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RESUMO

A utilizacdo dos eletrodos a base de carbono ja estd bem descrita para alguns materiais,
entretanto o desenvolvimento tecnolégico vem trazendo ao mercado novos materiais como o
eletrodo de filme de diamante dopado com boro (DDB). Este material possui diversas
propriedades que o tornam excelentes em aplicacGes eletroanaliticas, dentre elas na
determinacdo de peroxido de hidrogénio. A determinacdo de H2O2 pode ser realizada por
diferentes técnicas, incluindo a amperometria, a espectrofotometria e a quimiluminescéncia.
Neste contexto o objetivo do trabalho foi desenvolver uma célula eletroquimica para adaptar o
eletrodo de DDB e também uma metodologia envolvendo andlise por injecdo em fluxo para a
determinacdo amperométrica de H.O> em amostras de gel de clareamento dentario e mel, sob
o eletrodo de filme de diamante dopado com boro. Diferentes parametros foram avaliados para
a obtencdo de melhores condicfes de analise, dentre eles destacam-se o fluxo de eletrélito de
2,8 mL min, a alca de amostragem de 175 pL (28,5 cm), o percurso analitico de 25 cm (59
pL) para o gel e 5 cm (31 pL) para o mel e o potencial aplicado de 0,6 V. O método proposto
apresentou resultados adequados em termos de precisdo (DPR < 10 %), a exatiddo foi
confirmada, para a analise dos geis, através de estudos de adicdo e recuperacdo com resultados
entre 74 e 107 %. O mesmo foi comparado ao método espectrofotométrico ja existente e
apresentou uma excelente concordancia, com o minimo de perda de exatiddo ou precisdo, com
0 beneficio de uma expressiva diminui¢éo no uso de enzima no caso da analise de mel (90 % a
menos) e totalmente eliminado o uso nas amostras de gel, tornando o método mais barato que
o0 espectrofotométrico. O método foi entdo aplicado a analise de amostras de gel de clareamento
do mercado local e amostras de mel adquiridas em diferentes cidades da regido. Com relagéo
aos resultados obtidos os geis de clareamento apresentaram um valor médio de concentracdo

de 2,39 % m/m, os limites de deteccdo e quantificagdo foram 1,06 e 3,54 umol L?,



respectivamente. Para o mel foram obtidos valores de concentragdo médios de 25,8 pg g2, os

limite de detecgéo e quantificagdo foram 0,78 e 2,59 g g respectivamente.

Palavras-chave: Gel de clareamento. Mel. Eletrodo de diamante dopado com boro. Peroxido de

hidrogénio.



ABSTRACT

The use of carbon based electrodes is well described for some materials, however technological
development has brought to market new materials such as boron doped diamond film electrode.
This material has several properties that make it excellent for electroanalytical applications,
among them the determination of hydrogen peroxide. The determination of H2O> can be
accomplished by various techniques, including amperometry, spectrophotometry and
chemiluminescence. In this context, the aim of this work was to develop an electrochemical cell
and a methodology based on an amperometric determination of hydrogen peroxide in whitening
gel and honey samples under the boron doped diamond electrode using flow injection analysis.
Different parameters were evaluated to obtain the best conditions of analysis , among them the
flow of electrolyte of 2.8 mL min-!, the loop sampling 175 pL (28.5 cm) , the analytical length
of 159 pL (25 cm) to the gel and 31 pL (5 cm) to honey and an applied potential of 0.6 V. The
proposed method was suitable in terms of precision (RSD < 10 %) results, the accuracy was
confirmed in the analysis of the gels through the addition and recovery studies with results
between 74 and 107 %. The proposed method was compared to the spectrophotometric method
established and showed an excellent agreement, without loss of accuracy or precision, but with
the benefit of a significant reduction in the use of enzyme in honey analysis (90 % less) and not
use of enzymes for the analysis of whitening gel, making it cheaper than the spectrophotometric
method. The method was then applied to the analysis of tooth whitening gels and honey samples
of the local market acquired in different cities of the region. Regarding the results of whitening
gels showed a medium concentration value of 2.39 % m/m, the limits of detection and
quantification were 1.06 and 3.54 pmol L respectively. For honey samples, a mean
concentration value of 25.8 pg g™ were obtained, the detection and quantification limits were

0.78 and 2.59 ug g* respectively.

Keywords: Whitening gel, honey, boron doped diamond electrode, hydrogen peroxide.
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1.  INTRODUCAO
1.1. GEL DE CLAREAMENTO

A boa aparéncia € uma busca comum da maioria dos individuos nos dias atuais, ela
esta relacionada ndo apenas ao corpo, cabelos ou a educagdo, mas também esta associada ao
sorriso. Assim, dentes escurecidos ou amarelados interferem no sorriso e podem provocar perda
da autoestima, seja em ambito profissional ou afetivo, além de indicar a falta de cuidados com
a saude bucal.

O processo de escurecimento dental foi classificado por Watts como intrinseco ou
extrinseco. (Watts, 2001) Os fatores intrinsecos sdo aqueles adquiridos por doencas
metabdlicas, genéticas, por traumas (fraturas) ou administracdo de farmacos com tetraciclinas
durante a formacdo do feto na gestacdao (ou mesmo apos 0 nascimento), e esta relacionado ainda
com o escurecimento natural devido a formacao da dentina secundéria ao longo dos anos, dentre
outros. (Watts, 2001; Joiner, 2004) Os fatores extrinsecos sdo aqueles adquiridos através dos
habitos alimentares ou vicios como o cigarro. As manchas podem ser classificadas com relacéo
a origem dos pigmentos em metalicas e ndo metalicas. A primeira delas estd associada a
exposicdo a ions ferro (suplementos alimentares), cobre (exposicdo ocupacional),
permanganato (enxaguantes bucais), ou mesmos sais como nitrato de prata ou fluoreto de
estanho, as vezes usados em procedimentos odontoldgicos. (Watts, 2001)

As manchas ndo metalicas sdo associadas ao uso de tabaco, de enxaguantes bucais,
a ingestdo de alimentos e bebidas contendo corantes, como café, refrigerantes a base de cola,
vinho tinto, molho de soja, beterraba, acimulo de placa bacteriana ou depdsitos de tartaro.
(Watts, 2001)

Para contornar os efeitos indesejaveis dos dentes escurecidos foram desenvolvidos
varios métodos de clareamento dentario como a limpeza profissional por raspagem, polimento
para remover tartaro e manchas, utilizacdo de dentifricios branqueadores e a utilizacdo de gel
para clareamento. (Joiner, 2006) A limpeza, o polimento e a utilizacdo de dentifricios
comumente consistem em utilizar materiais abrasivos, que atuam mecanicamente para a
remoc¢do das manchas. J& 0 modo como age o gel clareador é variado e complexo e ndo esta
bem descrito. Os pigmentos das manchas sdo geralmente moléculas com cadeias carbénicas
longas com duplas conjugadas e grupamentos fenil e carbonila, que comumente apresentam
cores na regido do visivel, devido ao seu espectro de absorcdo. Estas duplas ligacbes sao

oxidadas por radicais OH- e OOH-, gerando produtos menores, que em geral ndo absorvem
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radiacdo no visivel e sdo, portanto, mais claros ou incolores, e tornam a aparéncia dos dentes
mais bonita. (Young et al., 2012; Baratieri et al., 2001)

Existem dois métodos de aplicacdo dos geis de clareamento, o primeiro deles é o
clareamento em consultério, sob supervisdo do dentista, e 0o segundo € conhecido como
clareamento caseiro, no qual é confeccionada uma moldeira pelo dentista e a aplicacdo do gel
é feita na propria residéncia do paciente. Os clareadores mais aceitos e empregados na
atualidade sdo os perdxidos de hidrogénio e de carbamida (Figura 1). (Baratieri et al., 2004;
Lima, 2006; Baratieri et al., 2001).

H H A O B
\

: A * HoOp

0—O HoN" ~NH,

Figura 1 - Estruturas quimicas dos compostos mais utilizados como agentes
clareadores em geis para clareamento dentario, peroxido de hidrogénio (A) e perdxido de
carbamida (B).

O material pode ser comprado pela internet ou em lojas especializadas e é vendido
em varios niveis de concentracdo geralmente entre 3 e 35 % (v/v) dependendo do agente
clareador. Os clareadores dentais ndo tém venda restrita no Brasil, desde que sejam registrados
pela ANVISA. Sdo considerados cosméticos e ndo medicamento, segundo a resolucéo - RDC
N° 211, DE 14 DE JULHO DE 2005, (ANVISA, 2005) que estabelece a definicdo e a

classificacdo dos produtos de higiene pessoal e cosméticos, 0 anexo | da resolugédo descreve da

seguinte forma: Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e

Perfumes, sdo preparacgdes constituidas por substancias naturais
ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo
humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais
externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o
objetivo exclusivo ou principal de limpéa-los, perfumé-los,
alterar sua aparéncia e ou corrigir odores corporais e ou protegé-

los ou manté-los em bom estado.
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Isso tem levado a uma utilizacdo abusiva e sem precaucgdo, sem que 0 paciente
tome ciéncia dos efeitos adversos possiveis.

A técnica realizada em consultorio geralmente utiliza o peroxido de hidrogénio em
concentragdes elevadas, variando de 25 a 38 % v/v (Li, 2011) O acompanhamento do dentista
inclui a protecdo dos tecidos moles por barreira gengival, aplicacdo de dessensibilizante e
aplicacBes mais curtas do produto com duracdo de 30 até 45 minutos. (Marshall, Cancro e
Fischman, 1995)

A técnica de clareamento caseira foi desenvolvida e aplicada pela primeira vez por
Haywood e Heymann em 1989 (Haywood Vb, 1989) e consistia na aplica¢do do gel a base de
peroxido de carbamida a 10 % (m/m), numa moldeira por até 8 horas por noite, durante o sono.
A técnica original sofreu poucas modificacGes e passou a incluir a utilizacdo do gel a base de
peréxido de hidrogénio com concentracfes variando de 3 % a 7,5 % (Joiner, G. e Y., 2004;
Schemehorn, Gonzélez-Cabezas e Joiner, 2004; Li, 2011) e também o gel contendo peroxido
de carbamida em niveis que variam de 16 % a 22 %. (Joiner, 2007; Ontiveros, Eldiwany e
Paravina, 2012)

Independentemente da técnica escolhida, existem efeitos colaterais geralmente
temporarios, como o aparecimento de sensibilidade dentaria e irritagdo gengival. Outro
problema encontrado é a perda da estrutura dentéria, uma vez que a partir de certo ponto, 0s
pigmentos ndo sdo mais clareados, e 0 agente passa a oxidar e desnaturar proteinas da matriz
do esmalte (Antén, Lima e De Araljo, 2009; Sato et al., 2013).

1.2. MEL

O Brasil é reconhecido por possuir uma flora extensa e diversificada bem como um
clima igualmente varidvel, tal fato possibilita a producdo de mel durante o ano todo,
diferentemente de outros paises onde se colhe mel uma vez por ano apenas. Mesmo com uma
apicultura relativamente desenvolvida no Brasil, pouco se sabe sobre a composi¢do e
caracteristicas e potencialidades do mel brasileiro, ainda é necessario desenvolver e direcionar
pesquisas capazes de esclarecer a composicao do mel brasileiro.

O mel é apreciado por seu sabor, consisténcia e odor caracteristicos e também por
conter um grande valor nutritivo, reflexo do alto teor de agucares imediatamente absorviveis
pelo organismo. Ele exerce ainda um papel importante na gastronomia, substituindo o agucar

refinado obtido da cana-de-agucar, muitas vezes agregando valor ao produto final.
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O mel é definido como sendo um produto alimenticio produzido pelas abelhas
meliferas, a partir do néctar das flores ou das secrecGes procedentes de partes vivas das plantas
que as abelhas recolhem, transformam, combinam com substancias especificas proprias,
armazenam e deixam madurar nos favos da colmeia. (Campos et al., 2003; Marchini, Moreti e
Otsuk, 2005; Brasil, 2000).

O processo de producdo do mel comeca quando as abelhas meliferas colhem o
néctar de uma planta (basicamente composto de acUcares, agua e 6leos aromaticos das plantas
de origem). O néctar ¢é entdo transportado até as colmeias onde as abelhas operarias ajudam a
evaporar a dgua presente (70 %), para isso elas engolem e regurgitam o néctar continuamente
e também batem as asas sobre os favos para acelerar a remocao da agua, deixando o mel com
um teor de 20 % de dgua. A umidade do mel é um fator importante para a qualidade do mesmo,
contribuindo para manter a estabilidade, cristalizacdo e viscosidade. Durante a etapa de
desidratacdo do néctar as abelhas incorporam a enzima invertase, que transforma a sacarose em
glicose e frutose.

A composi¢do do mel, como a de qualquer produto de origem natural é bastante
variavel, mas seu peso seco é composto por aproximadamente 95 % de carboidratos. Ele contém
também mais de 180 outras substancias, incluindo amino&cidos, vitaminas, minerais, dleos
aromaticos e enzimas, além de apresentar um pH proximo de 3,9. (Alvarez-Suarez et al., 2010)

O mel pode ser classificado quanto a sua origem por monofloral ou multifloral, tal
classificacdo remete ao tipo de planta onde é colhido o p6élen. Também pode ser classificado
guanto ao tipo de processamento como prensado, escorrido ou centrifugado, e também quanto
a apresentacdo: em favos, com pedacos de favo ou cristalizado dentre outras. (Brasil, 2000)

O mel, devido as suas qualidades adstringentes e suavizantes, é também utilizado
com finalidade cosmética, seja aplicado diretamente sobre o rosto, em mascaras nutritivas
caseiras, seja na industria de cosméticos, para fabricacdo de cremes hidratantes, méascaras e
tonicos faciais.

Apesar de ser definido como um produto alimenticio, muitos estudos demonstram
0 seu potencial terapéutico como por exemplo acdo bactericida (Mandal et al., 2010; Mandal e
Mandal, 2011; Moussa et al., 2012) e acéo cicatrizante (Al-Waili, Salom e Al-Ghamdi, 2011,
Al-Waili et al., 2011; Lee, Sinno e Khachemoune, 2011). Suas propriedades antibacterianas séo
conhecidas ha mais de um século e embora seja usado com finalidade terapéutica desde os
tempos mais antigos, esta utilizagdo ndo tinha o conhecimento de suas propriedades, era apenas

aproveitado como um remédio efetivo (Mandal e Mandal, 2011). Atualmente, estudos
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comprovam a atividade antibacteriana do mel, seja inibindo o crescimento de um largo espectro
de bactérias (acdo bacteriostatica) e até mesmo causando a morte delas (agdo bactericida).
(Mandal e Mandal, 2011)

Existem fatores fisicos que tornam o mel um antimicrobiano eficaz, onde se
destacam a alta osmolaridade e viscosidade, e também fatores quimicos como a acidez, a
presenca de peroxido de hidrogénio e compostos fendlicos. (Weston, 2000; Mandal e Mandal,
2011) Como jé foi descrito, para produzir o mel as abelhas secretam enzimas como a invertase,
responsavel pela formacéo da glicose e frutose e a glucose oxidase, que gera acido gluconico e
peroxido de hidrogénio (equacdo 1), esta enzima permanece ativa mesmo ap0s o processamento
do mel, fato este que contribui para a formacao de acido glucénico e peréxido de hidrogénio
durante toda a “vida de prateleira”. A maior atividade antimicrobiana do mel é frequentemente
atribuida a geracdo do peroxido de hidrogénio (White, 1963; Mandal e Mandal, 2011) As
determinacbes de H.O» sdo comumente realizadas utilizando-se métodos enzimaticos

envolvendo principalmente a catalase e a peroxidase. (Mattos, 2003)

Glicose Oxidase . .
Glicose + H,0 + 0, ———  Acido gliconico + H,0,  (equagéo 1)

A presenca do acido gliconico e do perdxido sdo fatores importantes na manutencao
de um meio &cido, que impede o crescimento de bactérias g degradem o mel ou inutilizem o
produto final, isso o torna capaz de proteger a colmeia contra a decomposicdo bacteriana. A
presenca de carboidratos e o baixo teor de agua elevam a viscosidade do mel e também a sua
osmolaridade. Conforme apresentado, existe um efeito sinérgico entre os fatores fisicos e

quimicos para o efeito antimicrobiano do mel.

Todos estes aspectos nutricionais e medicinais agregam valor ao mel e também o
tornam muitas vezes alvo de adulteracdes. No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA) lista varios pardmetros fisico-quimicos para o controle de qualidade
do mel na Normativa 11 de 20 de outubro de 2000, dentre eles podem ser destacados o teor de
acucares redutores, umidade, sacarose aparente, acidez, presenca de minerais, viscosidade, pH,

condutividade entre outros. (Brasil, 2000)
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1.3. DETERMINACAO DE H,0;

O perdxido de hidrogénio € um agente oxidante muito comum para aplicacfes
analiticas, principalmente envolvendo processos de digestdo por via Umida. Essa capacidade
oxidante associada ao peroxido é atraente também em outros processos, cOmo 0S processos
oxidativos avancados (Del Moro, G., 2013; Toor, R.; Mohseni, M., 2007) e para tratamento de
efluentes (AZABOU, S. et al.,2010).

O perdxido de hidrogénio tem ainda aplicacbes diversas, como por exemplo em
cosméticos, alimentos e em solucdes para limpeza de lentes de contato. Ele é muitas vezes
adicionado ao leite devido aos seus efeitos antibacterianos, 0 mesmo ocorre para a aplicagdo
em lentes de contato. O composto também ocorre naturalmente em azeites e € um dos
indicadores da qualidade do mesmo segundo o MAPA, na Normativa n° 1 de 30 de janeiro de
2012 (Brasil, 2012). E ainda utilizado no cotidiano em descolorantes para pelos e para limpeza
de ferimentos. Existem diversos métodos para a determinacdo de perdxido, como descrito por
Mattos e colaboradores em uma revisao sobre o tema, dentre os métodos abordados pelo
pesquisador estdo a volumetria, a espectrofotometria, a quimiluminescéncia, a fluorimetria, a
cromatografia e também através dos métodos eletroquimicos. (Mattos, I.L. et al, 2003)

Entretanto ndo foi descrita a aplicacdo de nenhum dos métodos a amostras de gel
de clareamento, nem se aborda o uso do eletrodo de diamante dopado com boro (DDB) para as
determinacGes de peroxido no trabalho citado. A tabela 1, adaptada (Mattos, 2003), resume as
diferentes técnicas utilizadas para a determinacdo de perdxido de hidrogénio, em diferentes
areas de aplicacdo, envolvendo métodos nédo eletroquimicos.

Em duas oportunidades Matos e colaboradores (Matos, Pedrotti e Angnes, 2001;
Matos et al., 2006) monitoraram a concentracdo de perdxido em agua de chuva utilizando
peroxidase imobilizada em resina trocadora i6nica, com deteccdo espectrofotométrica e
amperométrica. Woo e colaboradores realizaram a determinacédo de peroxido de hidrogénio em
gel clareador utilizando um espectrémetro de infravermelho portétil, entretanto os resultados
séo aparentemente mais qualitativos (Woo e Kim, 2004). Hu e colaboradores (Hu et al., 2012)
realizaram a quantificacdo indireta de perdxido em efluentes do processo de clareamento da
celulose, através da cromatografia gasosa com detector de condutividade térmica, usando como
base a reacdo do peroxido com o permanganato para formacdo de O, coletado no headspace.

Um trabalho recente (Zhang, W., Ma, D., Du, J.,2014) descreve a utilizagdo de um

método de deteccdo por fluorescéncia, utilizando nanoclusters de Cu modeladas em
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polietilenoimina, neste processo o perdxido age sobre as nanoparticulas e inibe a fluorescéncia,

permitindo a detecgdo de até 0,4 pmol L de perdxido em soro humano.

Tabela 1 - Exemplos de técnicas ndo eletroquimicas para determinacédo de perdxido

de hidrogénio.

) Consideracdes Intervalo Limite de )
Técnica Aplicacdo
da deteccéo linear deteccdo
Q Luminol e Co(ll) 3,5-71 umol L - Agua de Chuva
| | 0.67 mmol L- Detergente
Q Luminol e peroxidase 0,1 -3 mmol L* . (Lentes de
contato)
Acido p-
UV-vis hidroxifenilacético e 1-194 ymol L? - Ar atmosférico
peroxidase
UV-vis Fenol e peroxidase 2-100 pmol L* 0,5umol L*  Agua de Chuva
Acido p-
F hidroxifenilpropionico e 1-3,6 umol L 13 nmol L! Clinica
peroxidase
Acido
F p-hidroxifenilpropidnico e 1,529 pmol L* 1,5umol L*? Ambiental

peroxidase

Q - quimiluminescéncia; UV-vis - espectrofotometria UV-visivel; F — fluorescéncia.
Fonte: Adaptado de (Mattos I.L., 2003)

Apesar de sensiveis, os métodos ndo eletroquimicos envolvem muitas vezes
reagentes caros e um tempo grande para execucdo das analises, bem como equipamentos de
alto custo. Por outro lado, as técnicas eletroquimicas apresentam uma grande simplicidade de
execucdo e uma potencialidade na determinagdo de peroxido, seu baixo custo, sensibilidade e
bons resultados séo portanto bastante atrativos

Dentre os trabalhos envolvendo o uso de técnicas eletroanaliticas, destacam-se o
uso de eletrodos modificados ou também a construgdo de biossensores, poucos trabalhos
descrevem o uso de eletrodos limpos. Westbroek e colaboradores desenvolveram um trabalho
com estudos de impedéancia e voltametria ciclica sob o eletrodo de ouro com limites de detecgédo
da ordem de 0,2 % (v/v) (Westbroek et al., 2007). Ndangili e colaboradores propuseram um

biossensor baseado em uma modificacdo complexa em eletrodos de carbono vitreo (carbono
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vitreo/polianilina—polivinil sulfonato/albumina de soro bovino/peroxidase/gluteraldeido) e
alcancaram limites de deteccio da ordem de 30 pmol L utilizando a amperometria. (Ndangili
etal., 2010)

Diversos trabalhos decrevem o uso do filme de azul da pruassia para a detecgédo de
peroxido. Um trabalho desenvolvido por Pournaghi-Azar mostrou a utilidade de um eletrodo
de aluminio recoberto com paladdio modificado com um filme de azul da prussia na
determinacdo amperomeétrica de perdxido em amostras de saliva de pacientes em tratamento de
clareamento dental, tendo atingindo um limite de detecgdo da ordem de 4 umol L (Pournaghi-
Azar, Ahour e Pournaghi-Azar, 2010). O trabalho de Karyakin e colaboradores descreve o uso
do eletrodo de carbono vitreo modificado com filme de azul da prussia e deteccdo
amperométrica com limites de deteccdo que chegam a alcancar 0,1 pmol L* (Karyakin,
Karyakina e Gorton, 1996). Outro trabalho, desenvolvido por pesquisadores da universidade
federal do Parana (Husmann, S. et al. 2014) envolveu a construgdo de um eletrodo de pasta de
nanotubos de carbono, no qual foi sintetizado eletroquimicamente o filme de azul da prussia,
através da voltametria ciclica, no experimento o eletrodo foi submetido a 500 ciclos
voltamétricos entre -0,3 e 1,2 V (vs Ag/AgClsar) @ 50 mV s para a formagédo do composto.
Apesar de demorado o procedimento permitiu uma boa estabilidade, uma vez que o eletrodo
apresentou uma boa resposta mesmo apos 55 dias de uso, com limites de deteccdo que
alcancaram 4,74 nmol L.

Outros tipos de modificacdo foram exploradas como por exemplo um método
envolvendo uma modificacdo de um eletrodo de carbono vitreo com hexacianoferrato de
cobalto(I1) que apresentou limites de deteccdo da ordem de 62,5 nmol L (Lin, M.S., Jan, B.1.,
1997). Eletrodos de pasta de prata foram modificadas com uma combinagéo de surfactante e de
cloreto de potéassio (KCI), o que resultou num catalizador adequado para a detec¢do de peréxido
de hidrogénio a niveis que chegam a 1 pumol L™*.(Gonzalez-Macia, L. et al., 2011). O
comportamento de eletrodos de carbono vitreo modificados com grafeno/néfion/indigo I/Au foi
estudado por pesquisadores chineses, e apresentaram resposta linear na faixa de 30 pmol L™ a
5 mmol L entretanto a modificagio apresenta dificuldades de execucédo e uma consideravel
complexidade de construcdo. (Zhang, Y. et al., 2013)

Fang e colaboradores recentemente relataram a construcdo de um biosensor para
peréxido de hidrogénio baseado na imobilizacdo da enzima peroxidase em um polimero
condutor, a polianilina, detectando concentrages tdo baixas quanto 0,7 nmol L™, entretanto a

partir de 1 umol L o sensor fica saturado e um processo de inibigdo ocorre. O autor relata
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ainda uma facilidade de construcdo, com baixo custo podendo ser até descartavel. (Fang, K.C.
et al.,2014)

Outra area do conhecimento quimico, a quimica tedrica, também despertou
interesse com estudos acerca da deteccdo de peroxido, estudos utilizando a teoria do funcional
da densidade, do inglés density functional theory (DFT), revelaram os efeitos eletronicos da
presenca do peréxido na superficie do grafino, e mostram que o material se torna um
semicondutor do tipo n com a presenca de perdxido adsorvido, os resultados revelaram ainda a

potencialidade do grafino para a determinacdo do analito. (Majidi, R.; Karami, A.R., 2013)

1.4. ENZIMAS

Enzimas sdo macromoléculas, na sua maioria de natureza proteica, que funcionam
como biocatalisadores, aumentando as taxas de reacdo. Em geral, uma enzima catalisa apenas
um tipo de reacdo (especificidade de reacdo) e opera em apenas um tipo de substrato
(especificidade do substrato). Moléculas do substrato sdo atacadas no mesmo local
(regiospecificidade) e apenas um, ou preferencialmente um, dos enantiomeros de substratos
quirais ou de misturas racémicas € atacada (estereospecificidade). (IUPAC,2014; BURTIS, C.,
GEARY, T.,2009)

Toda enzima possui um centro ativo, ponto de adsor¢do que séo os locais eficazes
para a reacdo catalitica com um determinado substrato. (IUPAC,2014) Este centro ativo é
geralmente constituido de alguns residuos de aminoécidos da cadeia proteica (apoenzima) e de
um grupo ndo proteico, que pode ser um ou mais ions metalicos denominados cofatores ou
outras moléculas organicas denominadas coenzimas, sendo que algumas enzimas dependem de
ambos. O complexo cataliticamente ativo enzima-cofator € denominado holoenzima. (IUPAC,
2014)

A nomenclatura enzimética recomendada atualmente classifica as enzimas em 6
grupos oxidoredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases. O nome
sistematico das enzimas, ndo sé mostra o tipo de reacdo catalisada como também descreve o
tipo de substrato e outras informagdes importantes a respeito da enzima. (Boyce S., Tipton K.F.,
2005).

Conforme destacado por Cass, desde o desenvolvimento do primeiro sensor
enzimatico para glicose descrito por Clark em 1962, vem crescendo o interesse e a aplicacao
dos sensores a base de enzimas na analise de uma variedade de substratos. (Cass, 1990) Estas

aplicacbes envolvem enzimas que catalisam reagOes redox e cujo progresso da reacdo é
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controlado pela formacdo de um produto ou até mesmo pelo consumo de um determinado
analito. Assim, se 0 produto de uma reacao enzimatica for eletroativo sua concentracdo pode
ser monitorada diretamente. As enzimas tipicamente usadas sdo as oxidoredutases, mas as
enzimas hidroliticas, tais como as fosfatases alcalinas também podem ser utilizadas desde que
produzam substéncias eletroativas. O sistema mais comum que envolve o uso de enzimas é o
monitoramento do consumo de oxigénio no sistema ou 0 a geragdo enzimatica de peroxido de
hidrogénio (Fernandes, Neto e Kubota, 1998).

A seletividade das enzimas e a sua capacidade de catalisar reacdes de substratos
com baixas concentracdes sdo de grande uso na analise quimica. As enzimas podem ser
utilizadas livres em solucdo, agregadas a outras substancias ou ainda aderida a suportes
(imobilizadas). Neste contexto a imobilizacdo de enzimas tem se revelado particularmente
valiosa, porque permite que as enzimas sejam facilmente reutilizadas além de ajudar a evitar a
contaminacgdo do substrato com a enzima, diminuindo os custos de purificacdo. Estes beneficios
as tornaram altamente aplicaveis a uma gama de procedimentos analiticos, incluindo a anélise
por injecdo em fluxo ou em batelada. Diversos métodos sdo descritos na literatura para
imobilizacdo de enzimas, desde a imobilizacdo na superficie de um eletrodo até a imobilizacdo
sobre diferentes suportes. (Sassolas, Blum e Leca-Bouvier, 2012) Além disso, cada método
possui suas peculiaridades que afetam a atividade enzimatica, a estabilidade, a
reprodutibilidade, a sensibilidade entre outros fatores. Uma vez que um método analitico esta
intimamente ligado a estes fatores descritos, muitos estudos tém sido desenvolvidos para
garantir a construcdo de biossensores que cumpram todos estes requisitos. (Sassolas, Blum e
Leca-Bouvier, 2012).

1.5. TECNICAS ELETROANALITICAS

A voltametria ciclica ¢ uma técnica eletroquimica interfacial sem agitacdo que
envolve a aplicacdo de um potencial elétrico entre um eletrodo de trabalho estacionario (ET) e
um eletrodo de referéncia (ER), de potencial constante. O potencial (E) € variado segundo uma
onda triangular, atingindo um valor limite (potencial de inversao) e retornando ao potencial
inicial. A corrente que flui pelo sistema (1) é medida constantemente entre os eletrodos auxiliar
(EA) e de trabalho e é registrada num voltamograma ciclico (uma curva de | x E). A anélise do
voltamograma ciclico permite definir a regido de potencial onde as reagdes e 0s processos de

oxidagao/reducdo ocorrem para um determinado analito. Além disto, é possivel estudar a
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reversibilidade de sistemas quimicos, o nimero de elétrons envolvidos na reagdo e também
estudar a possibilidade de formac&o de espécies intermediérias.

A amperometria, assim como a voltametria ciclica, também é uma técnica
interfacial, que envolve a aplicacdo de um potencial entre os eletrodos de trabalho e referéncia.
Entretanto, diferentemente da voltametria ciclica, na amperometria o potencial é mantido
constante durante a eletrdlise. A escolha do potencial envolve geralmente estudos exploratérios,
para avaliacdo do potencial que apresenta a melhor resposta, tais estudos séo feitos por meio da
voltametria ciclica. A amperometria é aplicada nos mais diversos sistemas, entre eles na
cromatografia e eletroforese capilar. O grande atrativo da técnica é a elevada detectabilidade e
0 monitoramento de baixas correntes, uma vez que a corrente capacitiva (corrente devida a
processos que ndo envolvem transferéncia de carga entre o eletrodo e os analitos de interesse)
€ muito menor do que aquela envolvendo eletrolise (corrente faradaica).(Skoog D.A et al.,
2006)

1.6. ELETRODO DE DIAMANTE DOPADO COM BORO

As respostas de um método eletroquimico estdo intimamente relacionadas ao
material do eletrodo de trabalho utilizado, uma vez que as reacdes de transferéncia de elétrons
que ocorrem na interface eletrodo-solugcdo podem ser facilitadas ou dificultadas alterando-se o
eletrodo de trabalho. Neste contexto, os eletrodos de diamante dopado com boro (DDB) se
destacaram nos Ultimos anos por apresentarem um nudmero importante de propriedades
eletroquimicas atrativas, superiores em alguns casos daquelas de outros eletrodos a base de
carbono, eles tém sido utilizados em varias aplicacdes como, por exemplo, na determinacéo de
metais pesados (Xu et al., 1997), determinagdo de mioglobina e hemoglobina por meio da
voltametria ciclica (Zhang e Oyama, 2004), determinacdo simultanea de triptofan e tirosina
(Zhao, Qi e Tian, 2006) e na determinacdo de residuos de pesticidas como 4-nitrofenol
(Pedrosa, Valber De A., Codognoto, Llcia e Avaca, Luis Alberto, 2003) e 4-clorofenol
(Pedrosa, Valber De Albuquerque, Codognoto, Lucia e Avaca, Luis Alberto, 2003), entretanto
até este momento foi pouco explorado o seu uso na determinacéo de peroxido de hidrogénio.

O desenvolvimento de eletrodos de DDB foi possivel gragas ao desenvolvimento
de técnicas para a fabricacdo de filmes de diamante, que s6 foi possivel com o advento
tecnoldgico recente A técnica de deposigao quimica a partir da fase vapor, do inglés “chemical
vapour deposition”, CVD ¢ a técnica mais popular para a deposi¢ao de filmes de DDB sob

baixas pressoes. (Srikanth e Jiang, 2011)
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A técnica de CVD consiste em aquecer um filamento de um metal refratario,
geralmente tungsténio, até uma temperatura entre 2200 e 2800 °C. Uma mistura de metano e
hidrogénio é entdo passada pelo filamento e uma etapa de pirolise acontece, com a deposicéao
do diamante no substrato escolhido, que se encontra a uma temperatura proxima de 750 °C.
(Figura 2) (Srikanth e Jiang, 2011) A inclusdo do dopante na linha de passagem do géas H. é
uma das formas de induzir a dopagem do diamante.

A dopagem do diamante se faz necessaria para aplicagdes analiticas, ja que o
diamante puro nédo apresenta propriedades eletroquimicas interessantes. Para que sejam obtidos
filmes semicondutores, varios agentes dopantes principalmente contendo boro podem ser
aplicados dependendo da metodologia utilizada, alguns deles sdo o diborano (B2Hs), 0 trimetil
boro ou ainda boratos organicos. Quando o agente dopante é incluido em baixas concentracoes,
o diamante apresenta um comportamento de um semicondutor do tipo p (Quiroz e Bandala,
2011) Neste caso os a&tomos de boro substituem os 4&tomos de carbono na estrutura cristalina e
se liga aos atomos de carbono com hibridag&o sp®. Como o boro possui um elétron a menos em
sua estrutura, uma deficiéncia eletrdnica é gerada, o resultado é a obtencdo de um semicondutor
gue possui em sua estrutura lacunas, que permitem a passagem de carga pela estrutura cristalina.
Ja quando o boro é adicionado em grandes concentragdes (102 a 10?2 cm™) o diamante se
comporta como um semimetal apresentando baixa resisténcia. (Quiroz e Bandala, 2011)

@ Entrada de Gases
(CHa/Hz) e dopante

Filamento de Tungsténio

(@)

Substrato_

Placa de aguecimento

I{}I

Bomba

Figura 2 — Esquema simplificado do processo de producdo do filme de DDB
(adaptada de MAY, P. W., 2000)
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O eletrodo de DDB possui caracteristicas Unicas, a principal delas e talvez a mais
explorada é a sua janela de potencial, de aproximadamente 3 V, podendo ser até maior.
Enquanto os eletrodos convencionais como o0s metalicos e carbono vitreo possuem faixas mais

estreitas. (Figura 3).

1
DDB Y,
/ Carbono Vlt@/j
P — =
r Au e
(—\_Pt_,———’-_-’ﬂ
e \/F I 1 mAcm™
: o 1 2

Potencial (V) vs Ag/AgCI
Figura 3 — Voltamogramas ciclicos de uma solucéo 0,1 mol L de H,SO, sob diferentes eletrodos.

O eletrodo ainda agrega caracteristicas de grande eletroatividade em agua, que
juntamente com a janela de potencial existente, permite o estudo de espécies dificeis de reduzir
ou oxidar, além de produzir uma baixa corrente de fundo (do inglés “background”) quando
comparado ao eletrodo de carbono vitreo, ou a qualquer outro eletrodo de carbono. (Granger,
M.C. etal., 1999).

A robustez quimica e mecanica do diamante o torna adequado para trabalhar em
meio corrosivo, além de sua resisténcia a ultrassom (Chen et al., 1997; Declements e Swain,
1997). Apresenta ainda uma cinética favoravel a transferéncia eletronica e inércia da superficie,
0 que resulta em alta resisténcia a desativacdo. Além disso o eletrodo em si tem se mostrado
resistente ao envenenamento, e pode ser reutilizado varias vezes (Langeloth, Chiku e Einaga,
2010).

Durante o processo de obtencdo dos filmes de DDB o gés hidrogénio é utilizado em
excesso no reator, por este motivo os eletrodos recém fabricados possuem terminacGes
hidrogénio superficiais. A alteracdo da superficie leva a consideraveis alteracdes no
comportamento eletroquimico do eletrodo de DDB (Medeiros, R.A. et al., 2008). O processo
de pré tratamento do eletrodo de DDB € um tema que culminou com o desenvolvimento de
muitos trabalhos, isto porque os resultados obtidos para cada tratamento séo definitivos para o

sucesso de uma determinacgéo analitica (Salazar-Banda et al., 2006). De uma maneira geral, as
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propriedades eletroquimicas dos eletrodos de DDB sdo bastante sensiveis a terminagdo
superficial. A superficie dos eletrodos de DDB podem ser terminadas em hidrogénio e oxigénio,
as terminacdes hidrogénio sdo obtidas quando o eletrodo é tratado catodicamente, ou quando é
recém preparado, ja as terminacdes oxigénio sdo atingidas quando o eletrodo é exposto a um
plasma de oxigénio ou ap6s um tratamento anodico. Eletrodos pré tratados catodicamente
podem sofrer alteragdes nas suas termina¢des com inclusdo de terminagdes oxigénio através do
ar atmosférico, conforme reportado por Salazar-Banda et al. (2006), entretanto um novo pré
tratamento catodico reestabelece as terminagdes hidrogénio.

Os procedimentos eletroquimicos de ativagcdo ou pré tratamento, séo feitos sob
condicBes controladas de potencial ou corrente, tanto para regido anddica quanto para a
catdédica. Comumente sdo aplicadas condicBes drasticas, onde sdo aplicados potenciais da

ordem de -3,0 V ou densidades de corrente da ordem de 1 A cm™.

31



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O principal objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma célula
eletroquimica e o desenvolvimento de uma metodologia analitica para a determinacdo de
peroxido de hidrogénio em amostras mel e gel para clareamento dentario usando a analise por

injecdo em fluxo e a detec¢do amperométrica com o eletrodo de DDB.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Construcdo de duas células eletroquimicas, uma convencional e outra
miniaturizada, para adaptacao do eletrodo DDB

Aplicacdo das células desenvolvidas para analises em regime estacionario e no
sistema de analise por injecdo em fluxo.

Comparacdo entre os resultados amperomeétricos obtidos com o eletrodo de DDB e

0s determinados espectrofotometricamente.
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3.  PARTE EXPERIMENTAL
3.1. MATERIAIS E REAGENTES

Todas as solugbes foram preparadas com &gua ultra pura (Milli-Q), com
resistividade igual a 18 MQ.cm, sendo esta utilizada para a limpeza de toda vidraria empregada.
Fosfato de potassio monobésico (KH2POas) e fosfato de potassio dibésico (K:HPO4) (Vetec)
foram utilizados para o preparo das solu¢des tampdo. O ajuste de pH, quando necessario foi
feito com solucéo alcalina preparada a partir de KOH (Vetec). As soluces de H2O, foram
preparadas a partir da diluicdo apropriada da solucdo de H20O2 a 30 % m/m (Vetec), sendo
preparadas imediatamente antes das analises. Uma solucéo saturada de KCI (Vetec) foi utilizada
para a confeccédo do eletrodo de referéncia.

4-aminoantipirina (Sigma-Aldrich — St. Louis, MO, USA), fenol (Vetec) e
peroxidase EC 1.11.1.7 - Horseradish 115 U mg™ (Seppim, Franga) foram utilizados para as
determinacGes espectrofotométricas a 510 nm.

Para a confecc¢do das células eletroquimicas foram utilizados tarugos de Acrilico®
(Polimetil-metacrilato — PMMA), Teflon® (Politetrafluoretilieno — PTFE) e Nylon®

(Poliamida) adquiridos no comércio local.

3.2. INSTRUMENTACAO

Para a realizacdo de todas as medidas eletroquimicas foi utilizado um potenciostato
pAutolab Type III (EcoChemie, Utrecht, Holanda) ligado a um computador. A aquisi¢do e
tratamento dos dados foram realizados pelos softwares GPES 4.9 e NOVA 1.8. As medidas
espectrofotométricas foram obtidas utilizando um espectrofotdmetro Analyser 850M.

O sistema de analise por injecdo em fluxo consiste de uma véalvula de acrilico, uma
bomba peristéltica (ISMATEC, Alemanha), e uma célula eletroquimica. Os detalhes sobre a
montagem do sistema serdo tratados no item 3.4.

As medidas de pH foram feitas utilizando um potenciémetro (Digimed DM 20,
Brasil) com um eletrodo combinado de vidro.

Todas as medidas foram realizadas em ambiente com a temperatura controlada em
19°C.
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3.3. ELETRODOS E CELULA ELETROQUIMICA

Foram realizadas trés tentativas de construcdo dos eletrodos e estabelecimento de
contato elétrico entre o potenciostato e o suporte de silicio do filme de DDB. A Figura 4 mostra
a placa de silicio com filme de DDB como foi recebida (A) e o primeiro eletrodo construido no
laboratério (B). Nesta primeira construcédo, o acrilico foi usinado em torno convencional, no
formato cilindrico com um furo central, por onde foi inserido um fio de cobre, o contato elétrico
entre a placa e o fio de cobre foi estabelecido com cola de prata. Este primeiro eletrodo
apresentou-se Util, entretanto as analises foram pouco reprodutiveis e a manipulacéo do eletrodo
necessitava um cuidado especial para ndo danificar a superficie do filme de DDB, além disto,
ocorreu um problema de isolamento da area exposta do eletrodo, tornando o processo demorado

pela necessidade de um tempo de 24 h para secagem da borracha de silicone.

A 8cm

Figura 4 - Imagem da placa de silicio com o filme de DDB como foi recebida (A)

e do primeiro eletrodo, construido em acrilico (B).

O segundo tipo de eletrodo foi construido em placa de circuito impresso (Figura 5).
As placas de silicio contendo o filme de DDB foram coladas no circuito impresso com cola de

prata para o estabelecimento de contato elétrico. Foi possivel trabalhar por alguns dias com o
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eletrodo, entretanto também era necessario isolar a &rea exposta com borracha de silicone para

a realizacdo das analises e esta operagdo era pouco reprodutivel, com vida util baixa.

Figura 5 - Segundo eletrodo construido e testado, com a utilizacdo de placa de
circuito impresso e cola de prata para estabelecer o contato elétrico entre a placa com o filme

de DDB e o cobre utilizado nas trilhas do circuito.

O terceiro sistema foi construido diretamente na célula eletroquimica com o
eletrodo ligado ao corpo da célula (Figura 6), esta foi primeiramente desenvolvida em Nylon®
e em seguida foi construida em PTFE com capacidade para 15 mL e adaptada com uma saida
lateral para as analises em fluxo. A escolha inicial do Nylon® foi feita para a € mais barato. A
Figura 6 ainda mostra a representacdo esquematica da célula eletroquimica desenvolvida, o
compartimento indicado por (B) é destinado a barra magnética, para que esta ndo toque a
superficie do eletrodo de DDB.

Esta Gltima tentativa mostrou-se bastante robusta, com grande facilidade de
montagem, manipulacdo e respostas bastante reprodutiveis, uma vez que a area exposta do
eletrodo é determinada por um anel de borracha do tipo o-ring (C), de tamanho fixo e o eletrodo
(D) fica em contato direto com uma placa de cobre (E), fixada ao corpo da célula (A) por meio
de parafusos (F), ou seja, sem 0 uso de cola de prata para o estabelecimento do contato elétrico,
0 que reduziu custos e melhorou a resposta do sistema. Esta célula foi utilizada nas
determinacGes de peroxido em gel de clareamento.

A célula descrita foi utilizada inclusive na determinacdo de metais traco em mel,
através da voltametria de pulso diferencial com redissolucdo anddica, e reportada pelo grupo.
(HONORIO, G. G. etal..,2014)
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Os componentes para a montagem da célula podem ser visualizados com maior
detalhe na Figura 7, onde é mostrada a célula desenvolvida em PTFE, com seus componentes

separados.

/

(1)-(m/)-(°7“)-(>)

/

Figura 6 - Representacdo esquematica e vista superior da célula eletroguimica utilizada no
trabalho de determinacdo de peréxido em gel de clareamento. Corpo da célula (A), cavidade
para a barra magnética de agitagdo (B), O-ring de borracha para vedagdo e isolamento da area
geométrica exposta do eletrodo (C), eletrodo de DDB (D), placa de cobre (E), parafusos para
fixaco (F). (HONORIO, G. G. etal..,2014)
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Figura 7 - Célula desmontada e seus componentes: Corpo da célula em PTFE (A),

placa de cobre (B), placa de silicio com o filme de DDB (C), e O-ring de vedacéo (D).

A necessidade inicial de se trabalhar com o reator enzimatico na segunda fase do
trabalho levou a construcdo de um novo tipo de célula, a mesma foi construida tanto em acrilico
qguanto em PTFE, em formato miniaturizado, com volume menor que 300 pL (Figura 8) para

adaptacao do reator enzimatico desenvolvido em conjunto com a célula (Figura 9).
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P eI -
'ﬁcrﬁm déprofundidade (aberta)

Figura 8 - Vista superior em detalhe da célula miniaturizada construida em acrilico sem o reator
acoplado, mostrando a area exposta do eletrodo de DDB (A) e os eletrodos de referéncia (B) e

auxiliar (C).
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Figura 9 - Pecas do reator tubular contendo a resina com enzima imobilizada (A),

reator montado (B), reator acoplado a célula (C), montagem experimental com dois reatores

(D)
Esta célula foi utilizada para a determinacdo de peréxido em mel.

A nova célula permite também a utilizagdo conjunta com o cromatografo liquido,
uma vez que se adapta facilmente a saida da coluna cromatogréfica. Seu uso estd sendo
explorado a grupo de pesquisa, tendo sido inclusive testada para deteccdo de compostos

fendlicos (Figura 10).
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Figura 10 - Microcélula eletroquimica desenvolvida, aplicada em conjunto com o

cromatografo liquido, adaptada a saida do detector espectrofotométrico do aparelho.

O eletrodo de referéncia miniaturizado de Ag/AgClsay foi construido no proprio
laboratério, através da insercdo de um fio de prata no interior de uma ponteira de micropipeta
de 200 pL, preenchida com uma solucéo saturada de KCI (Pedrotti, Angnes e Gutz, 1996). Um
eletrodo de platina foi utilizado como eletrodo auxiliar nas medidas de voltametria ciclica e um
eletrodo constituido por uma seringa de injecao de aco foi utilizado como eletrodo auxiliar nas

medidas em fluxo.
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3.4. SISTEMA DE ANALISE POR INJECAO EM FLUXO

A técnica de analise por injecdo em fluxo inicialmente desenvolvida por Riizicka e
Hansen (Ruzicka e Hansen, 1975) € bastante popular em quimica analitica e é utilizada com
diversos sistemas de deteccdo, especialmente em eletroquimica. (Bakircioglu, D.; Topraksever,
N.; Kurtulus, Y. B., 2014, Khataee, A. R. et al.., 2014, Ye, J. etal.., 2014, Thangaraj, R. et
al.., 2014)

O sistema de analise consiste, em sua versdo mais simplista de um sistema para
propulsdo de um fluido carreador, uma valvula para a introducdo da amostra e um sistema de
deteccdo. Para a propulsdo do eletrélito podem ser utilizadas bombas peristalticas, bombas do
tipo seringa ou ainda solugdes de baixo custo como a gravidade ou bombas de aquério. (Prados-
Rosales, Luque-Garcia e Luque De Castro, 2002; De Abreu Franchini et al., 2008; Zhou et al.,
2013) Para a injecdo do fluido carreador, neste caso um eletrolito suporte, sdo utilizadas
principalmente valvulas rotatorias ou do tipo barra deslizante desenvolvido por pesquisadores
do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP) (Bergamin F, Reis e Zagatto, 1978).
Apbs a injecdo da amostra no fluxo carreador ocorre uma dispersdo intrinseca do analito devido
a difusdo do mesmo pela existéncia de um gradiente de concentracdo ou pelo sistema de
conveccdo, ja que o fluxo laminar faz com que o fluido tenha maior velocidade no centro do
tubo e menor proximo as paredes. O sistema de deteccdo pode ser espectrofotométrico
(Fernandes, Neto e Kubota, 1998; Matos et al., 2006b), fluorimétrico (Linares, De Castro e
Valcarcel, 1986), por espectrometria de absorcdo atbmica (Attiyat e Christian, 1984) e
especialmente eletroquimico. (Cox e Lewinski, 1993; Mizutani e Yabuki, 1994; Karyakin,
Karyakina e Gorton, 1996; Fernandez-Abedul e Costa-Garcia, 1997; Granger, Michael C. et
al., 1999; Westbroek, Temmerman e Kiekens, 1999; Wang et al., 2003)

3.4.1. Gel de clareamento

Nesta etapa do trabalho foi utilizado um sistema monocanal (Figura 11) e as
solugdes tampdao foram propelidas utilizando uma bomba peristaltica. Tubos de PTFE de 0,5
mm de didmetro interno foram usados para montar o sistema. A célula eletroquimica de PTFE
(Figura 6) foi utilizada para a realizacdo das analises. Um potenciostato operando no sistema

amperométrico foi utilizado para medidas eletroquimicas.
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Figura 11 - Diagrama da montagem do sistema de anélise em fluxo com deteccédo
amperométrica para a analise de gel de clareamento dentario. Reservatdrio para o eletrélito 500
mL (A), bomba peristéltica (B), tubo contendo a amostra 10 mL(C), alca de amostragem 175
uL (D), vélvula de injecdo manual (E), célula eletroquimica (F), potenciostato (G), descarte de
solugéo (H), computador (1).

3.4.2.Mel

A primeira tentativa de determinacdo do perdxido de hidrogénio nas amostras de
mel envolveu o uso um sistema em fluxo composto de dois canais (Figura 12). As solugcfes
tampao foram propelidas por pressurizacao, utilizando uma bomba peristéltica. Tubos de teflon
de 0,5 mm de diametro interno foram usados para montar o sistema. Um potenciostato operando
no sistema amperométrico foi utilizado para medidas no sistema FIA. O sistema era constituido
de uma bomba peristaltica, uma valvula de injecdo, uma torneira para direcionamento do fluxo,
um reator tubular (3 mm de didmetro e 2,2 cm de comprimento) com a enzima imobilizada na
resina de troca ibnica (Figura 9 (A)), um outro reator contendo apenas a resina com

gluteraldeido e uma microcélula eletroquimica (Figura 8) para deteccdo e um computador.
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Figura 12 - Diagrama esquematico do sistema FIA empregado para a analise de
perdxido de hidrogénio em mel. Reservatdrio para o eletrdlito 500 mL (A), bomba peristaltica
(B), tubo contendo a amostra 10 mL (C), alca de amostragem 175 pL(D), valvula de injecdo
manual (E), célula eletroquimica (F), potenciostato (G), descarte de solucdo (H), computador
(1), valvulas de trés vias para direcionar o fluxo (V1 e V2), reatores enzimaticos com e sem a

enzima imobilizada, respectivamente (R1 e R2).

Neste primeiro arranjo experimental houve perda de analito devido a vazamentos
no sistema, uma vez que O reator proporciona um aumento na pressdo do sistema, 0 uso de
valvulas manuais dificulta a obtencéo de sinais livres de ruidos uma vez que ao movimentar a
valvula ocorre uma perturbacdo, tal fato poderia ser corrigido usando valvulas automaticas
temporizaveis, em uma outra oportunidade.

Para contornar os efeitos das perturbac6es e diminuir a incidéncia de vazamentos,
foi utilizado um segundo arranjo, que consistiu de um sistema com apenas um canal e o reator
era trocado durante a analise, entretanto os resultados obtidos com o reator ndo se apresentaram
satisfatorios como ja foi demonstrado em trabalhos anteriores (Franchini, R. A. D. et al.,2007;
Matos, R. C.; Pedrotti, J. J.; Angnes, L., 2001; de Abreu Franchini, R. A. et al.,2008). Foram
feitos alguns testes alterando-se o comprimento do reator, e também foi avaliada a diminuicéo
da vazdo, apesar de terem sido obtidos resultados melhores a conversdo chegou até proximo de
80 %, além disso houve perda de sensibilidade no método, uma vez que o sinal apresentava
grande dispersdo. Apos diversas modificacdes do método de imobilizacdo ndo foi atingida uma
condicéo ideal para utilizagdo dos reatores com a enzima. Portanto, uma alternativa encontrada
foi utilizagdo da enzima diretamente na amostra, para que a reacdo com o peroxido fosse
catalisada, desta forma bons resultados foram obtidos, com o consumo total do peréxido em um

tempo curto.
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3.5. AMOSTRAS

3.5.1. Gel de clareamento

Foram selecionadas oito amostras de geis de clareamento dental, sendo 4
disponiveis na forma industrializada e outras 4 adquiridas em farmacias magistrais diferentes.
A Tanto as amostras de geis comerciais (4 amostras) como as disponiveis em farmacias de
manipulagdo (4 amostras) foram utilizadas. Todas as amostras foram acondicionadas em

geladeira a uma temperatura de 5 °C e utilizadas no momento da anélise.

3.5.2. Mel

Foram adquiridas junto ao comércio local, 7amostras de mel. A origem

geografica/botanica das mesmas estdo relacionadas na tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas das amostras de mel.

Origem Geogréfica Origem Botanica

Aquiraz — CE Silvestre
Paulo Afonso — BA Silvestre
Caxambu — MG Silvestre
Pocos de Caldas — MG Eucalipto
Santa Barbara - MG Silvestre
Itapira - MG Laranjeira
Barretos — SP Silvestre

3.6. METODOLOGIA ANALITICA
3.6.1. Determinacao diferencial de peroxido

Para a obtencdo da concentracdo de perdxido nas amostras de mel, uma
determinacdo diferencial foi utilizada. Tal determinacdo foi utilizada porque permite a
identificacdo do sinal dos interferentes presentes na amostra, e portanto a distingdo do mesmo
daquele referente ao H.O presente. A determinacdo diferencial requer no minimo duas

medidas: Em um primeiro momento a amostra € injetada no sistema em fluxo sendo obtido um
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pico de corrente referente ao H2O. presente na amostra somado ao sinal dos interferentes
presentes (ia+i) , em seguida a amostra é adicionada de padrdo em um nivel e injetada
novamente, o sinal obtido se refere a corrente de oxidacao do H2O2 presente na amostra somado
ao sinal do H>O: presente no padrdo adicionado e também ao sinal dos interferentes (ia+i+p1), O
mesmo ocorre para mais 4 adi¢des de solugdo padrdo de H>O>. A Gltima medida é feita com a
adicédo da enzima peroxidase na amostra de mel. A peroxidase presente catalisa a reagdo para a
decomposicdo do H20, deixando em solugcdo portanto apenas os interferentes (ii).

Matematicamente temos:
la = la+i — i
ia+p1 = ia+i+p1 —1

A curva de adicdo de padrdo é construida através do mesmo processo, sendo
descontado o sinal de corrente dos interferentes para cada ponto da curva (ia+p1 @ la+ps). AS
andlises foram realizadas utilizando a microcélula eletroquimica, conforme ilustrado na figura
8.

3.6.2. Condicdes experimentais testadas
3.6.2.1. Ativacédo do eletrodo de DDB

Para a realizacdo deste trabalho foi utilizada uma ativacdo catodica em meio de
H2S04 a 3 mol L* por um curto periodo de tempo, apenas 340 segundos sob um potencial de -
2,9 V, uma vez por dia, antes do inicio dos experimentos. Apds o término dos experimentos a

célula era preenchida com acido sulftrico 0,5 mol L, para conservar o eletrodo.

Para a limpeza do eletrodo, que era realizada uma vez a cada semana ou apds uma
perda de sensibilidade. Utilizou-se uma ativacao anddica longa, onde foi aplicada uma corrente
de 0,1 A por 2000 segundos, em seguida o eletrodo era tratado com a ativacgao catodica descrita

anteriormente.
3.6.2.2. Estudo voltamétrico de H202 em diferentes eletrodos

As analises foram realizadas por voltametria ciclica com potencial variando de 0,0

a 1,0 V com velocidade de varredura de 50 mV st utilizando solugdes padrdo de H20, 1 e 2
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mmol L™ em tampdo fosfato pH 7,00. Foram utilizados como eletrodos de trabalho: ouro,
platina, carbono vitreo (CV) e DDB.

3.6.2.3. Estudo amperométrico do H.O>

O estudo amperomeétrico foi conduzido em tampéo fosfato pH 7,00 para verificar a
linearidade da resposta na determinacao de perdxido em concentragdes relativamente elevadas
(0,8 a 1,6 mmol L) e para definir o seu comportamento eletroquimico no eletrodo de DDB. O
potencial aplicado foi de 0,6 V, utilizado em todos os estudos de otimizacdo na determinacéo
amperométrica de H20., tal fato se justifica através do valor maximo de corrente no

voltamograma ciclico, indicado por sua primeira derivada.
3.6.2.4. Estudo do pH do tampéo fosfato

A influéncia do pH foi avaliada através da célula apresentada na Figura 6. As curvas
analiticas para solucGes contendo tampdo fosfato em diferentes valores de pH (6,4; 6,6; 6,8;
7,0; 7,2 e 7,4) utilizando o eletrodo de DDB como eletrodo de trabalho vs Ag/AgClsay foram
feitas a partir de sucessivas adigbes de H.O. (1,0; 2,1; 3,1; 4,2 e 6,2 mmol L™) na célula

eletroquimica.
3.6.2.5. Estudo da vazao do sistema FIA

Tal estudo foi realizado pelo acompanhamento dos sinais obtidos pelas injecdes
sucessivas de 150 pL de peroxido 16 pmol L™ com vazdes do eletrdlito suporte (tamp&o fosfato)

variando de 1,35 a 2,80 mL min.
3.6.2.6. Estudo do percurso analitico

Para avaliar o efeito do comprimento do percurso analitico foi feito um estudo com
as seguintes condicOes experimentais: vazio do eletrdlito suporte (2,80 mL min™), volume da
alca de amostragem (150 pL), concentracio do padrdo (16 pmol L), tendo sido variado apenas

0 comprimento do percurso analitico entre 20,5 e 38,5 cm.

3.6.2.7. Estudo do volume de injecéo
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A avaliacdo do volume da alca de amostragem foi realizada pelo acompanhamento
dos sinais obtidos para injecBes sucessivas de peréxido 16 pmol L™ em tampéo fosfato, com
vazao de 2,80 mL min, percurso analitico de 25 cm e algas de amostragem variando de 50 pL
a 250 pL (8 a 34,5 cm).

3.6.2.8. Influéncia da ureia na determinacéo de H.O> em gel de clareamento

O estudo voltamétrico da ureia foi conduzido na célula desenvolvida em PTFE,
contendo o eletrdlito suporte tamp&o fosfato pH 7,00 (0,1 mol L), na faixa de 0,0 a 1,0 V, com
uma velocidade de varredura de 50 mV s, Sucessivas adi¢des de ureia (concentracdes de 1, 2

e 3 mmol L) foram utilizadas para verificar possiveis interferéncias.
3.6.2.9. Quantificagéo de H20. nas amostras de gel de clareamento

Para as andlises, aproximadamente 110 mg dos geis foram pesados e diluidos em
baldo volumétrico de 10,00 mL. Em seguida, uma aliquota de 20 puL de amostra foi diluida para

10,00 mL e injetada no sistema FIA.
3.6.2.10. Quantificagdo de H.O2 nas amostras de mel

Para as analises, aproximadamente 5 g de mel foram pesados e diluidos em baléo
volumétrico de 50,00 mL. Em seguida uma aliquota de 2,00 mL era diluida para 10,00 mL e
injetada no sistema FIA. Uma nova aliquota de 2,00 mL era diluida e acrescentada de padrédo
de peréxido de hidrogénio e entdo diluida para 10,00 mL, o mesmo foi feito com mais 4 niveis
de padrdo. Para a amostra onde foi adicionada a enzima peroxidase, uma aliquota de 2,00 mL
foi tomada e a ela foram adicionadas 10 U enzimaticas, em seguida a mesma foi diluida para
10,00 mL e injetada.

3.6.2.11. CondicGes analiticas para o método espectrofotométrico

O procedimento para a determinagdo espectrofotométrica consiste na adi¢do de
fenol, 4-aminoantipirina e peroxidase em um tubo onde entdo é adicionado a amostra contendo
perdéxido de hidrogénio, a curva foi construida adicionando-se padrGes de perdxido na faixa de
9 a 95 umol L. As concentracBes de fenol, 4-aminoantipirina e peroxidase utilizadas foram
1,27 mmol L%, 0,2 mmol L e 1,4 U.mL™? respectivamente.

3.6.2.12. Exatiddo do método

47



Para os estudos de exatiddo utilizando testes de adicdo e recuperacdo do analito,
foram preparadas solucdes fortificadas em dois niveis, as fortificagdes foram realizadas ap0s a
pesagem do gel. Em seguida, a solugéo era diluida para 10 mL, entdo uma aliquota de 10 pL
foi diluida para 10,00 mL e injetada no sistema FIA, as concentracdes finais de perdxido nas

solugdes fortificadas nos niveis baixo e alto foram 48 e 68 pmol L™ respectivamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1. ESTUDO VOLTAMETRICO DE H,0, EM DIFERENTES ELETRODOS

Afim de se avaliar o comportamento eletroquimico do perdxido nos diferentes
eletrodos de trabalho disponiveis no laboratorio, foram realizados experimentos de voltametria
ciclica utilizando concentragdes de 1 e 2 mmol L™ para os seguintes eletrodos de trabalho:
diamante dopado com boro, carbono vitreo, ouro e platina. As andlises foram realizadas
conforme as condigbes descritas no item 3.6.2.1. Os voltamogramas individuais e o
voltamograma para densidade de corrente estdo representados nas figuras 13 e 14
respectivamente.
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Figura 13 - Voltamogramas ciclicos obtidos para solugdes contendo tampé&o fosfato pH 7,00

(0,1 mol L) e adigBes de 1 e 2 mmol L de H.0 nos eletrodos de DDB, carbono vitreo, ouro
e platina vs Ag/AgClsay).
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A andlise dos voltamogramas ciclicos (Figura 13) permitiu concluir sobre a
potencialidade da aplicacdo do eletrodo de DDB em relagdo aos demais na determinacdo de
peroxido. E possivel definir um sinal de oxidagdo de peréxido de hidrogénio num potencial
proximo de 0,6 V vs Ag/AgClsa nos eletrodos de DDB, platina e ouro, enquanto que para 0
eletrodo de CV ndo foram verificados sinais de corrente consideraveis. Para que fosse avaliada
a capacidade do eletrodo de DDB frente aos demais na determinacao do peroxido, foi realizada
a correcdo das correntes obtidas nos voltamogramas em termos das diferentes areas dos
eletrodos, uma vez que cada um possui uma area geomeétrica diferente e isso altera a
sensibilidade do eletrodo. A comparagdo das densidades de corrente de pico anddica dos
eletrodos (Figura 14) indica uma sensibilidade superior do DDB frente aos demais, uma vez
que a magnitude da corrente de pico para o eletrodo de DDB ( 0,23 mA cm?) foi maior do que

para os demais eletrodos (0,13 mA cm para Au e 0,11 mA cm para Pt).
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Figura 14 - Densidade de corrente para uma concentracdo de peréxido de 2 mmol
L, para comparacdo entre os diferentes eletrodos disponiveis no laboratério de pesquisa,

evidenciando uma melhor resposta para o eletrodo de DDB frente aos demais.
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4.2. ESTUDO AMPEROMETRICO DO H;0:

Com o propoésito de se verificar a linearidade da resposta do peroxido em
concentracdes relativamente elevadas e iniciar o estudo do comportamento amperomeétrico do
perdxido sob o eletrodo de DDB foram realizados experimentos no potencial de 0,6 V, obtido
através da primeira derivada do voltamograma ciclico realizando-se adi¢des sucessivas de
peroxido na célula eletroquimica desenvolvida. As concentracBes de peroxido variaram
conforme descrito no item 3.6.2.2. A figura 15 mostra 0 amperograma obtido e a curva de
calibracédo para o experimento.

A partir do amperograma (Figura 15-A) foi possivel observar que a adigdo de
peroxido préximo ao eletrodo causa um subito aumento de corrente, que tende a se estabilizar
devido ao transporte de massa por conveccao proveniente da agitacdo do sistema e consequente
homogeneizacdo. Na regido onde a corrente cai e permanece estavel foi feita a medida do sinal
de corrente, e o registro foi feito na curva de calibracdo em funcdo da concentragdo de perdxido
adicionada. A curva analitica apresentada na Figura 15-B apresentou boa correlacéo linear (r =
0,995) e a seguinte equacdo: I(A) = 5,97x10~*x[H,0,] (mmol.L™) + 5,54x1077. O
resultado demonstra uma resposta rapida (visto o aumento da corrente quando o padrdo é

adicionado) e uma linearidade consideravel para a resposta do eletrodo de DDB.
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Figura 15 - Amperograma obtido para solucdo contendo tampao fosfato pH 7 (0,1
mol L) e sucessivas adi¢des de H.0, (0,76; 0,97; 1,18; 1,39 e 1,60 mmol L) na célula
eletroquimica utilizando o eletrodo de DDB como eletrodo de trabalho vs Ag/AgClsay (A).
Curva analitica obtida para o experimento (B).
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4.3. ESTUDO DO PH DO TAMPAO

Com a finalidade de se avaliar a influéncia do meio foi conduzido um estudo para
investigar qual o pH do tampdo fosfato a ser utilizado nas determinacGes de perdxido de
hidrogénio com o eletrodo de DDB. As curvas analiticas mostradas na figura 16-B foram
obtidas utilizando as condi¢des experimentais descritas no item 3.5.2.4. A anélise das curvas
permite identificar uma diferente sensibilidade em funcdo do pH, sendo que ela é maior
préximo a um pH 7,00 e portanto estabeleceu-se que este seria o valor para as analises

envolvendo o gel de clareamento.
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Figura 16 - Amperograma obtido para solugédo contendo tampéo fosfato pH 7,00
(0,1 mol L) e sucessivas adigdes de H,O2 (1,0; 2,1; 3,1; 4,2 e 6,2 mmol L?) na célula

eletroquimica (A). Curvas analiticas utilizando o eletrodo de DDB (B).
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4.4. ESTUDO DA VAZAO DO SISTEMA FIA

A vazdo € um importante pardmetro em sistemas de analise por injecdo em fluxo
porque esta relacionado a dispersdo da amostra e consequentemente ao perfil do sinal obtido, e
consequentemente com a qualidade da analise de uma maneira geral. A figura 17 mostra um
amperograma que descreve o efeito da vazdo do eletrélito suporte sobre a resposta
amperométrica, tal estudo foi realizado pelo acompanhamento dos sinais obtidos pelas injeces
sucessivas de 150 pL de peréxido 16 pmol L™ com vazdes variando de 1,35 a 2,80 mL min™.
E possivel perceber um aumento da corrente transiente com o aumento da vazo, entretanto este
incremento de corrente passa a ser menos significativo apds 2,40 mLmint. As limitacOes da

bomba permitiram o estudo até a vazio de 2,8 mL min™.

0’25_' 2,80mLmin”
2,65 mLmin”
L~ 0.20 2,40 mLmin”
< 1 2,00 mLmin”'
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Figura 17 - Amperograma para injeg0es em triplicata de 150 pL de uma solugéo
padréo de perdxido de hidrogénio 16 umol L, variando a vaz&o do eletrdlito suporte (tampé&o
fosfato pH 7,00) de 2,80 mL min™ a 1,35 mL min™.

Outro ponto que merece destaque € a avaliacao das medidas de largura a meia altura
dos sinais obtidos. A partir da figura 18-A é possivel perceber que os picos para vazdes baixas
sdo mais largos do que aqueles em vazdes elevadas. Isto também pode ser visualizado na figura

18-B onde os sinais de corrente s&o maiores com 0 aumento da vazdo, e ocorre porque a
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dispersdo € maior em pequenas vazdes do eletrolito. Desta forma estabeleceu-se o valor de

vazdo maximo estudado (2,80 mL min™) para as determinagdes de peroxido como condigo

Otima para as analises.
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Figura 18 - Grafico de largura do sinal vs vazao (A) e corrente de pico vs vazéo (B)

para avaliacdo do sistema FIA, as condic¢des sdo as mesmas das descritas na figura 17.
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4.5. ESTUDO DO PERCURSO ANALITICO

Assim como a vazdo, o comprimento do percurso analitico também apresenta
grande influéncia na dispersdo de um sistema de analise em fluxo. Para avaliar o efeito do
comprimento do percurso analitico foi feito um estudo fixando as seguintes condicdes
experimentais: Vazao do eletrdlito suporte (2,80 mL min™), volume da alga de amostragem
(150 pL) e concentragio do padrdo (16 pmol L), sendo variado apenas o comprimento do
percurso analitico, que compreende a distancia da valvula de injecdo até a saida do fluxo na
superficie do eletrodo.

A figura 19-A abaixo mostra 0 amperograma obtido variando o comprimento do
percurso. E possivel perceber que existe uma diluicdo da amostra durante o percurso para
comprimentos maiores, 0 que reflete num sinal de menor intensidade e mais alargado, o que
pode ser visto a partir do grafico de largura do pico vs comprimento do percurso (Figura 19-B).
Apesar de a melhor condicdo ser aquela com menor comprimento, nao foi possivel trabalhar
muito tempo com a mesma por limitacOes fisicas, portanto assumiu-se o0 comprimento de 25

cm para 0s experimentos futuros.
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Figura 19 - Amperograma para quatro injecGes consecutivas de 150uL de uma

solucdo padrdo de perdxido de hidrogénio & uma concentragdo de 16 pmol L2, em tamp&o

fosfato pH 7,00, variando o percurso analitico de 20,5 a 38,5 cm (A). Grafico da relacdo entre

0 percurso analitico e a largura do sinal para o experimento (B).
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4.6. ESTUDO DO VOLUME DE INJECAO

A sensibilidade de um método de andlise por injecdo em fluxo esta intimamente
relacionado a quantidade de amostra injetada, também o tempo de residéncia é afetado quando
se altera o volume injetado, podendo diminuir a frequéncia analitica caso seja muito grande ou
aumentar a frequéncia analitica caso contrario. A dispersdo tem um papel importante também
neste caso, pequenos volumes de amostra geram zonas de dispersdo que podem se estender por
toda a zona da amostra e isso tem um grande efeito na diluicdo e consequentemente na resposta
do sistema, por isso € importante considerar essa variavel em sistemas de analise por injecao
em fluxo.

A figura 20-A mostra 0 amperograma que descreve o efeito do volume da alca de
amostragem sobre a resposta amperomeétrica, tal estudo foi realizado pelo acompanhamento dos
sinais obtidos pelas injecdes sucessivas de peroxido 16 pmol L™ com vazdo de 2,80 mL min?
e alcas de amostragem variando de 50 pL a 250 pL (8,0 a 34,5 cm).

O amperograma mostra um aumento dos sinais transientes até um volume de 175
pL, em seguida ndo ha um ganho significativo de corrente, havendo apenas uma contribuicéo
para o alargamento do sinal, conforme mostrado no grafico (Figura 20-B), portanto para as
analises que se seguiram foi utilizado o volume de 175 pL, o equivalente a 28,5 cm de
comprimento de alga.
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Figura 20 - Amperograma para injecOes em triplicata de uma solucdo padrédo de

peroxido de hidrogénio a uma concentracdo de 16 pmol L™ em tamp&o fosfato pH 7,00 a uma

vazdo constante de 2,80 mL min?, variando o volume da alga de amostragem de 50 a 250

ML(A). Efeito do volume da alca de amostragem na largura do sinal obtido (B).
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4.8. FAIXA LINEAR DE TRABALHO

A curva analitica foi obtida para avaliar a linearidade do método para baixos niveis
de concentracdo de peroxido de hidrogénio. A figura 21 mostra 0 amperograma obtido para
concentragbes de peréxido variando de 6,3 pmol L' a 800,0 umol L%, as faixas de
concentrag0es na qual a sensibilidade pode ser considerada constante foram estudadas
encontrando-se 2 distintas e subsequentes. E possivel observar no detalhe que a primeira varia
de 6,3 2 100,0 umol L e a segunda varia de 100,0 a 800,0 pmol L.
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Figura 21 - Amperograma para 5 injecdes consecutivas de peroxido de hidrogénio
em tamp?&o fosfato pH 7,00 a uma vaz&o constante de 2,80 mL min™ com volume de injecdo de
175 pL e concentracdo de H.O> de 6,3; 8,2; 10,2; 19,5; 40,9; 60,2; 77,5; 100,0; 198,0; 400,0;
600,0; e 800,0 pmol L.

As equagdes para as curvas apresentadas sdo I(HA) = 3,37x103x[H202] +5,60x10°
com uma correlagdo linear de 0,995 para a primeira faixa e I(UA) = 1,77x103x[H20]

+1,90x107" com correlacéo linear de 0,999 para a segunda.
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4.9. REPETITIVIDADE

Com o intuito de avaliar a variabilidade inerente as medidas em um sistema para
utilizacBes consecutivas de uma véalvula de injecdo com um mesmo padrao,foi realizado o

estudo de repetitividade.

Tal estudo foi conduzido através da medida da corrente de 10 inje¢cdes consecutivas
de padrdo e através do célculo do desvio padrdo relativo. O amperograma da figura 22 mostra
o comportamento do eletrodo frente as injecdes de peréxido de hidrogénio 19,5 umol L™ com
as condic¢Oes atingidas, o desvio padréo relativo (DPR) existente nas medidas foi de 1,1 %, o

que indica uma boa repetitividade das injecGes para o nivel de concentragdo considerado.
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Figura 22 - Amperograma para o estudo de repetitividade com 10 injecOes
consecutivas de perdxido de hidrogénio em tampéo fosfato pH 7,00 a uma vazao constante de

2,80 mL mint com volume de injecdo de 175 pL e concentracido de H20, de 19,5 pmol L.
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4.10. INFLUENCIA DA UREIA NA DETERMINACAO DE H;0, EM GEL DE
CLAREAMENTO

Como ja foi mencionado, o gel de clareamento dentdrio pode possuir em sua
composicao o perdxido de carbamida, que é um aduto entre o perdxido de hidrogénio e a ureia.
Portanto, com o intuito de investigar a possivel resposta deste Gltimo composto frente a
determinacdo do peroxido foi feito um estudo exploratorio utilizando a voltametria ciclica para
tal. A figura 23 mostra o voltamograma ciclico obtido para a avaliacdo da interferéncia da
ureia, utilizando as seguintes condi¢es: eletrolito suporte tampéo fosfato pH 7,00 (0,1 mol L
1, sucessivas adicdes de ureia (concentragdes de 1, 2 e 3 mmol L) e velocidade de varredura
de 50 mV.st. O sinal referente & adicdo de peroxido de hidrogénio também é mostrado e
demonstra que ndo existe interferéncia significativa da ureia na determinacdo de H.O>, desta
forma foi possivel demonstrar que é possivel realizar a determinacao do peréxido de hidrogénio

presente no aduto com a ureia sem que esta interfira na determinac¢éo do mesmo.

45
J —— Branco N
40 - 1 mmol/L Ureia
o 2 mmol/L Ureia X
~~ ] 3 mmol/L Ureia
<€ 304 ——2 mmollL Peréxido| ; \
= -
P ] .
QD 204 \
+~ ]
=15
D) i
= 10+ L
3 ¢ .
0+ e —t
-5 o

-0,1 . 0:{} l 011 | 0:2 l 013 | 0:4 | 0:5 ' 016 | 0:? I 0:8 | 0:9 I 1,0
Potencial (V)

Figura 23 - Voltamograma ciclico obtido para solu¢do contendo tampéo fosfato pH
7,00 (0,1 mol L) e adigBes de 1, 2 e 3 mmol L de ureia, seguido da adi¢do de 2 mmol L de
H20. na celula eletroquimica utilizando o eletrodo de DDB como eletrodo de trabalho vs
Ag/AQClsap).
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4.11. CONDICOES OTIMIZADAS

As condicOes otimizadas em cada um dos experimentos descritos nos itens
anteriores estdo resumidas na tabela 3, tais condi¢des foram utilizadas nos procedimentos de

analise dos geis de clareamento e também para o mel.

Tabela 3 - Melhores condigdes para a analise de perdxido em gel de clareamento e

mel.
Parametro Valor
Potencial (vs Ag/AgClsat) 0,6 V
Eletrélito suporte Tampao Fosfato pH 7,00
Vazdo do eletrdlito 2,80 mL min
Percurso analitico 25 cm (159puL)
Alga de amostragem 28,5 cm (175uL)

4.12. QUANTIFICACAO DOS TEORES DE H;0, EM GEL DE CLAREAMENTO
DENTARIO

Apos terem sido estabelecidas as condi¢Ges analiticas para a realizacdo das analises,
e tendo sido avaliado o comportamento eletroquimico da ureia, foi possivel aplicar o método
para as determinac6es de perdxido no gel de clareamento dentario.

Para a quantificacdo dos niveis de peroxido nos geis de clareamento foi realizada a
analise por injecdo em fluxo das amostras conforme o procedimento descrito em 3.6.2.8, com
as melhores condicGes estabelecidas (Tabela 3).

A figura 24 mostra 0 amperograma (a) e a curva analitica (b) para uma amostra de
gel de clareamento vendida em Juiz de Fora, as concentracdes da curva variaram de 9,77 a 95,9
umol L. Cada amostra foi analisada em triplicata (B, E, H) e cada réplica foi analisada em
triplicata com 3 injecdes cada, 0 mesmo foi feito com as solugdes fortificadas para o estudo de
recuperacdo (C, D, F, G, 1, J).

Os estudos de adicao e recuperacdo foram realizados em dois niveis sendo o nivel
baixo (nb) 48,7 umol L™ e o nivel alto (na) de 68,2 umol L respectivamente. Os valores de
recuperacao sdo mostrados na tabela 4, assim como os valores de concentragao obtidos para 0s

geis.
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Os limites de deteccdo e quantificacéo estabelecidos para a curva mostrada na figura
24-b foram 1,06 e 3,54 umol L, respectivamente, obtidos através das equagdes: LD = 3 x Sp X
ale LQ=10x Spx a. Onde Sy ¢ o desvio padrdo do coeficiente linear da curva analitica e a é

o coeficiente angular da mesma curva.

A utilizacdo do sistema de andlise por injecdo em fluxo permitiu uma boa

frequéncia analitica (63 injecdes/hora), com resultados confidveis e reprodutiveis.
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Figura 24 - Amperograma para injecdes da curva analitica, amostra e solucdes
fortificadas em tampao fosfato pH 7,00 & uma vazéo constante de 2,80 mL min™ com volume
de injecdo de 175 pL (A). Curva analitica para o experimento, 1(A) = 2,6x102 x [H202] (mol
L) +8,6x108 e r = 0,9996. As concentragdes de H.0 da curva analitica (A) foram 9,80; 14,6;
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19,5; 29,2; 8,8; 58,0; 77,1; 95,9 umol L, B, E, H séo as replicatas das amostras, C, F, | e D,
G, J sdo as amostras fortificadas nos niveis baixo e alto, respectivamente (B).

Tabela 4 - Valores de concentragdo e recuperacdo encontrados para as amostras de

gel de clareamento dentario.

Origem [H202] (Y%om/m) DPR(%) % recuperacgdo (nb) % recuperacéo (na)

Farmécia 1 2,87 2,25 83 101
Farmécia 2 1,24 5,96 93 107
Farmacia 3 1,29 3,66 81 79
Farmécia 4 3,72 2,64 91 74
Marca 1 1,70 2,27 85 75
Marca 2 4,56 2,94 97 77
Marca 3 1,77 1,98 103 89
Marca 4 1,94 0,10 107 89

E possivel notar a partir da tabela 4, que os valores de concentragio de peroxido de
hidrogénio apresentam grandes variagdes dentre as diferentes procedéncias, entretanto todos
apresentam valores inferiores aqueles apresentados nos rétulos dos produtos (todos acima de
6%). Com relacdo aos DPR todos se encontraram abaixo de 6 % indicando uma boa preciséo,
no nivel de concentracdo avaliado.

A partir dos valores de recuperacao obtidos pode-se perceber alguns valores baixos
como os do intervalo entre 74 - 77 % para o nivel alto de fortificagdo. Estes valores indicam
uma possivel perda do analito por decomposicao térmica para formacéo de O; e H20O, apesar de
todos os cuidados tomados como o controle da temperatura ambiente, este fato portanto acaba
refletindo em baixos valores de recuperacdo. Com relagdo aos demais podem ser considerados
aceitaveis dentro do coeficiente de variancia estabelecido pelo valor de Horwitz (22,00 %),
calculado a partir do limite de quantificacdo da curva analitica. Este valor estima o coeficiente

de variancia para o nivel de concentracdo estudado. O valor pode ser obtido atraves da equacéao

CV = 21-0,5l0g(C))
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Onde CV é o coeficiente de variancia previsto para a faixa de concentragdo avaliada
e C é a concentracdo expressa em g/g.

4.13. COMPARACAO DO METODO AMPEROMETRICO COM O METODO
ESPECTROFOTOMETRICO ENZIMATICO PARA AS AMOSTRAS DE GEL DE
CLAREAMENTO

Com o intuito de confirmar a exatiddo da metodologia proposta foi realizada uma
comparagdo com o método espectrofotométrico enzimatico ja existente. O método enzimatico
é baseado na reacdo do H>O» com a 4-aminoantipirina na presenca de fenol, a enzima
peroxidase atua catalisando a reacdo, para a formacdo de antipiril-quinonimina, segundo a
reacdo abaixo (Figura 25). (ALLAIN, C. C. etal.., 1974).

N O
HsC—N"~
+ 4H,0
HaC— N PerOX|dase
+ 2H0, = y,¢ N
4-aminoantipirina Fenol
O

antipiril-Quinoneimina

Figura 25 - Reagéo de formagdo da antipiril-quinonimina a partir da 4-aminoantipirina, fenol e
peroxido de hidrogénio

As concentragOes utilizadas de fenol, 4-aminoantipirina e peroxidase foram 1,27
mmol L2, 0,2 mmol L e 1,4 U.mL™ respectivamente. As curvas espectrofotométricas foram
construidas em um espectrofotdmetro e os resultados das medidas sdo apresentados na tabela
5. As condigOes para o método amperométrico utilizado foram aquelas descritas na tabela 3.

Para a comparacdo foi feita a reanalise das amostras entretanto, simultaneamente
nos dois métodos, e os resultados foram comparados atraves dos testes F e t, a comparagdo das
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variancias (teste F) permite a verificagdo da diferenca entre as precisdes dos dois métodos,
enquanto o teste t permite avaliar a diferenca entre as médias de concentracdo obtidas através
dos dois métodos, nos dois casos 0 valor calculado para os parametros foram menores que 0s
valores tabelados (Tabela 5), isto indica que num nivel de 95 % os dois métodos séo igualmente
precisos e que 0os mesmos ndo apresentaram diferencas significativas entre as médias das
medidas para as amostras, indicando também uma auséncia de erros sistematicos.

Os DPR obtidos também podem ser considerados satisfatdrios uma vez que sao
menores que 10 % (tabela 5), e com poucas variacGes entre as diferentes amostras, é possivel
perceber também que ndo h& uma perda de precisdo ao mudar do método espectrofotométrico
para 0 amperomeétrico, entretanto no método amperometrico néo foi feito o uso de enzima para
a determinacdo, reduzindo o custo com este reagente.

Tabela 5 - Comparacdo dos valores de concentracdo de perdxido obtidos para 0s

geis de clareamento por métodos diferentes.

Espectrofotométrico Amperomeétrico Teste F (95 % conf.)
Origem amostra  Média (% m/m) DPR Meédia (% m/m) DPR Ftav=7,70
Farmécia 1 4,39 1% 4,20 3% 5,88
Farmécia 2 3,72 5% 3,62 3% 0,69
Farmécia 3 1,50 4% 1,58 6 % 1,34
Farmacia 4 1,49 4 % 1,43 6 % 0,95
Marca 1 1,84 5% 1,89 6 % 0,34
Marca 2 4,66 10 % 4,61 9% 0,02
Marca 3 3,60 6 % 3,69 5% 0,31
Marca 4 2,66 8 % 2,98 9% 2,70

Teste t a 95 % de confianca: t caic =0,3; tan=2,36

A concordancia entre os métodos tambeém pode ser visualizada atraves do grafico
de correlagcdo de Pearson entre os resultados obtidos através dos mesmos (Figura 25), a
correlagéo expressa em termos do coeficiente de correlacdo de Pearson foi de 0,993, indicando
uma concordancia muito forte entre resultados dos métodos amperométrico e
espectrofotométrico.

O valor do coeficiente angular da reta da figura 26, expressa a razdo entre as
concentragOes obtidas através dos dois métodos e tem o valor de 0,951 + 0,045, neste sentido

se o0 valor € proximo da unidade, pode-se inferir que os meétodos apresentam resultados
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semelhantes, fato este que contribui para a validacdo dos resultados obtidos pelo método

amperomeétrico.
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Figura 26 - Correlacdo de Pearson entre 0 método espectrofotométrico e 0 método
amperométrico desenvolvido, indicando uma concordancia para as diferentes medidas

realizadas na analise dos geis de clareamento.
4.14. QUANTIFICAQAO DOS TEORES DE H,0, EM MEL.

Apds terem sido estabelecidas as condi¢des analiticas para a realizacdo das analises
através da curva analitica, foi entdo explorada a construcdo de uma curva de adicdo de padrao
para a quantificacdo dos niveis de perdxido nos meis com o uso da enzima peroxidase.

Com relacdo a seletividade do método, pode-se destacar que ela é garantida pela
adicdo da enzima, porque uma vez que ndo € eletroativa ndo interfere nos experimentos, apenas
age catalisando a reagdo do peroxido presente deixando apenas os interferentes, que podem
entdo ser monitorados.

Foi realizada a analise por injecdo em fluxo das amostras, preparadas conforme o

procedimento descrito em 3.6.2.9, com as melhores condigdes estabelecidas (Tabela 3). A
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utilizacdo do sistema de andlise por injecdo em fluxo permitiu uma boa frequéncia analitica (57

injecBes/hora), com resultados confiaveis e reprodutiveis.
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Figura 27 - Amperograma para injecdes de trés curvas de adi¢cdo de padrdo para a
analise de mel, amostra (A), amostra com 10 U de peroxidase (G) e solu¢Ges com 8,67; 17,8;
23,9; 32,0; 48,1 umol L de peroxido de hidrogénio (B-F), nas condicdes descritas na tabela 3.

A figura 27 mostra o amperograma para a curva de adicdo de padrdo para uma
amostra de mel, as concentragdes de padrdo adicionado variaram de 8,67 a 48,1 umol L (B-
F). Cada amostra foi analisada em triplicata (A), sendo injetada trés vezes em cada nivel, em
seguida a amostra adicionada de 10 U de peroxidase foi injetada trés vezes (G).

A tabela 6 mostra os resultados das anélises, e os parametros da validacéo para o0s

varios meis deste estudo.

68



Tabela 6 - Valores de concentracdo, sensibilidade e correlagcdo linear encontrados

para as amostras de mel.

Amostra [H202] media (g g71) DPR (%) r sensibilidacle
x 102 (A g Hg)
Caxambu (1) 7,73 2,3 1,000 2,84
Paulo Afonso (2) 63,3 4.8 0,994 1,58
Aquiraz (3) 31,2 6,4 0,998 1,18
Barretos (4) 11,0 3,5 0,999 1,77
Itapira (5) 12,7 10,5 0,998 1,61
Pocos de Caldas (6) 17,5 91 0,999 1,36
Santa Barbara (7) 37,1 9,3 0,999 2,22

Os valores de concentracdo obtidos para os diferentes tipos de mel expressam a
variabilidade da ocorréncia do peroxido em produtos naturais, ndo é possivel portanto
estabelecer uma correlacdo entre o tipo de planta e a concentracéo de perdxido existente, isto
porque Varios sdo os fatores que influenciam nesta concentragédo, entretanto percebe-se que 0s
valores de concentracao sao baixos e é realmente necessario o uso de uma metodologia sensivel
0 bastante para detectar os niveis de concentracdo apresentados. Os DPR encontrados
apresentam-se compativeis com o nivel de concentracao estudado, estando abaixo de 10,5 %

E importante destacar que, de uma maneira geral as curvas apresentaram uma
sensibilidade aproximada (Tabela 6), sendo entdo, um possivel indicativo de uma robustez no
método uma vez que as amostras de mel séo de diferentes origens botanicas/ geogréficas. Afim
de verificar a real existéncia de diferenca entre as sensibilidades foi realizada uma comparacao
através do teste F, o valor de F calculado (20,46) é maior do que o F tabelado (2,85), indicando
que existe diferenca entre os grupos de medidas, entretanto o teste ndo especifica qual ou quais
0s conjuntos de dados sdo diferentes dos demais, neste contexto, uma forma criteriosa de
estabelecer quais sdo os grupos de valores que diferem, € através do teste de Tukey, a figura 28
mostra o resultado do teste. O teste é baseado na comparacao dos intervalos de confianca das
sensibilidades das curvas para cada uma das amostras e expressam a diferenca entre as amostras
(fatores). O fato de o intervalo de confianca conter o zero indica que os valores tem diferencas
proximas a zero, ou seja ndo sao divergentes a 95 % de confianga, a figura 28 indica com

clareza que a amostra de Caxambu-MG (indicada por 1 na figura 28, conforme descrito na
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tabela 6) estad realmente discordante das demais (2-7), outro caso isolado ocorre entre as
amostras de Pogos de Caldas (6) e Santa Barbara (7), por outro lado as outras sensibilidades
indicam uma concordancia a 95 % de confianca entre as diferentes curvas de adicdo de padréo
estabelecidas. Este fato confirma a reprodutibilidade das andlises, uma vez que sob diferentes
condigdes os resultados séo concordantes de uma maneira geral, portanto pode-se considerar
que a amostra Caxambu é um caso atipico, onde foi constatada uma diferenca com relacdo as

demais amostras.

Intervalos de Confianca (95%)
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Figura 28 - Teste de Tukey evidenciando principalmente a diferenca significativa
entre a sensibilidade da curva de adi¢cdo de padréo para a amostra de Caxambu-MG (1) e as

demais curvas (2-7).

Foram entéo estabelecidos os valores de limites de deteccéo e quantificagcdo medios
para a analise do mel, sendo eles 2,46 e 8,22 ug g* respectivamente.
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4.15. COMPARACAO DO METODO AMPEROMETRICO COM O METODO
ESPECTROFOTOMETRICO ENZIMATICO PARA AS AMOSTRAS DE MEL

Conforme descrito no item 4.11, o método espectrofotométrico enzimatico foi
utilizado para comparar a metodologia amperométrica e validar os resultados obtidos pela
mesma, para tanto foi feita a analise simultdnea nos dois métodos e os resultados foram
comparados através dos testes F e t, nos dois casos o valor calculado para os parametros foram
menores que os valores tabelados (Tabela 7), isto indica que num nivel de 95 % os dois métodos
sdo aproximadamente precisos e que 0s mesmos nao apresentaram diferencas significativas
entre as médias das medidas para as amostras.

A analise dos DPR obtidos nas analises permite confirmar a precisdo dos mesmos,
sendo que ambos apresentaram valores préximos, indicando que nao ha uma perda de precisao
ao usar o método amperométrico, entretanto quando avaliamos o uso de enzima por cada um
dos métodos percebe-se uma reducédo de até 90 % no uso de enzima, uma vez que no método
amperométrico cerca de 30 U sdo utilizadas por analise, enquanto cerca de 300 U sdo utilizadas
no procedimento espectrofotométrico.

A concordéancia entre os dois métodos pode ainda ser observada a partir do grafico
de correlacdo de Person entre os métodos, exibido na figura 29. Os coeficientes angular e linear
foram muito proximos de 1 e zero, respectivamente, tendo sido encontrados intervalos de
confianga de (1,016 + 0,044) e (-1,316 £ 2,242), respectivamente, para um nivel de confianga
de 95 %, com um coeficiente de correlacdo de Pearson de 0,995. Com base nestes resultados

pode-se afirmar que nenhuma diferenca significativa entre os métodos foi observada.
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Tabela 7 - Comparacdo dos valores de concentracdo de perdxido obtidos para 0s

meis por métodos diferentes.

Amperometrico Espectrofotométrico Teste F
Amostra [H202] media (Mg/g) DPR  [H202] média (Ug/g) DPR (95% cont.)
Ftan = 7,70
Caxambu 331 2,8 % 32,5 54 % 0,27
Paulo Afonso 54,4 5,6 % 52,4 4,7 % 0,79
Aquiraz 64,2 1,7% 61,6 2,6 % 5,46
Barretos 64,2 2,1% 66,9 2,0% 6,07
Itapira 39,4 1,0% 38,1 2,7 % 4,24
Pocos de Caldas 20,5 3,0% 20,1 4,5 % 0,35
Santa Béarbara 64,7 4,5 % 65,2 2,6 % 0,09

Teste t a 95 % de confianca: t caic =0,63; ttan=2,36
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Figura 29 - Correlacdo entre o método espectrofotométrico e o método

amperometrico desenvolvido, indicando uma concordancia para as diferentes medidas

realizadas na anéalise dos meis.
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5.1. CONCLUSOES

As células eletroquimicas desenvolvidas como suporte para utilizacdo do eletrodo
de DDB apresentaram-se robustas, pois permitiram a utilizacdo tanto em fluxo quanto em
condicdes estacionarias, tendo sido aplicada inclusive na determinacéo de Pb, Cd, Zn e Cu por
voltametria de pulso diferencial (Honério G.G., Azevedo, G.C. et al.).

Os eletrodos de diamante dopado com boro utilizados neste trabalho se mostraram
excelentes na determinacgéo de perdxido de hidrogénio, tanto em condigdes estacionarias, mas
principalmente associado a analise por injecdo em fluxo. O procedimento de ativacdo do
eletrodo utilizado foi capaz de conferir a0 mesmo uma alta reprodutibilidade, bem como uma
excelente sensibilidade, uma vez que concentragdes tdo baixas quanto 0,5 pmol L™ puderam
ser detectadas sem a necessidade de modificacdes da superficie do eletrodo com metais ou
enzimas.

O trabalho demonstrou uma metodologia simples e rapida para a determinacao de
baixos teores de peroxido de hidrogénio. Tal método foi avaliado com relacdo ao
comportamento voltamétrico do H20- sob diferentes eletrodos, mostrando que as respostas para
o0 eletrodo de DDB sdo superiores aquelas obtidas com outros eletrodos tradicionais descritos
na literatura. Foi estudada a possivel interferéncia da ureia, e constatado que a mesma nédo
influenciou nas determinacgdes, Outros parametros foram investigados como: o pH para a
realizacdo das determinacdes e os parametros da andlise por injecdo em fluxo (alca de
amostragem, vazdo, comprimento do percurso analitico), obtendo-se as melhores condicdes
para as analises.

Inicialmente para a determinagdo de H202 em meis foi proposta a construcdo de
reatores para a imobilizacdo de enzimas. Os reatores foram devidamente construidos e foi
possivel a sua utilizacdo para a otimizacdo do método (nesta etapa apenas 0s reatores contento
a resina foram utilizados), entretanto o processo de imobilizacdo enzimatica no suporte
escolhido (resina Amberlite IRA-743) ndo apresentou a estabilidade esperada, conforme
relatado em trabalhos anteriores (Franchini, R. A. D. et al..,2007; Matos, R. C.; Pedrotti, J. J.;
Angnes, L., 2001; de Abreu Franchini, R. A. et al..,2008), o que contribuiu para a ndo utilizagéo
dos reatores enzimaticos. Neste sentido foi entdo seguiu-se a condicdo estabelecida e validada
para a determinacdo nos geis, entretanto com o uso da enzima livre em solucdo para a

eliminacdo de interferentes. Bons resultados foram alcangados demonstrando que o método
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desenvolvido pode ser aplicado utilizando tanto uma curva analitica (para os geis de
clareamento) quanto uma curva de adi¢do de padréo (para 0s meis).

Em relacdo a determinacdo amperométrica, uma vez estabelecida a faixa linear de
trabalho, foram realizados testes de adicdo e recuperacdo do analito a fim de confirmar a
exatiddo da metodologia proposta, o sistema de analise foi ainda avaliado com relacdo a
repetitividade das injegdes, e comparado com o método espectrofotométrico j& estabelecido.
Neste contexto foram realizados testes estatisticos que confirmaram a validade da metodologia
proposta, 0 novo método apresentou como beneficio, a redugdo do uso de enzima por analise,
que chegou a 90 % no caso dos meis e 100 % no caso dos geis de clareamento, tal fato reduz
0s custos de analise consideravelmente, uma vez que as enzimas sdo o fator limitante do preco
envolvido na anélise.

Com relacdo aos teores de peroxido obtidos pode-se observar no caso dos geis, que
as concentragcdes encontraram-se abaixo do estabelecido nos rétulos, entretanto maiores estudos
se fazem necessarios para investigar se existe uma variacdo da concentracdo ao longo do tempo,
uma vez que se trata de um produto que permanece durante horas (de 3 a 8 horas) na cavidade
oral do paciente. Todavia, os resultados foram concordantes com os obtidos pelo método
espectrofotométrico.

N&o é possivel estabelecer valores limite ou minimos para as concentragdes de
H20. no mel, uma vez que se trata de um produto natural, entretanto pode-se destacar que as
concentragdes sdo bastante varidveis, contudo a resposta do método ndo varia
consideravelmente para os diversos tipos de mel analisados. Sendo que os resultados foram

comparaveis aos obtidos com o método espectrofotométrico.

5.2. PERSPECTIVAS

e Em trabalhos paralelos foi testada a célula em conjunto com um cromatdgrafo liquido e os
resultados foram bastante promissores (figura 10), evidenciando a potencialidade da
aplicacdo da microcélula desenvolvida neste projeto como detector em sistemas de
separacdo, que ampliam as possibilidades de aplicacdo do sistema de separacdo para
espécies eletroativas ndo detectaveis na regido do UV-Vis, sendo um possivel campo a ser
explorado pelo grupo de pesquisa.

e Maiores estudos se fazem necessarios a fim de obter informacGes sobre as concentragdes

de peroxido existentes na saliva dos pacientes durante o processo de aplicacdo do gel de
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clareamento dentario, neste contexto, o controle ajudaria a estabelecer um tempo “ideal”
para a aplicacdo do gel, uma vez que seria possivel investigar as taxas de liberacdo de
perdxido ao longo do tempo.

O método amperométrico desenvolvido também pode ser aplicado em outros tipos de
amostras para investigar a presenca de peroxido, como em solugdes para limpeza de lentes
de contato ou ainda em enxaguantes bucais, fato que contribuiria para avaliar a robustez

do método quando aplicado em diferentes matrizes
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