferente do sinal do branco e informada com 95% de confianca.
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Esse pardmetro é verificado estatisticamente através da Figura 6, onde a curva A representa a
distribuicdo normal dos valores do sinal do branco; a curva B representa o limite de deciséo e a
curva C o limite de deteccdo. A distancia 3sg mostra o distanciamento da medida de uma
quantidade minima da amostra contendo o analito, do branco da amostra, representado pela curva
A. Nesta distribuicdo apenas a ponta da calda encontra-se dentro da distribuigéo dos valores do
branco, representando 5% da curva C. Desta forma, é possivel definir com 95% de certeza que o
LD encontra-se na distribuicdo de valores da curva C (MILLER; MILLER, 2005).

Figura 6 — DefinicGes de limite de deciséo e limite de deteccéo.

Limite de Limite de
VB decisdo deteccdo
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Fonte: MILLER; MILLER (2005).

Com base na Figura 6, o LD pode ser representado pela equacdo (7), onde yg € Sg Sd0 a
concentracdo do analito com o sinal igual ao do branco e o desvio padrdo do branco,
respectivamente. Contudo, os valores de yg € sg sd0 obtidos, na pratica, através da curva de
regressao linear analitica, podendo ser trocados pelo coeficiente angular da reta (a) e pelo desvio
padrdo dos valores de y (Syx) (MILLER; MILLER, 2005).

LD == YB + SSB (7)

Ha quem calcule o LD por meio do desvio padrdo de medidas do branco. O branco é

constituido por todos os reagentes, sem a presenca da amostra e do analito, portanto, ao analisar
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somente o branco como forma de obter o LD, ndo reproduz as condigdes reais de andlise, onde ha
a participacdo de ambos (ANALYTICAL, 1987; RIBEIRO et al., 2008). Em especial na analise
eletroanalitica, as respostas da analise do branco das amostras sempre contém erros devido a
interacdo superficie do eletrodo/solucdo analisada, com a auséncia do analito. Desta forma, os
LDs e LQs da andlise eletroanalitica e cromatografica foram calculados de forma diferente.

Para evitar a inser¢do de mais erros durante as medidas de LD, Miller e Miller (2005)
propde a utilizacdo de todos os pontos da curva analitica e o desvio padrdo do coeficiente angular
da reta. O LD na analise eletroanalitica para as soluces padrdo de MePa, foi calculado pela
equacdo 14. Os coeficientes angular e linear da reta foram calculados pelas equacdes 8 e 9. Pelas
equacOes 10, 11 e 12 foram calculados os desvios padrdo referente aos coeficientes angular e

linear.

_ 2iflxi- 0 Wi- M}
b= Zi(xi— x)? ®)

b: coeficiente angular da curva analitica;

Xi- concentragdo nominal do nivel da curva;

x. média aritmética das concentracGes de x;;

yi: resposta de cada técnica para cada nivel de concentracao analisado;

. média aritmética das respostas (y;) de cada técnica.
a=y— bx 9)

a: coeficiente linear da curva analitica;
. média aritmética das respostas (y;) de cada técnica;
b: coeficiente angular curva analitica, calculado pela equacéo 8;

X. média aritmetica das concentracdes de X;.

Yiyi—9:)?
Sy = JHLIE (10)
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Syi: desvio padréo dos valores calculados dos coeficientes angular e linear;

yi: resposta de cada técnica para cada nivel de concentracéo analisado;

yi: valor da resposta de cada técnica calculado pelos coeficientes angular e linear, obtidos pelas
equacdes 8 e 9;

n: nimero de concentragdes utilizadas para construcdo da curva analitica.

= Syx
% = o2 1

Sp: desvio padréao do coeficiente angular;

Syi: desvio padréo dos valores calculados de coeficiente angular e linear, calculado pela equagéo
10;

Xi: concentragdo nominal do nivel da curva;

X. média aritmética das concentracGes de X;;

_ _mixf
Sa = Sy/x 5o 7 (12)

S,: desvio padrdo do coeficiente linear;

Syi: desvio padréo dos valores calculados de coeficiente angular e linear, calculado pela equagéo
10;

Xi: concentracdo nominal do nivel da curva;

X. média aritmética das concentracfes de X;;
LODa =a i t(n_z)Sa (13)

LODg: limite de confianca do intercepto;
a: coeficiente linear, calculado pela equagéo 9;
t(-2): valor de t de Student (GL =n -2 e o= 0,05);

Sa: desvio padréo do coeficiente linear, calculado pela equagéo 12;
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No caso da analise eletroanalitica, para amostra de 4gua natural superficial n € igual a 10 e
t de Student igual a 2,31 (GL = 8) e para amostra de cosmético n é igual a 8 e t de Student é igual
a 2,45 (GL = 6), a 95% de confianca.

(14)

LODg: limite de confianca do intercepto, calculado pela equacéo 12;
a: coeficiente linear, calculado pela equacéo 9;

b: coeficiente angular, calculado pela equacgéo 8.

O branco na analise cromatografica ndo possui sinal e deve ser desconsiderado nos
calculos de LD e LQ. Portanto, foram utilizadas as definicdes para célculo de LD segundo
Ribeiro et al. (2008), através das equacdes 15 e 16, sendo para amostra de agua natural superficial
nigual a 9 e t de Student igual a 2,31 (GL = 8) e para amostra de cosmético n igual a 7 e t de
Student igual a 2,45 (GL = 6) , a 95% de confianca.

_ Sy/x .t l (yC_ 3_1)2
LD =2 .22 J (3)+ 1+ e (15)

Syi: desvio padréo dos valores calculados de coeficiente angular e intercepto (equagéo 10);
t: t de Student (GL =n-1 e o = 0,05);

b: coeficiente angular da curva analitica;

n: nimero de concentragdes utilizadas na construgdo da curva;

Yc. Y critico, calculado segundo equacéo 16;

. média das respostas analiticas considerando-se todos os niveis da curva;

Xi: concentracdo nominal do nivel da curva;

X. média aritmetica das concentracdes de X;.
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x2

1
ye=a+ Sy/x.t.\/(;)-l- 1+m (16)

Embora, a analise cromatografica consiga detectar em uma faixa menor de concentracéo,
0 objetivo deste trabalho € avaliar o desempenho de ambas as técnicas em uma mesma faixa de
trabalho.

O limite de quantificacdo (LQ) indica qual a menor concentracdo do analito que a técnica
consegue quantificar em solucBes puras de laboratério, com a auséncia de interferentes
(MILLER; MILLER, 2005). Este parametro foi calculado pelas equacgdes 10, 17, 18, 19 para a

analise cromatogréfica.

10 = (229) 4 (Bt \/(%) + 1+ —bz(zyrz(?z_ = (17)

yn: calculado pela equacgéo 16;

a: coeficiente linear da curva analitica;

b: coeficiente angular da curva analitica;

Syi: desvio padréo dos valores calculados de coeficiente angular e intercepto (equagéo 10);
t: t de Student (GL = n-1 e o= 0,05);

: numero de concentrac@es utilizadas na construcdo da curva;

>

. média das respostas analiticas considerando-se todos os niveis da curva;
Xi: concentracdo nominal do nivel da curva;

x. média aritmética das concentracdes de ;.

yh=a+2.Sy/x.t.\/(%)+ 14 et (18)

Z?=1(xi_ J?)2

O parametro X da equagédo 18 € calculado pela equacdo 19, onde Sy € o desvio padréo

dos valores calculados de coeficiente angular e intercepto (equacdo 10); t € o t de Student; b é
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coeficiente angular da curva analitica; n € nimero de concentra¢@es utilizadas na construgdo da

curva e x € média aritmética das concentracdes de x; (concentragcdo nominal do nivel da curva).

Para a analise eletroanalitica, o LQ foi calculado através do LD (equacdo 14), pela

equacéo 20.
LQ = 3,333LD (20)
6.7 Estudo do Efeito de Matriz

O efeito de matriz é a denominacdo dada a interferéncia dos outros componentes da
solucdo do analito no sinal analitico. Para minimizar esse efeito, sdo utilizados, dentre outros, 0s
métodos de extracdo ou clean up da amostra. Também séo utilizados procedimentos analiticos a
fim de promover a compensacédo do efeito de matriz, como a utilizacdo de analitos protetores e
adicdo de padrdo (PINHO et al., 2010).

A avaliacdo do efeito matriz foi realizada por comparagédo da resposta dos equipamentos
(cromatogréafico e eletroanalitico) das solucBes padrdo do MePa em solvente (metanol para
analise cromatogréafica, e etanol e eletrolito suporte, para analise eletroanalitica) com aquelas

preparadas com as amostras em concentracdes na faixa de 1,0 a 30 mgL™.

6.8 Analise Estatistica

Os resultados obtidos por cada técnica analitica foram analisados por meio da
metodologia de comparacdo entre duas técnicas analiticas segundo Miller e Miller (2005). Esta
comparacdo é feita pela avaliacdo da equacdo da reta obtida por regressdo linear, onde 0s

resultados da deteccdo eletroanalitica sdo graficados no eixo das ordenadas e os resultados
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obtidos pela metodologia padrdo de detec¢do, cromatografia liquida, sdo graficados no eixo das
abscissas, para cada amostra analisada, em uma mesma faixa de trabalho.

Os resultados deverdo se aproximar do ideal (a =0, b =r = 1) para que as metodologias
sejam analogas. Para isso, os resultados das deteccfes de ambas as metodologias para cada
amostra devem ser avaliados pelo método estatistico t de Student pareado, a partir da equagéo 18,
calculando o desvio padrdo (SD) da diferenca dos valores das concentracOes detectadas. O
resultado, entdo, é comparado com o valor critico tabelado a 95% de confianca e determinado
graus de liberdade, de acordo com o nimero de concentracBes a serem analisadas para cada

metodologia e para cada amostra.

(18)

d: média aritmética das diferencas entre cada valor de concentragio obtido por cada técnica e
para cada amostra;
n: nimero total de concentracdes para cada técnica.

SD: desvio padréo calculado pela equacéo 3;

A média adequada das diferencas entre os valores de deteccdo obtidos para cada técnica
seria zero, se as duas metodologias forem anélogas, na faixa de concentracdo estudada. Valores
diferentes de zero sdo esperados devido aos erros aleatorios, porém um teste t demonstra se esta
diferenca é pequena o suficiente para ser explicada por erros aleatorios ou se os valores das

concentragdes obtidas pelas duas metodologias séo, realmente, diferentes.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Analise Cromatografica

As condicbes cromatograficas foram otimizadas para a determinagdo de MePa. O MePa
possui maior afinidade com a fase orgéanica (metanol), portanto foram realizados testes variando
as propor¢des da fase movel orgénica, a fim de se obter um pico bem definido em um menor
tempo de retencdo. Por se tratar da determinacdo de apenas um analito, foi utilizado o modo
isocratico de analise. Na Tabela 3 sdo apresentadas as condi¢cBes cromatogréaficas selecionadas

para prosseguimento com as analises.

Tabela 3 - Condicdes cromatograficas otimizadas

Parametro Condicdes
Coluna C18 (25 cm x 4,6 mm ID x 5 um de particula,
Sigma/Aldrich) (Ascentis® Supelco)
Pré-coluna C18 (2cm x 4 mm ID x 5 um de particula,
Sigma/Aldrich) (Ascentis® Supelco)
Temperatura ambiente (~ 25 °C)
Fase Movel (FM) Metanol:Agua-Acido Acético (1%)
Proporgéo (%) Isocratico (65:35, v/v)
Vazdo 1,0 mLmin™
Volume de injecédo 20 puL
Tempo de corrida 10 min.
Comprimento de onda 254 nm

Ap0s a otimizacdo das condigdes cromatograficas, foram realizadas analises das solucoes
padrdo de MePa preparadas a partir da diluicdo da solugcdo estoque com metanol:agua-acido
acético (1%) (65:35, v/v), nas concentracdes variando de 0,5 a 30 mgL™. A Figura 7 apresenta o
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cromatograma do MePa obtido sob condicées otimizadas para concentracio de 5,0 mgL™, onde é

possivel observar um pico bem definido no tempo de retencéo (tg) de 4,86 min.

Figura 7 — Cromatograma do MePa na concentracdo de 5,0 mgL™. Condices cromatograficas
otimizadas: FM metanol:agua-acido acético (1%) (65:35, v/v) (isocratico), vazéo de
1,0 mLmin™, volume de injecdo de 20 pL e temperatura ambiente (~ 25 °C).
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7.1.1 Quantificacdo de MePa em Amostras Reais

Antes das analises, as amostras foram submetidas a uma etapa de clean-up, sendo
realizado conforme descrito no item 6.4. As amostras purificadas foram preparadas em 9 niveis
de concentracéo (0,5, 0,75, 1,0, 5,0, 10, 15, 20, 25 e 30 mgL™), para amostra de 4gua natural
superficial e em 7 niveis (1,0, 5,0, 10, 15, 20, 25 e 30 mgL™), para amostra de cosmético, pelo
método de adicdo de padrdo. Posteriormente, foram realizadas as analises cromatogréaficas de tais
amostras fortificadas para obtencéo de suas respectivas curvas analiticas.

A seletividade do método foi avaliada pela comparagdo dos cromatogramas da analise das
amostras com os obtidos para as mesmas amostras fortificadas com 5,0 mgL™ de MePa e, entio,
comparados com o cromatograma da solugédo padrédo de MePa preparado em metanol:dgua-acido
acético (1%) (65:35, v/v) na concentracdo de 5,0 mgL™. As Figuras 8 e 9 apresentam a
comparacdo dos cromatogramas para amostra de agua natural superficial e de cosmeético,

respectivamente.
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Figura 8 - Cromatogramas obtidos para amostra de agua natural superficial, demonstrando a
seletividade do método. FM: metanol:agua-acido acético (1%) (65:35, V/v)
(isocratico); vazdo: 1,0 mLmin™; volume de injecdo: 20 pL e temperatura ambiente
(~ 25 °C). tr = 4,86 min.
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Figura 9 - Cromatogramas obtidos para amostra de cosmético, demonstrando a seletividade do
método. FM: metanol:agua-acido acético (1%) (65:35, v/v) (isocratico); vazdo: 1,0
mLmin™; volume de injecdo: 20 pL e temperatura ambiente (~ 25 °C). t, = 4,86 min.
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7.1.2 Validagéo

Foram realizadas trés repeti¢Oes para cada concentracdo de MePa, originando um valor de
area médio e o conjunto de valores medios foram calculados e plotados em funcdo da
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concentracdo de MePa. As Figuras 10 e 11 mostram as curvas médias para as amostras de agua

natural superficial e de cosmético, respectivamente.

Figura 10 - Gréfico da média das curvas analiticas (n = 3) para amostra de agua natural
superficial fortificada com concentragdes crescentes de MePa (0,5, 0,75, 1,0, 5,0, 10,
15, 20, 25 e 30 mgL™). FM: metanol:agua-acido acético (1%) (65:35, V/v)
(isocratico); vazdo: 1,0 mLmin™; volume de injecdo: 20 pL e temperatura ambiente
(~ 25 °C).
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Figura 11 - Gréafico da média das curvas analiticas (n = 3) para amostra de cosmético fortificada
com concentrages crescentes de MePa (1,0, 5,0, 10, 15, 20, 25 e 30 mgL™). FM:
metanol:agua-acido acético (1%) (65:35, v/v) (isocratico); vazdo: 1,0 mLmin™;
volume de injecdo: 20 pL e temperatura ambiente (~ 25 °C).
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Apobs a obtencdo da curva analitica para cada amostra foram realizados os testes de
recuperacdo, sendo avaliados por meio da comparacdo entre as amostras fortificadas com
concentracdes variando de 0,5 a 30 mgL™, para amostra de agua natural superficial e de 1,0 a 30
mgL™, para amostra de cosmético, antes e depois das suas respectivas etapas de clean-up. Foram
obtidos valores recuperacao na faixa de 95,6 — 101,6% para amostra de &gua natural superficial,
com desvio padrdo relativo (RSD) inferior a 4,8%. Para a amostra de cosmético as recuperacées
variaram na faixa de 78,0 — 99,8%, apresentando RSD inferior a 2,2%.

Segundo a ANVISA (2003) valores de recuperacdo em torno de 100% sdo desejaveis,
porém sdo aceitaveis valores menores desde que o método apresente RSD menor que 15%. Por
tanto, os métodos aqui otimizados para as respectivas amostras de agua natural superficial e
cosmético, sdo considerados precisos, com RSD total menor que 4,8%.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) dos métodos aplicados as amostras
foram obtidos seguindo o0 método descrito por Ribeiro et al. (2008), calculados pelas equacbes 15
e 17, respectivamente. O LD calculado foi de 0,49 mgL™ e o LQ de 0,73 mgL™, para amostra de
4gua natural superficial. Para amostra de cosmético foi obtido valor de LD de 1,26 mgL™ e de LQ
de 1,88 mgL™.

Os resultados obtidos para validacdo do método cromatografico podem ser visualizados

resumidamente na Tabela 4.
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Tabela 4 - Resultados dos parametros de validacdo de método cromatogréfico

X Amostra de agua Amostra de
Parametro natural superficial cosmetico
Faixa linear® (mgL'l) 0,51 -28,80 0,78 — 29,81

Curva analitica linear (mgL™)

y =125507,45 x +

y =122465,92 x +

9381,38 114470,67
Coeficiente de correlagdo (R) 0,9999 0,9996
Precisdo (min-max) em RSD (%) 1,37 -4,80 0,53-2,20

Exatiddo em (%) e em termos de

t de Student® médios (min-méx)

95,1 (91,2 — 97,5)

1,74 (1,08 — 2,80)

99,9 (98,1 - 101,4)

1,28 (0,42 — 2,00)

Recuperacdo média (min-max) (%)

97,8 (95,6 — 101,6)

94,1 (78,0 - 99,8)

LD®e LQ® (mgL™)

0,49¢e0,73

1,26 1,88

? Faixa de 0,5 a 30 mgL™ para agua natural superficial e de

1,0 a 30 mgL™* para cosmético, mais o branco das amostras;

7.1.3 Efeito de Matriz

® ¢ de Student critico = 4,30 (n=3; GL=2;a=0,05);

¢ LD = limite de detecc¢do; LQ = limite de quantificagéo.

Na analise cromatografica o estudo do efeito de matriz foi realizado por meio de

comparacdo das curvas analiticas obtidas para cada amostra com a curva padrdo em solvente
(metanol:4gua-acido acético, 65:35, v/v), na faixa de concentracdo de 1,0 a 30 mgL™, e os
resultados s&o apresentados na Figura 12. E possivel identificar a presenca de interferentes e/ou
erros sistematicos para ambas as amostras, aumentando a resposta da técnica em cada nivel de
concentracdo em comparacdo a curva em solvente. No caso da amostra de cosmético ja havia
certa quantidade de MePa (~1,5 mgL™) em sua formulag&o, por tanto o sinal da resposta referente

as concentracgdes foi pouco maior que a resposta da amostra de agua natural superficial.
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Figura 12 - Efeito de matriz na analise cromatografica das amostras de dgua natural superficial e
de cosmetico.
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7.2 Analise Eletroanalitica
7.2.1 Comportamento Eletroquimico do BDD

As respostas eletroquimicas de 50 mgL™ de MePa (a partir de duas diferentes solucdes
estoque, por exemplo, dissolvida ou em PBS + acetonitrila ou apenas em etanol) com o eletrodo
BDD modificado com a mistura de oOxidos de Pt-Ru foram obtidos por experimentos de
voltametria ciclica a 50 mV s™ e os resultados estdo apresentados na Figura 13. Embora as duas
respostas voltamétricas sejam similares, é possivel observar que o pico de oxidagdo com solugédo
em etanol é deslocado em dire¢cdo a um potencial menos positivo. Este resultado se deve
provavelmente aos diferentes efeitos de solventes organicos na dupla camada do eletrodo e é
adequado para tal determinacdo para evitar a interferéncia de outras espécies organicas que oxida

a potenciais positivos. Desta forma, a solucgdo estoque etanolica foi usada ao longo deste trabalho.
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Figura 13 - Voltamograma ciclico do comportamento do BDD frente a solucdo de MePa a 50
mgL™ em PBS 0,1 molL™, pH 7,5, a partir das solugdes estoque em (a) etanol (linha
cheia) e em (b) ACN:PBS (50:50, v/v) (linha tracejada), a v = 50 mVs™.
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7.2.2 Eficiéncia do Procedimento de Limpeza

Devido a forte adsorcdo de espécies de natureza organica usadas neste estudo (MePa e
etanol) na superficie do eletrodo, um procedimento de limpeza foi necessario, antes de cada
varredura voltamétrica, a fim de tornar as medidas eletroquimicas reprodutiveis. Aqui, 0
procedimento de limpeza consiste na aplicacdo de um potencial catédico de -3,0 V durante 30 s
em PBS pH 7,5, entre cada medida. A eficacia de tal procedimento foi seguido por medidas de
impedancia eletroquimica faradaica, em 0,1 molL™ KCI contendo 5,0 x 10° molL™ do par redox
Ka[Fe(CN)g]/K3[Fe(CN)s], em condig¢Bes de circuito aberto. Os resultados experimentais s&o
mostrados na Figura 14 onde é possivel observar que, apés o procedimento de limpeza a
resisténcia de transferéncia de carga, definida pelo diametro do semicirculo, retorna a seu valor

original, indicando a total remocéo das espécies adsorvidas durante a oxidacdo do MePa.



47

Figura 14 - Grafico Nyquist do BDD em 0,1 molL™ KCI contendo 5,0 x 10 molL™ do par redox
K4[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)g], em potencial de circuito aberto.
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7.2.3 Influéncia do pH no Processo de Oxidacdo do MePa

O potencial de pico é deslocado em direcdo a valores de potencial negativo com o
aumento de pH, mostrando que a oxidacdo do MePa € mais dificil em meio acido, como indicado
pelos dados experimentais mostrados nas Figuras 15 e 16. Em meio alcalino o MePa pode sofrer
hidrélise formando o acido 4-hidroxibenzoico. Além disso, a corrente de pico de oxidacdo do
MePa é também influenciada pela mudanca de pH e, na faixa de 6,0 a 7,8, aumenta em solucGes
mais alcalinas. A maior intensidade de corrente de pico foi observada para o pH 7,5, como
observado na Figura 15. O grafico I, versus pH (Figura 16) destaca que a corrente de pico €
afetada pelo valor do pH. Assim, para os estudos subsequentes, o pH 7,5 foi escolhido como o

ideal.
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Figura 15 - Voltamograma de onda quadrada de oxidacdo do MePa a 5,1 mgL™ em PBS 0,1

molL™ a diferentes valores de pH. Parametros da SWV: a =50 mV, f =20 Hz ¢ AE; =
2mV.
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Figura 16 - Representacdo dos parametros experimentais (Ip e E), obtidos da Figura 15
relacionados a variacao do pH.
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De modo a verificar a influéncia do eletrélito suporte na oxidacdo do MePa, estudos
usando tampao Britton-Robinson (tamp&o BR) foram realizados e os resultados comparados com
aqueles obtidos com tampdo PBS. Trés concentra¢des de MePa foram avaliadas (5,1, 6,4 e 8,7
mgL™), cujos resultados s&o mostrados na Figura 17.
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Figura 17 - Voltamograma de onda quadrada para selecdo do eletrolito suporte tampédo PBS (-)
ou BR (-) (0,1 molL™, pH 7,5), com concentracdes crescentes de MePa (5,1, 6,4 e 8,7

mgL™Y).
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Na Figura 17 é possivel observar uma intensidade de corrente maior e mais uniforme para
concentragOes crescentes de MePa em eletrdlito suporte tampao PBS, sendo, portanto, escolhido
como eletrdlito suporte ideal para as posteriores anélises.

7.2.4 Otimizacdo dos Parametros da SWV

Como introduzido na secdo anterior, a voltametria de onda quadrada é uma poderosa
técnica analitica que permite a realizacdo de experimentos em uma ampla faixa de intervalos de
tempo. Ela é baseada em alguns parametros (amplitude, frequéncia de pulso da onda quadrada
aplicada e incremento de potencial da escada) que podem ser otimizados para toda medida
eletroquimica, visando um melhor desempenho. Desta forma, a resposta 6tima para a variacao de
cada parametro foi obtida e apresentada abaixo. Inicialmente, em uma amplitude (a = 50 mV) e
incremento de pontencial (AEs = 2 mV) fixos, o efeito da variagdo da frequéncia na corrente de
pico de SWV foi calculado pela representacdo da corrente de pico em fungéo da frequéncia, em
uma solugéo de PBS 0,1 molL™ contendo 1,0 mgL™ de MePa (Figura 18). E evidente que o valor

méaximo da corrente de pico foi obtido para uma aplicacdo de pulso de frequéncia de 35 Hz no
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eletrodo, sendo este o seu valor 6timo.

Figura 18 - Efeito da variacdo da frequéncia no pico de corrente da SWV a uma amplitude de 50

mV e um incremento de potencial de 2 mV para uma solucdo de PBS 0,1 molL™
contendo 1,0 mgL™ de MePa.
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O mesmo procedimento foi empregado para a influéncia da amplitude na corrente de pico.
Usando o valor 6timo da frequéncia (35 Hz) e fixando o valor de AEs = 2 mV, a variacdo da

corrente de pico é mostrada na Figura 19, sob as mesmas condi¢bes experimentais usadas na
Figura 18.
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Figura 19 - Efeito da variacdo da amplitude no pico de corrente da SWV a uma frequéncia de 35
Hz e um incremento de potencial de 2 mV em PBS 0,1 molL™ contendo 1,0 mgL™ de

MePa.
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A corrente de pico cresce linearmente com o crescimento da amplitude até

aproximadamente 30 mV, onde a taxa de variagcdo diminui. Desta forma, o valor de 30 mV foi

selecionado para os estudos posteriores em relagdo a oxidacdo do MePa com o eletrodo BDD

modificado.

Finalmente, para uma frequéncia de 35 Hz e amplitude de 30 mV, o efeito do incremento

de potencial foi avaliado nas mesmas condi¢des experimentais e os resultados estdo plotados na

Figura 20.



52

Figura 20 - Efeito da variacdo do incremento de potencial no pico de corrente da SWV a uma
frequéncia de 35 Hz e uma amplitude de 30 mV, para PBS 0,1 molL™ contendo 1,0
mgL™ de MePa.
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A dependéncia mostrada na Figura 20 sugere que, ap6s aproximadamente 4 mV nenhuma
influéncia do crescimento do incremento de potencial pode ser detectado na corrente de pico.

Entédo este valor foi considerado como étimo para as medidas seguintes.
7.2.5a Efeito da Concentracdo do MePa na Resposta da SWV

O comportamento eletroquimico de MePa utilizando o BDD modificado como eletrodo de
trabalho e tampdo PBS 0,1 molL™ (pH 7,5) como eletrdlito suporte, foi investigado com a técnica
SWV. Sob as condic¢des otimizadas (f = 35 Hz; a = 30 mV e AEs = 4 mV) o MePa mostrou um
pico de oxidacdo bem definido em torno de 0,8 V, cujas as correntes de pico sdo linearmente
proporcionais & concentracdo de MePa na faixa de concentracdo explorada (0,5 a 30 mgL™). Os
voltamogramas de onda quadrada obtidos sdo exibidos na Figura 21.

O processo de recondicionamento da superficie foi aplicado com sucesso aqui e foi
repetido cinco vezes em cada varredura obtendo resultados similares. A fim de quantificar tal
comportamento, as correntes de pico foram medidas em cinco curvas repetidas para cada
concentracdo obtendo um desvio padrdo médio de 10,5%.

As cinco repeti¢Oes para cada concentracdo de MePa, usando o sinal do branco como a
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linha de base, originou um valor de corrente de pico medio e o conjunto de valores médios foram
calculados e plotados em funcdo da concentragdo de MePa. Embora a adsorgéo de reagentes ou
produtos na superficie do eletrodo possa alterar a area disponivel para 0s processos
eletroquimicos, uma excelente correlacao linear foi obtida, o qual pode ser usada como a curva de

calibracdo para posterior determinacdo de MePa em diferentes matrizes.

Figura 21 - SWV do eletrodo BDD para concentracfes crescentes de MePa em tampé&o PBS, pH
7,5, 0,1 molL™ (f =35 Hz; a= 30 mV e AE; = 4 mV): (a) Branco; (b) 0,5; (c) 0,75;
(d) 1,0; (e) 2,5; (f) 5,0; (g) 7.5; (h) 10; (i) 15; (j) 20; (K) 25 e (1) 30 mgL™.
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Usando as condices 6timas descritas acima foi obtida uma curva de calibracdo linear
para 0 MePa na faixa de 0,5 a 30 mgL™ e de 1,0 a 30 mgL™, mostradas nas Figuras 22 e 23,
juntamente com as barras de erro. As equagdes lineares foram, I, (LA) = 1,00368 x 10° [MePa /
mgL™] + 2,75906 x 10 R = 0,9983, para a faixa de 0,5 a 30 mgL™ e I, (HA) = 1,012 x 10°
[MePa / mgL™] + 2,577 x 10° R = 0,9981, para a faixa de 1,0 a 30 mgL™. Algum desvio da
linearidade foi observado para solu¢des mais concentradas, provavelmente devido a adsor¢do do
MePa ou do seu produto de oxidacdo na superficie do eletrodo, blogueando parcialmente os sitios

ativos necessarios para a reagdo eletroquimica.
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Figura 22 - Grafico da média das curvas analiticas (n = 5) para concentracfes crescentes de
MePa (0,5, 0,75, 1,0, 5,0, 10, 15, 20, 25 e 30 mgL™) em tamp&o PBS, pH 7,5, 0,1
molL™ (f=35 Hz; a=30 mV e AEs = 4 mV).
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Figura 23 - Gréafico da média das curvas analiticas (n = 5) para concentracdes crescentes de

MePa (1,0, 5,0, 10, 15, 20, 25 e 30 mgL™) em tamp&o PBS, pH 7,5, 0,1 molL™ (f =
35Hz;a=30mV e AEs =4 mV).
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7.2.5b Quantificagdo de MePa em Amostras Reais

A seletividade do método foi avaliada por meio da comparacdo dos voltamogramas da

analise do branco das amostras, com os obtidos para as mesmas amostras fortificadas a 5,0 mgL™
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e, entdo, comparados com o voltamograma da solucdo padrdo de MePa a 5,0 mgL™. Esta
comparagao pode ser observada nas Figuras 24 e 25, para amostra de 4gua natural superficial e de

cosmeético, respectivamente.

Figura 24 — Sobreposic¢do dos voltamogramas obtidos para amostra de agua natural superficial,
demonstrando a seletividade do método. (f=35 Hz; a=30 mV e AEs =4 mV).
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Figura 25 — Sobreposicdo dos voltamogramas obtidos para amostra de cosmético, demonstrando
a seletividade do método. (f=35 Hz; a=30 mV ¢ AE; =4 mV).
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Para a amostra de cosmético foi possivel observar um aumento significativo da corrente

devido ao fato de que a amostra ja contém cerca de 1,5 mgL™ de MePa em sua formulagdo.
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Ademais, a existéncia de interferentes na amostra e a dupla camada do eletrodo contribuem para
este fendmeno.

O método proposto foi validado para determinacdo de MePa em amostras reais de agua
natural superficial e cosmético. Ap6s a definicdo da faixa linear de trabalho, de 0,5 a 30 mgL™
para amostra de agua natural superficial e de 1,0 a 30 mgL™ para amostra de cosmético, as curvas
analiticas mostradas na se¢do anterior foram utilizadas para estas determinacfes. Todas as
medidas foram realizadas em triplicata (n= 3) e o valor médio foi analisado.

O teste de recuperacdo para amostra de agua natural superficial foi realizado na faixa de
0,5 a 30 mgL™ através da adicdo de quantidades conhecidas do analito & amostra de 4gua que, a
sequir, foi filtrada e tamponada. Os valores de recuperagdo obtidos foram na faixa 92,6 — 106,4%,
com desvio padrdo relativo (RSD) inferior a 9,76%.

A aplicabilidade da técnica de SWV na determinacdo de MePa em amostra de cosmético
também foi investigada. A solucdo da amostra foi preparada conforme descrito no item 6.5, por
meio da sua simples dissolucdo em etanol, sem a necessidade de qualquer tratamento prévio. Em
seguida, o teste de recuperacao foi realizado com as concentraces relativas ao intervalo linear da
curva (n = 3 para cada determinacdo). As solugdes foram preparadas na faixa de 1,0 - 30 mgL™,
pela adicdo de guantidades conhecidas do MePa. As recuperacdes variaram na faixa de 90,0 —
112,6%, mostrando RSD inferior a 7,40%.

Os valores obtidos indicam nenhuma tendéncia a sub ou a superestimacdo da
concentracdo real do analito presente nas amostras analisadas (INMETRO, 2011). Ademais, em
concordancia com a ANVISA (2012) o método mostrou-se preciso, com um RSD total menor
que 10%.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) da técnica voltamétrica foram obtidos
seguindo o método estatistico descrito por Miller e Miller (2005), calculados pelas equacdes 14 e
20, respectivamente. O LD calculado foi de 0,43 mgL™ e o LQ de 1,44 mgL™. As equacdes 14 e
20 tambem foram utilizadas para o calculo das menores quantidades detectavel e quantificavel
nas amostras de agua natural superficial e cosmético.

Os resultados obtidos para validacdo da metodologia eletroanalitica podem ser visualizado

resumidamente na Tabela 5.



Tabela 5 - Resultados dos parametros de validacdo de método
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A Amostra de agua Amostra de
Parametro gy -~
natural superficial cosmeético
Faixa linear® (mgL™) 0,52 — 29,2 1,13 -27,10
. ~ - b
Faixa de concentrag;_zilo determinada 112298 3.25 29,23
(mgL™)
o 1 y =1,00368e° x + y =1,01201e° x +
Curva analitica linear (mgL™) 2 750066 2 57701¢
Coeficiente de correlacéo (R) 0,9983 0,9981

Precisdo média (min-max) em RSD (%)

5,93 (2,26 — 9,76)

5,43 (1,19 — 7,40)

Exatiddo em (%) e em termos de

t de Student® médios (min-max)

106,6 (100,3 — 112,4)

1,26 (0,25 — 2,30)

80,6 (71,0 — 89,4)

2,25 (0,16 — 4,08)

Recuperacdo média (min-max) (%)

100,9 (92,6 — 106,4)

101,2 (90,0 — 112,6)

Menor quantidade detectavel e

0,45e15

1,44 e 4,79

quantificavel na amostra (mgL™)

LD? e LQ? da técnica SWV 0,43 e 1,44

% Faixa de 0,5 a 30 mgL™ para agua natural superficial e de 1,0 a 30 mgL™ para cosmético, mais o branco das
amostras;

® Referente & faixa linear;

°t de Student critico = 4,30 (n=3; GL = 2; a = 0,05);

¢ LD = limite de deteccdo; LQ = limite de quantificacdo.

Os valores de LD calculados podem ser comparados a valores obtidos por outras técnicas
analiticas, como a cromatografia liquida, reportados na literatura (Tabela 6). Os valores
encontrados neste trabalho sdo comparaveis aos encontrados para tal determinagdo em diferentes
amostras. Estas caracteristicas indicam que o eletrodo de diamante dopado com boro modificado

com Pt-RuOy é um dos dispositivos mais adequados para 0 monitoramento de MePa.



Tabela 6 - Comparacéo de varios métodos para determinacéo de MePa
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Faixa Linear

Limite de

Método (mgL™) Deteccao (mgL™) Referéncia
HPLC com detecgéo .
oor MWCN 5,2—-400 2,13 Sillero et al. (2010)
Fukasiewicz;
Fletrodo (zg\f\?\rgono 1,67 - 30,4 05 Tarasiewicz; Niedzielko
(2011)
Nanoparticulas de 0,6 —190,9 0,49 Hasanzadeh et al. (2012)
hidréxido-Zn (DPV) ’ ’ ’ '
Eletroforese Capilar 0,46-17,3 0,32 Uysal; Guray (2008)
RP-HPLC 2,89 -98,9 0,29 Saad et al. (2005)
RP-HPLC-UV 0,5-30 0,49° Presente estudo
Eletrodo de
diamante dopado
com boro 0,5-30 0,43 Presente estudo
modificado com Pt-
RuOy (SWV)

 Menor valor de LD obtido, calculado pelo método segundo o INMETRO (2011).

® LD calculado pelo método segundo Miller e Miller (2005).

7.2.6 Efeito de Matriz

O estudo do efeito de matriz foi realizado pela comparacédo das curvas obtidas para cada
amostra com a curva analitica padréo, na faixa de concentragio de 1,0 a 30 mgL™, e os resultados
sdo apresentados na Figura 26. E possivel identificar a presenca de interferentes e/ou erros
sistematicos para ambas as amostras, que aumentam a resposta da técnica em cada nivel de
concentra¢do. Ademais, no caso da amostra de cosmético j& havia certa quantidade de MePa
(~1,5 mgL™) em sua formulagdo, aumentando ainda mais o sinal eletroquimico se comparado
com a curva analitica padrdo. Também foi possivel observar que as curvas séo relativamente

paralelas e, portanto, a curva padrdo em tampao PBS foi utilizada como curva linear de trabalho

para as determinag0es em amostras.
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Figura 26 — Efeito de matriz na analise eletroanalitica das amostras de agua natural superficial e
de cosmetico.
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7.3 Comparagdo Estatistica

A comparacgdo dos resultados de cada técnica analitica foi realizada pela avaliacdo da
regressdo linear da equacdo da reta, onde os resultados da deteccdo eletroanalitica foram
graficados no eixo das ordenadas e os resultados da metodologia padrdo de deteccéo,
cromatografia liquida, foram graficados no eixo das abscissas, para cada amostra analisada, em
uma mesma faixa de trabalho. Para ambas as determinacdes de MePa em amostra de agua natural
superficial e cosmético, encontrou-se uma excelente correlacdo entre as duas técnicas aqui

analisadas, conforme evidenciado nas Figuras 27 e 28.
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Figura 27 — Grafico de regressdo linear dos valores obtidos pelas técnicas de SWV e
cromatografia liquida, para deteccdo de MePa em amostra de agua natural superficial.
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Figura 28 — Grafico de regressdo linear dos valores obtidos pelas técnicas de SWV e
cromatografia liquida, para deteccdo de MePa em amostra de cosmético.
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A fim de provar que as duas técnicas sdo analogas para deteccdo de MePa, na faixa de

concentracdo de 0,06 a 33,23 mgL™, foi realizado uma avaliagio dos resultados das deteccdes de
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ambas as metodologias para cada amostra pelo método estatistico t de Student pareado, a partir
da equacdo 18, calculando o desvio padrdo (SD) da diferenca dos valores das concentragdes
detectadas. Os resultados foram de 1,72 para amostra de agua natural superficial e de 0,59 para
amostra de cosmético. Portanto, os valores do teste t calculados sdo menores que o valor critico
tabelado, de 2,36 a 95% de confianga paran =8 (GL = 7; a = 0,05).

Desta forma, a metodologia eletroanalitica utilizando a técnica voltamétrica de onda
quadrada é anéloga a técnica cromatografia liquida de alta eficiéncia, a 95% de confianca e 7

graus de liberdade.
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8 CONCLUSAO

A determinacdo do contaminante emergente MePa foi avaliada por duas metodologias
distintas, sendo a cromatografia liquida utilizada como técnica padrdo de analise. As
metodologias cromatografica e eletroanalitica foram validadas, apresentando seletividade,
linearidade, precisdo e exatiddo adequados para deteccdo de MePa em amostras de dgua natural
superficial e de cosmético, com margem de confianca de 95%.

A técnica de clean-up utilizada na analise cromatografica, juntamente com o0 HPLC com
deteccdo UV e o emprego de BDD modificado com Pt-RuOy na analise eletroanalitica com a
técnica SWV, mostraram-se adequados para as determinacdes MePa em &aguas naturais, bem
como em formulagdes cosméticas, sem qualquer interferéncia significativa dos componentes das
matrizes. A metodologia cromatografica apresentou recuperacdo na faixa de 95,6 — 101,6% para
amostra de agua natural superficial e de 78,0 — 99,8% para amostra de cosmético, com RSD
inferior a 4,8%. Na analise eletroanalitica foram obtidos valores de recuperacdo na faixa de 92,6
— 106,4% e de 90,0 — 112,6%, para amostra de agua natural superficial e de cosmeético,
respectivamente, com RSD inferior a 10%.

O LD para a metodologia cromatogréafica foi calculado segundo Ribeiro et al. (2008),
obtendo valores de 0,49 mgL™ para amostra de &gua natural superficial e de 1,26 mgL™ para
amostra de cosmético. Ja para metodologia eletroanalitica o LD, calculado através das correntes
de pico de oxidacdo de experimentos SWV para solucdes padrdo de MePa, foi de 0,43 mgL™,
seguindo a metodologia descrita por Miller e Miller (2005). Os LDs calculados para ambas as
metodologias foram comparaveis com o0s valores encontrados na literatura, permitindo
determinacGes em faixas a niveis de tragos.

A metodologia eletroanalitica também foi comparada estatisticamente com a metodologia
cromatografica pelo método de regressdo linear e posterior avaliacdo dos resultados das
deteccdes de ambas as metodologias para cada amostra pelo método estatistico t de Student
pareado.

Demonstrou-se que a metodologia eletroanalitica é capaz de determinar MePa com boa

precisdo tal como a técnica padrdo de deteccdo, a cromatografia, na faixa de trabalho de 1,0 a 30
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mgL™. Obteve-se t calculado de 1,72 para amostra de 4gua natural superficial e de 0,59, para
amostra de cosmeético.

Desta forma, os valores obtidos pelo teste t sdo menores que o valor critico tabelado a
95% de confianca e 7 graus de liberdade, confirmando assim que os resultados da determinagéo
de MePa em amostras de adgua natural superficial e de cosmético obtidos por eletroanalitica séo
analogos aos obtidos por cromatografia.

Ademais, a metodologia eletroanalitica possui vantagens em relacdo a cromatografica:
baixo custo de andlise; possibilidade de aplicacdo "in situ” e de monitoramento, em tempo real,

em caso de contaminacdo ambiental e equipamentos de facil manipulacao.
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