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RESUMO

A importancia e a necessidade do uso de protetores solares, também denominados
fotoprotetores, nos ultimos anos, € uma realidade inquestionavel, visto que protegem
a pele contra a radiacao ultravioleta. A resolugdo RDC n° 47 de marco de 2006 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) determina quais tipos de filtros
podem ser usados em produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, bem
como sua concentracdo maxima permitida (10 % para benzofenona-3 - BZ-3, 4 %
para 4-metilbenzilideno cénfora — MBC e 10 % para 4-metoxicinamato-2-etilhexila —
OMC). Portanto, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de um
método eletroanalitico utilizando eletrodos modificados e voltametria de onda qua-
drada para quantificar BZ-3, MBC e OMC em amostras de protetor solar. Foram oti-
mizadas a composicdo do eletrdlito, eletrodo de trabalho e a técnica voltamétrica
aplicada. O sistema eletroquimico consistiu em uma célula com trés eletrodos: traba-
lho — eletrodo de ouro modificado com filme de mercurio, referéncia — Ag/AQClsay €
auxiliar - platina, como eletrdlito foi usado 4,0 mL de Tampéao Britton Robinson 0,04
mol.L™ (pH = 4,0), 1,0 mL de Metanol (grau HPLC) e 5,50 x 10" mol.L™ de brometo
de cetiltrimetilaménio. As medidas eletroquimicas foram realizadas por voltametria
de onda quadrada, sendo o sistema eletroquimico submetido a purga com argdénio
por 12 minutos antes das analises. Os limites de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ)
foram 0,47 mg.L™" e 1,56 mg.L™ para BZ-3, 0,77 mg.L™" e 2,58 mg.L™" para MBC e
0,78 mg.L™* e 2,59 mg.L™! para OMC. O método mostrou valores de recuperacéo en-
tre 83,3 a 98,1 %. Foram encontrados valores de concentracéo para BZ-3 de 3,49 %
m/m (728 mg.L™?), para MBC de 0,56 % m/m (113 mg.L™) e para OMC 0,99 % m/m
(208 mg.L™). As amostras de protetor solar foram avaliadas por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, como método de referéncia, demostrando uma boa correlagdo en-
tre os resultados. Desta forma, todos os valores estdo abaixo do permitido pela AN-
VISA.

Palavras chaves: Protetor solar. Eletrodo de ouro modicado com filme de mercurio.

Andlise por voltametria de onda quadrada. BZ-3. OMC. MBC.



ABSTRACT

In the last few years, the importance and necessity of the use of sunscreen protec-
tors, also denominated photoprotectors, is an unquestionable reality, since they pro-
tect the skin against the ultraviolet radiation. The resolution RDC n. 47 of March,
2006 of National Sanitary Vigilance Agency (ANVISA) determines which kinds of fil-
ters can be used in personal hygiene products, cosmetics and perfumes, as well as
their maximal allowed concentration (10% benzophenone-3 — BZ-3, 4% to camphor
4-metylbenzilidene — MBC and 10% to 2-ethylhexyl-4-methoxycinnamate — OMC).
Therefore, the present work has as objective the development of an electroanalytical
method utilizing modified electrodes and square wave voltammetry to quantify BZ-3,
MBC and OMC in sunscreen protector samples. The electrode composition, work
electrode and voltammetric technique were optimized. The electrochemical system
consisted of a cell with three electrodes: work — gold electrode modified with mercury
film, reference — Ag/AQClsayy and auxiliary — platinum, using as electrolyte 4.0 mL of
Britton Robinson Buffer 0.04 mol.L™* (pH = 4.0), 1.0 mL of methanol (HPLC degree)
and 5.50 x 10™ mol.L™" of cetyltrimethylammonium bromide. The electrochemical
measurements were realized by square wave voltammetry, being the electrochemical
system under an argon purge for 12 minutes before the analyses. The detection (LD)
and quantification (LQ) limits were 0.47 mg.L™ and 1.56 mg.L™ to BZ-3, 0.77 mg.L*
and 2.58 mg.L" to MBC and 0.78 mg.L™" and 2.59 mg.L™ to OMC. The method
showed recovery values between 83.3 and 98.1%. Concentration values found were
3.49% m/m (728 mg.L™) to BZ-3, 0.56% m/m (113 mg.L™) to MBC and 0.99% m/m
(208 mg.L™) to OMC. The sunscreen protector samples were evaluated by high per-
formance liquid chromatography, as the reference method, demonstrating a good
correlation between the results. In this way, all the values are below of that allowed
by ANVISA.

Keywords: Sunscreen protectors. Gold electrode modified with mercury film. Analysis

by square wave voltammetry. BZ-3. OMC. MBC.
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1.  INTRODUCAO

Pensar em um mundo no qual a preocupacdo com a aparéncia e com a higiene
pessoal ndo € relevante vem se tornando cada vez mais dificil. Ha relatos do uso de
pinturas, Oleos, cremes faciais, desde a antiguidade e a procura por produtos que
possam “mascarar’ sinais de envelhecimento vem aumentando ao longo dos anos.
Chorilli et al., 2002 define os cosméticos como “preparacdes constituidas por subs-
tancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano
com o objetivo principal de limpar, perfumar e alterar a aparéncia”. Além de ocultar
imperfeicbes, os cosméticos também podem ser usados como bloqueadores sola-
res, visto que nas duas Ultimas décadas os efeitos nocivos da radiacdo solar torna-
ram-se mais conhecidos e divulgados (MILESI & GUTERRES, 2002).

A exposicao excessiva ao sol esta associada ao fotoenvelhecimento da pele,
aumento do risco de cancer de pele, cataratas e outras doencas oftalmoldgicas (RI-
BEIRO, 2004). Na pele humana existem cromoforos que sdo capazes de absorver a
radiacdo ultravioleta (UV), o que resulta em reacdes fotoquimicas que podem ser
danosas ao organismo (WHARTON et al, 2011). A importancia e a necessidade do
uso de protetores solares, também denominados fotoprotetores, nos ultimos anos, é
uma realidade inquestionavel, visto que protegem a pele contra a radiacdo UV
(FLOR & DAVOLOS, 2007; RIBEIRO, 2004).

Ha uma resolucao de 16 de marco de 2006, RDC n° 47 - ANVISA, que aprova
uma lista de filtros UV permitidos em produtos de higiene pessoal, cosméticos e per-
fumes. Além disso, esta mesma resolucéo classifica os filtros solares como cosméti-
cos (CABRAL et al., 2011).

A eficacia de um protetor solar esta relacionada a sua formulacdo, sendo que
seus componentes podem interferir no produto final, aumentando ou diminuindo o
fator de protecéo (FPS). Para garantir um elevado FPS e obter a protecdo desejada,
além da formulacdo, deve-se tomar cuidado com a aplicacdo do produto. A quanti-
dade de protetor aplicada sobre a pele, o tempo de reaplicacdo, producao excessiva
de suor ou contato com a agua sao fatores que devem ser considerados para garan-
tir a eficiéncia de protecdo do cosmético utilizado (MILESI & GUTERRES, 2002).

Com objetivo de apresentar produtos com mais qualidade (com melhor eficién-

cia de protecdo e maior estabilidade quimica), o mercado tem exigido dos formula-
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dores grande aprimoramento técnico e dos fabricantes de matéria prima, pesquisa e
desenvolvimento de novos protetores solares (FLOR & DAVOLOS, 2007). Além dis-
to, € de extrema importancia a analise quimica desses produtos para que se enqua-
drem nas normas estabelecidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (AN-
VISA).

1.1. RADIACAO SOLAR

O tempo de exposicdo a radiacdo solar pode causar reacdes que podem ser
classificadas como agudas ou cronicas. As reacfes imediatas (agudas) sdo queima-
duras, bronzeamento e producédo de vitamina D. J& as reagfes a longo prazo (créni-
cas) sao fotoenvelhecimento e cancer de pele. A diferenca entre os tipos de reacao
também esta associada aos diferentes comprimentos de onda (A) da radiacdo ultra-
violeta.

A radiacdo solar consiste de um espectro de comprimento de onda indo do in-
fravermelho (1V), passando pelo visivel, até a radiacdo ultravioleta (UV), conforme
descrito pela Figura 1 (PAESE, 2008).

Figura 1: Radiacéo solar.
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Fonte: Adaptado de RIBEIRO, 2004.
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A radiacéo infravermelha (IV, A acima de 800 nm) é percebida sob a forma de
calor, a radiacao visivel (Vis, A entre 400-800 nm) através das diferentes cores de-
tectadas pela visdo e a radiacdo ultravioleta (UV, A entre 100-400 nm) através de
reacoes fotoquimicas, envolvidas em diferentes processos no organismo (FLOR &
DAVOLOS, 2007). De toda radiacédo solar que atinge a superficie terrestre, 38,9 %
consiste da luz visivel, 54,3 % sao raios infravermelhos e o restante radiagdo ultravi-
oleta (MAIER & KORTING, apud PAESE, 2008). Dependendo dos efeitos causados
sobre a pele, a radiacdo UV pode ser dividida em trés partes: UVA (320 a 400 nm),
UVB (280 a 320 nm) e UVC (100 a 280 nm), Figura 2 (FLOR & DAVOLOQOS, 2007).

Figura 2: Radiacéao ultravioleta.

uvcC UvB UVA

100 nm 280 nm 320 nm 400 nm
Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Normalmente a radiacdo UVA nado causa vermelhiddes na pele, dependendo
do tipo de pele e do tempo de exposicao ao sol o eritema causado é minimo (FLOR
& DAVOLOQOS, 2007). Este tipo de radiacdo bronzeia mais, pois atinge a derme mais
profundamente, sendo a principal responsavel pelo fotoenvelhecimento, flacidez e
surgimento de rugas (CABRAL et al., 2011). E mais abundante na terra que a radia-
¢cao UVB (UVA 95 % e UVB 5 %) (FLOR & DAVOLOS, 2007).

A radiacdo UVB possui menor comprimento de onda que a radiacdo UVA, sen-
do a radiacdo de maior energia. A elevada exposicdo a este tipo de radiacdo pode
causar lesdes no DNA e anular a resposta imunologica da pele (FLOR & DAVOLOS,
2007). Além disso, a radiacdo UVB é mais nociva, causa o fotoenvelhecimento, can-
cer de pele e provoca queimaduras (CABRAL et al., 2011).

A radiacdo UVC possui elevada energia, sendo extremamente lesiva a seres
vivos. Devido a absorcéo pelo oxigénio e pelo ozénio na estratosfera nenhuma radi-
acdo UVC chega a superficie terrestre (FLOR & DAVOLOS, 2007).

Desta forma, o uso de filtro solar se justifica e se intensifica com o passar dos
anos, visto que deve proteger a pele contra os maleficios da radiacdo UV. Além dis-
to, os protetores solares precisam ter substancias que sdo capazes de absorver

energia eletromagnética na faixa do ultravioleta e emiti-la sob outra forma, por
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exemplo, sob a forma de infravermelho, produzindo sensacao de calor (RIBEIRO,
2004).

1.2. CLASSIFICACAO DOS FILTROS SOLARES

Ha duas classes de filtros solares: filtros inorganicos e filtros organicos. Estes
ainda podem ser classificados, respectivamente, como filtros fisicos e como filtros
quimicos (FLOR & DAVOLOS, 2007).

Os filtros inorganicos incluem particulas minerais, tais como dioxido de titanio
(TiO2) e oxido de zinco (ZnO), tendo como principal funcéo refletir a radiacdo UV,
funcionando como uma barreira, Figura 3, (CABRAL et al., 2011). Durante o feno-
meno de reflexdo, a luz incidente nas particulas inorganicas muda de direcéo, refle-
tindo de volta ou se espalhando por caminhos distintos (RIBEIRO, apud Cabral et
al., 2011). Os filtros fisicos possuem capacidade alergénica baixa, sendo largamente
utilizados em cosméticos infantis e em protetores para adultos com peles sensiveis
(RIBEIRO & OHARA, apud Cabral et al., 2011).

Figura 3: Mecanismo de acao do filtro fisico.

uv
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Fonte: Elaborada pela propria autora.

A protecao através do uso de filtros organicos acontece de forma distinta, pois
estes protegem a pele através da absor¢édo da radiacdo UV, Figura 4, (CABRAL et
al., 2011). Os filtros quimicos sao constituidos por moléculas organicas com a capa-

cidade de transformar a energia UV (maior energia) em radiagcbes com menores
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energias (FLOR & DAVOLOS, 2007). Basicamente, estas moléculas sdo compostos
aromaticos apresentando grupos carboxilicos em sua estrutura. Em alguns casos,
h&a um grupo doador de elétrons como uma amina ou um grupo metoxila ligados nas
posicoes orto ou para do anel benzénico (FLOR & DAVOLOS, 2007; CABRAL et al.,
2011). Estes tipos de filtros possuem em suas estruturas inimeras duplas ligacoes,
seja no anel aromatico ou na cadeia linear. Esta configuragdo permite que elétrons
localizados em orbitais de menor energia absorvam a radiacdo UV incidente e em
seguida, sejam excitados para orbitais de maior energia, transformando as radiacdes
de alta energia e pequenos A, nocivas a saude, em radiacdes de baixa energia e
elevados comprimentos de onda. A energia UV absorvida € liberada quando a molé-
cula absorvedora retorna ao seu estado de repouso, sendo liberada na forma de luz
fluorescente ou fosforescente e calor. Logo, um filtro organico absorve a energia
ruim transformando-a em formas de energia ndo prejudiciais a pele (RIBEIRO, apud
Cabral et al., 2011).

Figura 4: Mecanismo de acéo do filtro quimico.

uv

CFILTRO ouﬂvucD

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Benzofenona-3 (BZ-3), 4-metilbenzilideno canfora (MBC) e 4-metoxicinamato-
2-etilhexila (OMC) estéo entre os filtros organicos mais conhecidos (CARDOSO et
al., 2008; WANG et al., 2007). As estruturas desses compostos estdo apresentadas

na Figura 5.
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Figura 5: Férmula estrutural dos filtros organicos BZ-3, MBC e OMC.
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Fonte: Adaptada de CHISVERT et al., 2012.

A industria de cosméticos normalmente adiciona dois ou mais filtros UV nas
suas formulag@es, devido principalmente aos baixos niveis permitidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Esta combinacéao de filtros pode melhorar
o FPS (CABRAL et al., 2011). A Tabela 1 apresenta a concentracdo maxima permi-
tida pela ANVISA para trés filtros organicos (ANVISA, 2006).
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Tabela 1: Maxima concentragdo autorizada para filtros UV orgénicos de acordo com

a ANVISA.
Filtros UV Méaxima concentracdo autorizada
%m/m
BZ-3 10%
OoMC 10%
MBC 4%

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

A Benzofenona-3 (2-hidroxi-4-metoxibenzofenona, oxibenzona) é um dos tipos
de filtros UV mais amplamente utilizado e esta disponivel como um agente protetor
solar ha mais de 40 anos. Possui ponto de fusédo entre 62 e 64 °C, dose letal (DL5o)
maior que 5 g.Kg™ (oral), absorcdo méaxima em comprimento de onda de 288 a 325
nm. E solGvel em solventes organicos e insoltvel em agua (ROGGIA et al., 2014).

Um mecanismo proposto por Michielli e Elving, 1968 para a redugéo de benzo-

fenona-3 em meio protico esta apresentado abaixo.

0] OH

+ 2H +2¢ ——>»

H,CO OH H,CO OH

Em meio prético a reducdo acontece em apenas um passo com a perda de dois elé-
trons, em meio aprético a reducdo acontece em dois passos sucessivos de um elé-
tron (MICHIELLI & ELVING, 1968).

Diversos trabalhos sédo encontrados na literatura que descrevem os impactos
ambientais, principalmente nos ecossistemas aquaticos, causados pelo uso indis-
criminado de varios filtros UV, dentre eles a BZ-3 (BALMER et al., 2005; CUDER-
MAN & HEATH, 2007). Ja do ponto de vista toxicolégico, estudos recentes mostram
a atividade da BZ-3 como desreguladores endécrinos (FENT et al., 2008; HENE-
WEER et al., 2005). Devido aos efeitos colaterais da BZ-3 para o ser humano e para
0 meio ambiente, esta se tornou um componente importante de monitoramento em
diversos tipos de amostras, tais como rios (SILVA et al., 2013), lagos, piscinas (CU-
DERMAN & HEATH, 2007), sedimentos (JEON et al., 2006) e urina (CALAFAT et al.,
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2008). Além desses fatores, estudos recentes tém demostrado que o filtro benzofe-
nona-3 pode agir de forma ndo esperada no organismo contribuindo para a produ-
¢éo de hormonio sexual feminino (ROGGIA et al., 2014). A producao deste hormonio
pode alterar o ciclo menstrual e provocar endometriose, nos homens pode levar a
diminuicao de espermatozoides e atrofia dos testiculos (ROGGIA et al., 2014).

Os cinamatos sao os filtros UVB mais populares na Europa e nos Estados Uni-
dos (EUA), entretanto, apresentam absorcao reduzida sendo, muitas vezes, combi-
nados com os demais filtros UV com a finalidade de se atingir um FPS maior. Apre-
sentam potencial inferior de causar irritabilidade a pele. O 4-metoxicinamato de 2-
etilhexila (OMC) é um exemplo deste grupo de filtros UVB. Este composto é um filtro
absorvedor dos raios UVB, lipossoluvel e utilizado como solvente para demais filtros
organicos sintéticos solidos lipossolaveis. (BALOGH, et al., 2011). Estudos realiza-
dos na Suica avaliaram as concentracdes de 9 filtros solares nas aguas dos rios.
Dentre os quatro filtros mais encontrados estd o 4-metoxicinamato de 2-etilhexila
(OMC). Os resultados sugeriram, também, a acumulacdo dos filtros solares na ca-
deia alimentar, jA que 0s animais maiores apresentaram as maiores concentracdes
de filtros no corpo (CHRISTEN & FENT, 2011).

O 4-metilbenzilideno canfora (MBC) apresenta evidéncias de bioacumulacéo
ambiental, ou seja, acumula-se em peixes, em ratos, em culturas de células huma-
nas e em seres humanos, podendo exercer acdo hormonal nesses modelos. (SEI-
DLOVA-WUTTKE et al., 2005). Em estudo publicado no The Journal of Investigative
Dermatology, pesquisadores dinamarqueses avaliaram o0s parametros de absorcao
cutadnea do MBC, BZ-3 e outros compostos. O estudo foi realizado em 32 voluntéarios
sadios, entre eles 15 homens e 17 mulheres p6s-menopausadas que aplicaram 2
mg/cm? de creme contendo MBC 10% e BZ-3 10%. A presenca dos dois filtros foi
constatada na corrente sanguinea, ap0s avaliacdo da concentracdo plasmatica. Os
filtros também foram encontrados na urina e, nos homens foi, inclusive, notada uma
diferenca nos niveis de estradiol sérico (horménio produzido pelo corpo feminino e
masculino). (JANJUA et al., 2004).
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1.3. TECNICAS ANALITICAS E ELETROANALITICAS NA DETERMINACAO DE
FILTROS UV

1.3.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica cromatografica
amplamente utilizada para andlises quantitativas e qualitativas. Apresenta como van-
tagens, tempo reduzido de andlise, alta resolucdo e boa detectabilidade (COLLINS
et al., 2006).

Em cromatografia liquida deseja-se apenas que a amostra seja solluvel na fase
moével (FM) e que possuam algum tipo de interacdo com a fase estacionaria (FE)
(ROGERIO, 2008). Assim sendo, € necessario realizar a otimizacido dos componen-
tes da fase movel, bem como o fluxo, sistema de deteccéo, entre outros.

A eluicdo por gradiente é o modo de eluicdo amplamente utilizado para anali-
ses de filtros UV, sendo que neste tipo de eluicdo a composicao da fase mével varia
durante a separacdo. JaA o0 modo de elui¢cdo isocratico, preferido devido sua simplici-
dade, conveniéncia e repetitividade das analises, a for¢ca cromatografica da FM per-
manece constante durante toda a analise (COLLINS et al, 2006).

Em cromatografia liqguida de fase reversa, a FE é mais apolar que a FM, por-
tanto fases moveis fortes sdo aquelas que possuem maior proporcao de solvente
organico (COLLINS et al., 2006).

O uso de CLAE acoplada ao detector UV/Vis foi relatada na literatura como
umas das técnicas mais utilizadas para a separacao e quantificacéo de filtros solares
em diversas matrizes, tais como cosméticos, urina, plasmas, soros e matrizes biol6-
gicas (CHISVERT et al., 2012). SALVADOR & CHISVERT, 2005 determinaram si-
multaneamente 18 filtros ultravioletas, entre eles OMC, MBC e BZ-3, em amostras
de cosméticos, através da cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detec-
tor UV. Sarveiya et al., 2004 quantificou filtros UV comuns em amostras de protetor

solar por CLAE em matrizes biologicas.
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1.3.2. TECNICAS ELETROANALITICAS

Como alternativa aos métodos cromatograficos, trabalhos recentes vém mos-
trando o uso de técnicas eletroanaliticas, mais precisamente a polarografia, para a
determinacao de filtros organicos. Cardoso et al., 2007 desenvolveram uma metodo-
logia para a determinacdo simultanea de trés filtros de protecdo solar mais comu-
mente encontrado em cosméticos (BZ-3, OMC, MBC) utilizando a polarografia de
pulso diferencial (CARDOSO, 2007).

O uso do eletrodo de mercurio, frente a outros eletrodos utilizados em voltame-
tria, tem a vantagem de que sua superficie se renova a cada nova gota formada, néo
havendo acumulo de materiais adsorvidos em sua superficie. Entretanto, o eletrodo
de mercurio apresenta instabilidade da gota em relacéo ao fluxo de solugao, no caso
de andlises em fluxo, e é necessério realizar a recuperacéo deste metal para descar-
tar a solucdo analisada (ZEZZA, 2011). Tais desvantagens tém incentivado o desen-
volvimento de eletrodos alternativos, dentre eles, eletrodos solidos (metéalicos ou
inertes) modificados com filme de mercurio (ZEZZA, 2011). Quando comparados aos
eletrodos de mercurio, os eletrodos modificados com filme de mercdrio utilizam me-
nor volume de solucédo de Hg, o que contribui para uma minimizacédo da toxicidade
no manuseio desta solucéo.

Modificar um eletrodo consiste em atribuir e controlar novas propriedades fisi-
co-quimicas, por meio do acoplamento de espécies eletroativas (ou nao) a sua su-
perficie. Ao bloquear o acesso de espécies indesejadas a superficie do eletrodo, ini-
bem-se alguns processos e promovem-se outros. A modificacdo dos eletrodos tem
por objetivo originar sinais de correntes mais elevados do que na auséncia do modi-
ficador o que provoca uma melhor sensibilidade do método analitico.

Os eletrodos modificados podem ser utilizados em voltametria, onde se usa o
sistema de trés eletrodos, sendo a corrente medida entre o eletrodo de trabalho (ele-
trodo modificado com filme de mercurio, por exemplo) e o eletrodo auxiliar e 0 po-
tencial medido entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia. Dentre as di-
ferentes técnicas voltamétricas, tém-se as técnicas de pulso, onde se destacam a

voltametria de pulso diferencial e a voltametria de onda quadrada.
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A voltametria de pulso diferencial € uma técnica eletroanalitica que consiste em
aplicar pulsos de amplitude de potencial fixos sobrepostos a uma rampa linear e
crescente de potencial ao eletrodo de trabalho (PACHECO et al., 2013), Figura 6.

Figura 6: Sinal de excitacdo voltametria de pulso diferencial. Sendo (E) potencial, (t)

tempo e (a) amplitude de potencial.

—

0

V

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

A medida que se aplica o pulso ha um aumento da corrente capacitiva e da cor-
rente faradaica, contudo a corrente capacitiva diminui exponencialmente, enquanto a
corrente faradaica decresce linearmente. E feita a medida destas duas correntes, em
1 e 2 Figura 6, sendo registrada a diferenca entre elas. Medindo-se estas correntes
em um tempo apropriado haverd uma menor contribuicdo da corrente capacitiva,
conferindo uma maior sensibilidade a técnica (BRETT et al, 1996). Em eletrodos s6-
lidos, a melhor resposta usando a voltametria de pulso diferencial frente a voltame-
tria de pulso normal € clara em muitos casos, especialmente envolvendo compostos
organicos. Como estes conduzem frequentemente a adsorcéo no eletrodo, é possi-
vel que uma técnica diferencial descrimine os efeitos que sdo mais ou menos cons-
tantes antes e depois da aplicagdo do pulso. Além disso, este tipo de voltametria
apresenta limite de deteccdo na ordem de 10® mol L (BRETT et al, 1996).

Na voltametria de onda quadrada (SWV- do inglés square wave voltammetry),
uma onda quadrada simétrica é sobreposta a uma rampa de potencial, em forma de

escada. A corrente é medida duas vezes, uma ao final do pulso direto, 1 Figura 7,
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(direcao do pulso na mesma direcéo da velocidade de varredura) e outra ao final do
pulso reverso, 2 Figura 7, (direcdo do pulso contréria a direcdo da velocidade de var-

redura).

Figura 7: Sinal de excitagédo voltametria de onda quadrada. Sendo (E) potencial, (t)

tempo e (a) amplitude de potencial.

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Assim como na voltametria de pulso diferencial trabalha-se com a diferenca de
corrente, minimizando a contribuicdo da corrente capacitiva visto que a mesma €
medida onde ja se tornou negligenciavel (ZEZZA, 2011). A SWV € uma das técnicas
de pulso mais rapidas e sensiveis, além disso, a otimizacédo de parametros caracte-
risticos da técnica (frequéncia, amplitude, degrau de potencial) possibilitam a avalia-
cdo da cinética e o mecanismo do processo eletroquimico estudado. Os limites de
deteccdo (LD) desta técnica podem ser comparados aos das técnicas espectrosco-
picas e cromatograficas (SOUZA et al., 2003).

Cardoso et al., 2008 determinou simultaneamente MBC, OMC E BZ-3 por pola-
rografia de pulso diferencial utilizando surfactante na composicao do eletrélito. Silva
et al., 2006 quantificou eletroquimicamente trés filtros organicos em amostras de
protetor solar, tendo como eletrodo de trabalho o eletrodo de mercurio. Cardoso et
al., 2007 determinou MBC em filtro solar por voltametria de onda quadrada usando

eletrodo de mercurio como eletrodo de trabalho.
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Assim, poucos trabalhos sdo encontrados na literatura que descreve a quantifi-
cacdo de filtros solares organicos através de técnicas eletroquimicas. Sendo que,
todos os trabalhos disponiveis na literatura usam o eletrodo de gota de mercurio

como eletrodo de trabalho.
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2. JUSTIFICATIVA

Como ja relatado, os trabalhos reportados na literatura envolvendo determina-
céo eletroquimica de filtros UV MBC, OMC e BZ-3 em amostras de cosméticos ultili-
zam como eletrodo de trabalho o eletrodo de mercurio. Contudo, nos ultimos anos
este tipo de eletrodo vem sendo cada vez menos utilizado. O trabalho aqui apresen-
tado estudou eletrodos metélicos, ouro e carbono vitreo, modificados com filme de
mercurio na quantificacdo de filtros quimicos em amostras de protetor solar, buscan-
do uma alternativa aos eletrodos de gota de mercurio e aos metodos cromatografi-
cos. Além disso, no item 1.2 foi descrito a importancia de se quantificar filtros quimi-
cos em amostras de cosméticos a fim de verificar se esta de acordo com RDC n° 47,
ANIVISA e evitar reacfes indesejaveis. O estudo de parametros envolvendo a técni-
ca eletroanalitica voltametria de onda quadrada e o desenvolvimento de preparo de

amostra completam o desenvolvimento do trabalho.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método eletroanalitico utilizando eletrodos modificados e

técnicas voltamétricas para quantificar benzofenona-3 (BZ-3), 4-metoxicinamato-2-

etilhexila (OMC) e 4-metilbenzilideno canfora (MBC) em cosméticos.

3.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Otimizar uma metodologia para a determinacao de filtros UV (Benzo-3, MBC e

OMC) em amostras de protetor solar usando eletrodos modificados com filme

de mercurio;

. Avaliar a sensibilidade dos eletrodos de carbono vitreo e ouro para os analitos

organicos de interesse;

. Otimizar a técnica voltamétrica, assim como seus parametros (pulso diferen-

cial vs onda quadrada) para a detecc¢éo e quantificacao de filtros UV;

. Otimizar um método de tratamento de amostras para andlise de filtros UV;
5. Determinar BZ-3, OMC e MBC em amostras de cosméticos;

. Analisar a exatiddo do método comparando os resultados obtidos por volta-

metria com os obtidos por CLAE.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. REAGENTES E SOLUCOES

O solvente metanol (MeOH) da marca Scharlau, grau HPLC, foi utilizado para

compor o eletrélito na célula eletroquimica, bem como para a diluicdo dos padrées.

Acido fosforico (HsPO,), (85% v/v — Tedia), Acido bérico (HsBO3) PA (99,8%
m/m — Vetec) e Acido acético glacial (CHzCOOH) PA (99,7% v/v — Impex), foram
usados no preparo do Tampao Britton Robinson (TBR), usado na célula eletroquimi-

ca como eletrdlito suporte.

Acido cloridrico (HCI) PA (36,5 - 38,0% v/v — Vetec), foi utilizado para a remo-

cdo do filme de mercurio formado na superficie do eletrodo de ouro.

CTAB (do inglés Hexadecyltrimethy-ammonium bromide- C19H42NBr- 99% m/m

— Sigma aldrich) foi utilizado como surfactante na cela eletroquimica.

Solugéo de Acido fosforico (HzPO,4 grau HPLC) pH = 4,0 e solucdo de Acido
acético (CH3;COOH, grau HPLC), pH = 4,0, foram utilizadas para compor a fase mé-

vel do método cromatografico empregado.

Solugées padrdes dos analitos na ordem de 102 mol.L™ foram preparadas
através de diluices, em MeOH (grau HPLC), de Benzo-3 (sdlido), MBC (sdlido) e
OMC (liquido-Sigma aldrich). Uma solucédo estoque de Hg*™® 1000 mg.L™ (SpecSol)

foi utilizada para a modificacao eletroquimica da superficie do eletrodo de trabalho.

Para filtrar as solucbes de injecdo foram utilizados filtros com membrana de
PTFE 0,45 um de porosidade da marca Agilent.

Uma solucédo de KCI 3,0 mol L™ foi usada como solucéo interna no preparo do
eletrodo de referéncia e uma suspensdo de alumina em pé foi utilizada para polir a

superficie do eletrodo de trabalho.

As solugbes de HCI, TBR, CTAB e KCI foram preparadas com agua ultra pura

(Mili Q), sendo esta utilizada para a limpeza de toda a vidraria empregada.
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4.2. INSTRUMENTACAO

Para a realizacdo das medidas eletroquimicas, foi empregado um potenciostato
pJAutolab (EcoChemie, Utrecht, Holanda), interfaceado a um microcomputador, utili-
zando o software GPES 4.9.

Os ajustes de pH foram feitos usando-se um potencidémetro (Digimed DM 20,
Brasil) com eletrodo combinado de vidro.

Um agitador magnético (IKA-lab Disc, Alemanha) com barras magnéticas de
5mm de diametro foi utilizado para homogeneizacdo da solucao na célula eletroqui-
mica, assim como para a deposic¢ao do filme de Hg na superficie do eletrodo de tra-
balho.

Para o tratamento de amostra utilizou-se um ultrassom (Unique), empregado
para auxiliar na solubilizacdo das amostras, um vortex (Phoenix , modelo AP-56)
utilizado para homogeneizacdo das mesmas e uma centrifuga (Nova Instruments)
para separar as diferentes fases da amostra.

Com o objetivo de validar o método proposto um HPLC Agilent 1100 serie com
injetor manual e alcas de amostragem de 20 pL (valvula Rheodyne), sistema desga-
seificador, bomba quaternaria, detector UV-Vis de multiplos comprimentos de onda
(MWD) e software Agilent Chemistation LC Systems, foi utilizado na determinacgéo
de BZ-3, MBC e OMC nas amostras. Utilizou-se uma coluna cromatografica de fase
reversa C 18 Inertsil ODS-3 (150 mm x 4,6 mm de di&dmetro interno, 5 pm de diame-
tro de particula), com coluna de guarda Inertsil ODS.

4.3. ELETRODOS E CELULA ELETROQUIMICA

Eletrodos de carbono vitreo (CV), de 7,00 mm? de area, e ouro (Au), de 3,14
mm? de &rea, foram utilizados como eletrodos de trabalho (ET), modificados eletro-
guimicamente com filme de mercurio para a determinacao dos analitos de interesse.

Como eletrodo auxiliar (EA) foi empregado um eletrodo de platina.
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Um eletrodo de referéncia (ER) prata/cloreto de prata saturado (Ag/AgCl(say) foi
construido no préprio grupo de pesquisa. Um fio de prata recoberto com AgCI foi
inserido dentro de uma ponteira de micropipeta (10 — 100 uL), a qual foi preenchida
com solucado de KCI 3,0 mol L™ (CERQUEIRA, 2012).

O sistema de trés eletrodos (trabalho, referéncia e auxiliar), Figura 8 (A), foi in-
serido dentro de um béquer de vidro de 10 mL para a realizagdo das medidas ele-
troquimicas. Em seguida, a célula eletroquimica foi inserida em uma gaiola de Fara-
day, construida no préprio grupo de pesquisa e apresentada na Figura 8 (B), a fim
de eliminar ruidos eletrdnicos.

Para a realizacdo de todas as medidas eletroquimicas, purgou-se argonio (Ar)

durante 12 minutos para a eliminacédo de oxigénio dissolvido, antes de cada analise.

Figura 8: (A) Célula eletroquimica contendo eletrodo de trabalho de Au (ET), eletro-
do de referécia Ag/AgClsay (ER) e eletrodo auxiliar de platina (EA). (B) Gaiola de
Faraday.

(A) (B)

Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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4.4. MODIFICACAO EX SITU DE MERCURIO PARA A DETERMINACAO DE
FILTROS ORGANICOS

Para a formacédo do filme de Hg no eletrodo de carbono vitreo, o mesmo foi
imerso em uma solucédo de Hg 1000 mg L™, aproximadamente 4 mL, em seguida um
potencial de -0,8 V foi aplicado durante 300 s. O mesmo procedimento foi feito para
o eletrodo de ouro, entretanto o tempo de aplicacdo de potencial (-0,8 V) foi de
1000 s.

4.5. OTIMIZACAO DAS CONDICOES QUIMICAS E ELETROQUIMICAS PARA
DETERMINACAO DE BENZOFENONA-3 (BZ-3), 4-METILBENZILIDENO CANFO-
RA (MBC) E 4-METOXICINAMATO-2-ETILHEXILA (OMC)

4.5.1. COMPOSICAO DO ELETROLITO

Em 2008, um estudo relatou a determinacdo simultanea de trés filtros quimicos
por polarografia de pulso diferencial (BZ-3, MBC e OMC), sendo a célula eletroqui-
mica composta por 8,0 mL de Tamp&o BR 0,04 mol L™ (pH = 4), 2,0 mL metanol e
3,00 x 10” mol L™ de CTAB (CARDOSO et al., 2008). Dentro deste contexto, a pri-
meira composi¢ao para a célula eletroquimica utilizada para dar inicio as atividades
foi: 4,0 mL TBR 0,04 mol L™, 1,0 mL MeOH e 2,55 x 10 mol L™ CTAB. Esta compo-
sicdo inicial foi alterada até que uma condicédo 6tima para a determinacédo de BZ-3,
MBC e OMC fosse encontrada. A concentracédo de CTAB estudada variou de 2,55 x
10 mol L a 5,50 x 10™ mol L™*e os volumes de 1,0 e 2,0 mL de MeOH foram avali-
ados na determinagao dos analitos de interesse.

A otimizac&o da composicao da célula eletroquimica foi realizada por voltame-
tria de pulso diferencial. Os parametros da técnica foram otimizados em um trabalho

de conclusédo de curso, desenvolvido no préprio grupo de pesquisa. O objetivo do
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trabalho era avaliar eletrodos na andlise eletroquimica de Benzofenona-3 em amos-

tras de protetor solar. Os parametros utilizados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2: Parametros da voltametria de pulso diferencial, na otimizagéo da compo-
sicdo da célula eletroquimica.

Potencial Inicial -0,9V
Degrau de potencial 12 mVv
Potencial Final -1,3V
Velocidade de Varredura 25 mV/s
Amplitude 50 mV

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

4.5.2. MEDIDAS ELETROQUIMICAS

A otimizacédo das condi¢cBes eletroquimicas foi realizada a fim de proporcionar
uma melhor sensibilidade para os filtros quimicos analisados. Os trabalhos feitos
para chegar a melhor condicdo de analise consistiram na avaliacdo do eletrodo de
trabalho, estudo de potencial e comparacdo entre as técnicas voltamétricas pulso

diferencial e onda quadrada.

4.5.2.1. Estudo do eletrodo de trabalho

Os sinais eletroquimicos dos analitos BZ-3 e MBC frente aos eletrodos de car-
bono vitreo (CV) e ouro (Au), limpos e modificados com filme de Hg, foram analisa-
dos. Estas analises foram realizadas por adi¢cdo de padréo, em triplicata, utilizando a
técnica voltamétrica de pulso diferencial usando os parametros listados na Tabela 2
e em meio de 4,0 mL de Tamp&o BR 0,04 mol L™ (pH = 4), 1,0 mL MeOH e 5,50 x

10 mol L™ CTAB (condic&o otimizada para a composicéo do eletrélito). Foram reali-
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zadas sucessivas adicOes de 15, 25, 35, 45 e 55 pL da solucdo estoque na concen-
tracdo de 2,00 x 10° mol L™ de BZ-3 e MBC (preparados em MeOH).

A fim de avaliar qual dos eletrodos era mais sensivel, construiu-se um grafico
densidade de corrente (dC) vs Concentracdo do analito (Canaito), devido a area dos

eletrodos estudados serem distintas. A dC foi calculada da seguinte forma:

i ico ~
d¢ = —-2—=—— Equacéo 1
Aeletrodo

Onde, iyico € a corrente de pico, sendo medida como a area dos picos obtidos e
Acletrodo € @ area do eletrodo de trabalho utilizado.

O eletrodo de ouro modificado com filme de mercurio se mostrou mais sensivel
na determinacdo de BZ-3 e MBC, sendo este mesmo eletrodo utilizado na determi-
nacao de OMC. O estudo do eletrodo de trabalho para o filtro quimico OMC nao foi

realizado devido a falta deste analito durante esta etapa do estudo.
4.5.2.2. Voltametria Hidrodinamica

A fim de avaliar o potencial de reducdo dos compostos de interesse fez-se um
estudo de potencial das soluc¢des individuais dos filtros organicos na concentracao
de 2,00 x 10™ mol L™ (diluico em MeOH). Estes foram feitos por amperometria de

multiplos pulsos numa faixa de potencial entre -0,8 a -1,3 V.

4.5.2.3. Avaliacdo das técnicas voltamétricas pulso diferencial e onda quadrada na
determinacao de Benzo-3, MBC e OMC

As técnicas voltamétricas estdo sendo cada vez mais utilizadas em diversas

areas de conhecimento, com destaque para as técnicas de pulso. No presente traba-
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lho duas dessas técnicas foram avaliadas: pulso diferencial e onda quadrada. Os
parametros utilizados em cada técnica para a analise de BZ-3 e MBC estdo listados
nas Tabelas 3 e 4, respectivamente. Foram realizadas adi¢cdes de 15, 25, 35, 45 e
55 pL de solucdo 2,00 x 10° mol L™ de BZ-3 (preparados em MeOH) e 20, 30, 40,
50 e 60 uL de solugéio 2,00 x 10° mol L™ de MBC (preparados em MeOH) & célula

eletroquimica.

Tabela 3: Parametros da voltametria de pulso diferencial na avaliacdo da sensibili-

dade da técnica na determinacéo de BZ-3 e MBC.

Potencial Inicial -04V
Degrau de potencial 12 mVv
Potencial Final -15V
Velocidade de Varredura 25 mV/s
Amplitude 50 mV

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Os parametros utilizados na voltametria de onda quadrada foram baseados em
um trabalho reportado na literatura, o qual relata a determinacdo de MBC em amos-
tras de protetor solar por voltametria de onda quadrada (CARDOSO et al., 2007).

Tabela 4: Parametros da voltametria de onda quadrada na avaliacdo da sensibilida-

de da técnica na determinacéo de BZ-3 e MBC.

Frequéncia 90 Hz
Amplitude 60 mV
Degrau de potencial 5mV
Potencial Inicial -04V
Potencial Final -15V

Fonte: Elaborada pela propria autora.

Para o analito OMC néo foi realizada a otimiza¢do da técnica voltamétrica de-
vido a falta deste analito nesta etapa do trabalho, sendo utilizada a técnica mais
sensivel para determinagéo de BZ-3 e MBC. Realizando a comparagao entre as téc-
nicas de voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada, aquela que
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apresentou melhor sensibilidade na determinacéo de BZ-3 e MBC foi a voltametria
de onda quadrada (SWV).

Para a técnica mais sensivel (SWV), realizou-se a otimizacdo de parametros
instrumentais. Para estes estudos, adicionou-se a célula eletroquimica 35 pL da so-
lugcdo de BZ-3, 30 pL da solucdo de MBC e 75 puL da solugédo de OMC, todos na
concentrac&o 4,00 x 10 mol L™ e preparados em MeOH.

4.5.2.4. Andlise simultanea de benzofenona-3 (BZ-3), 4 metilbenzilideno canfora
(MBC) e 4-metoxicinamato-2-etilhexila (OMC)

Ha relatos na literatura onde filtros UV foram analisados, simultaneamente, uti-
lizando um eletrodo gotejante de mercurio (EGM). Cardoso et al., 2008, determinou,
simultaneamente, trés filtros organicos Benzofenona-3 (BZ-3), 4-metoxicinamato-2-
etilhexila (OMC) e 4 metilbenzilideno canfora (MBC) por polarografia de pulso dife-
rencial. Assim, no presente estudo foram feitos testes a fim de realizar a andlise si-
multanea de BZ-3, MBC e OMC, por meio da voltametria de onda quadrada, sendo o
eletrodo de trabalho empregado o eletrodo de ouro modificado com filme de mercu-
ro.

Para a realizacdo da determinacéo simultdnea de BZ-3, OMC e MBC foram uti-
lizados diferentes valores de pH do eletrélito suporte TBR, sendo testados os valores
de 2,0; 4,0; 8,0 e 10,0. Estas analises foram feitas através da voltametria de pulso
diferencial e voltametria de onda quadrada nos parametros listados nas Tabelas 3 e
4, respectivamente. Além disso, foram realizados testes por SWV nos parametros

instrumentais otimizados para cada analito, sendo estes apresentados no item 5.5.

4.6. CONDICOES DE SEPARACAO DOS FILTROS UV POR CLAE

Salvador & Chisvert, 2005 desenvolveram um meétodo cromatografico para a
separacao e quantificacdo de 18 filtros UV por cromatografia liquida de alta eficién-
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cia com detector UV, em modo de eluicdo por gradiente (segmentado), coluna de
fase reversa C 18, fluxo de 0.5 mL.min™" e comprimento de onda (A) de 313 nm. Os
filtros UV avaliados foram divididos em duas classes: sollveis e insolUveis em agua.
Para os filtros insoluveis, como BZ-3, OMC e MBC, a fase movel utilizada no preparo
dos padrées foi Etanol (EtOH) e solucéo 1% de Acido acético (HAc) na proporcéo de
70:30. Entretanto, a eluicdo por gradiente apresenta algumas desvantagens quando
comparada ao modo de eluicdo isocratico, como a necessidade de regeneracdo da
coluna antes da proxima analise, o que aumenta o tempo de analise e o0 consumo de
solvente (COLLINS et al., 2006).

Tendo como base o trabalho de Salvador & Chisvert, 2005 testes foram reali-
zados a fim de otimizar a melhor condicéo de separacdo dos compostos BZ-3, OMC
e MBC. Foi efetuado um gradiente exploratorio variado a porcentagem de metanol
(MeOH) e solucéo de Acido acético pH = 4,0 (HAc) de 0 a 100 %, no fluxo de
1 mL.min%, a fim de verificar se h& uma proporcao fixa dos solventes que seja efici-
ente na separacdo dos analitos. Ou seja, se é possivel aplicar o modo de eluicdo
isocratico.

O tempo de eluicao total dos compostos foi de 10 minutos e o comprimento de
onda selecionado foi de 313 nm para detec¢ao dos filtros quimicos por deteccédo UV.

4.7. CURVAS ANALITICAS E LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

As curvas analiticas para a determinac¢éo dos filtros UV abrangeu os niveis de
concentracdo para BZ-3 de 6,98 a 20,8 pmol L™, de 5,32 a 19,4 pmol L™ para MBC e
de 10,4 a 24,1 pmol L™ para OMC preparados a partir da diluicédo da solucdo esto-
que de concentracdo 2.00 x 10° mol L™, para todos os padrdes em MeOH. As cur-
vas obtidas em triplicata em cada nivel de concentracdo foram utilizadas para a ava-
liacdo da linearidade e dos limites de quantificagao (LQ) e deteccao (LD).

Para verificar se 0 modelo descreve satisfatoriamente o comportamento dos
dados experimentais, fez-se o teste de analise de variancia ANOVA. Calculou-se o

valor de Fcalculado, de acordo com a Equacéo 2:
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MQfaj
F catculado = MQ:E Equagao 2

Sendo MQyy a média quadratica da falta de ajuste e MQ¢, a média quadratica
do erro puro. O numero de graus de liberdade para MQy, € 3 e para MQe, 10. Se o
valor de Fcaculado fOr menor que o valor de Fciico, NA0 ha falta de ajuste do modelo.

Os limites de quantificacdo e deteccdo foram calculados conforme as Equa-
cOes 3 e 4, respectivamente.

LO = 10xSb Equac&o 3

LD = 3xSb

Equacéo 4

Onde, Sb € o desvio padrdo do coeficiente linear e a o coeficiente angular da

reta obtida para a curva analitica da regressao linear.

4.8. AMOSTRAS

4.8.1. AQUISICAO DAS AMOSTRAS

As amostras de protetor solar foram adquiridas no comeércio local da cidade de
Juiz de Fora, Minas Gerais (MG). Dentre todas as opcdes de protetor solar, selecio-
naram-se agueles que continham em sua composi¢cao pelo menos um dos analitos
de interesse: benzofenona-3 (BZ-3), 4 metilbenzilideno canfora (MBC) ou 4-

metoxicinamato-2-etilhexila (OMC).
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Trés amostras foram analisadas, PROT 1, PROT 2 e PROT 3, sendo que cada
amostra possuia, descrito em seu rétulo, um dos analitos a serem determinados,

conforme apresentado na Tabela 5.

Tabela 5: Amostras de protetor solar analisadas.

Amostra Analito
PROT 1 BZ-3
PROT 2 OoMC
PROT 3 MBC

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

4.8.2. PREPARO DE AMOSTRA

O método de solubilizacdo das amostras foi adaptado de SILVA et al., 2006 e
CARDOSO et al., 2008.

Pesou-se, aproximadamente, 0,500 g de protetor solar, sendo esta quantidade
dissolvida em 7,0 mL de metanol e levada em banho ultrassénico por 10 minutos.
Em seguida, foram misturados em voOrtex durante 5 minutos e centrifugados a
1600 rpm durante 20 minutos. O sobrenadante foi coletado e armazenado em um
baldo de 25,0 mL. Este procedimento foi repetido trés vezes e no fim, o volume do
balédo foi completado com metanol.

As amostras foram pesadas diretamente em tubos de falcon, Figura 9 (A), sen-
do estes envolvidos em papel aluminio a fim de evitar a fotodegradacédo dos filtros

UV, como apresentado na Figura 9 (B).
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Figura 9: (A) Amostra pesada diretamente em um tubo de falcon. (B) Tudo de falcon

envolvido em papel aluminio.

(A) (B)

Para a fortificacdo das amostras, foram adicionados padrao dos filtros quimi-
cos, para uma concentracdo final de BZ-3 igual a 4,32 x 10° mol.L'1, de MBC igual a
1,46 x 10 mol.L™* e de OMC igual a 2,06 x 10 mol.L™.

As amostras tratadas foram filtradas em filtros de membrana de PTFE 0,45 um

de porosidade para serem injetadas no cromatégrafo liquido.

4.8.3. ANALISE DAS AMOSTRAS

As amostras foram analisadas por voltametria de onda quadrada e por croma-
tografia liquida de alta eficiéncia, método de comparacdo. Os parametros para am-
bas as técnicas foram otimizados, como descrito nos itens seguintes, sendo possivel
realizar a determinacédo de filtros UV BZ-3, OMC e MBC nas amostras PROT 1,
PROT 2 e PROT 3, respectivamente.

Para as medidas eletroquimicas estudaram-se composicdo do eletrolito, vari-
ando a concentragdo de CTAB e volume de MeOH; eletrodo de trabalho, sendo ava-

liados os eletrodos de ouro e carbono vitreo limpos e modificados com filme de mer-
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curio. Além desses estudos, ainda foi realizada a comparacéo entre as técnicas vol-
tamétricas pulso diferencial e onda quadrada, sendo a voltametria de onda quadrada
a técnica mais sensivel, como ja mencionado. Os parametros instrumentais frequén-
cia, amplitude e degrau de potencial da SWV foram otimizados para BZ-3, OMC e
MBC. Para andlise por CLAE os modos de eluicdo por gradiente e isocratico foram

avaliados, bem como a otimizacdo da composicéo da fase movel.
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5. RESULTADOS

5.1. COMPOSICAO DO ELETROLITO

Como relatado, a primeira composicéo para a célula eletroquimica foi baseada
em um trabalho da literatura (CARDOSO et al., 2008), sendo esta: 4,0 mL TBR 0,04
mol L™ (pH = 4), 1,0 mL MeOH e 2,55 x 10 mol L™ CTAB, purga com Ar por 10 mi-
nutos. Estes testes preliminares foram feitos para os trés analitos BZ-3, MBC e
OMC. Para uma primeira analise nesta composicao, o eletrodo de trabalho utilizado
foi o eletrodo de ouro modificado com filme de mercurio. Foram realizadas adi¢cdes
de 50,0 pL dos padrdes na concentracdo (estoque) de 1,00 x 10° mol L™ . Nestas
condi¢cbes, ndo houve resposta do analito OMC. A fim de verificar se a variagdo no
volume de metanol acarretaria na obtencdo do sinal analitico para o OMC e melhor
sinal para a BZ-3 e MBC, a composicao foi alterada para 2,0 mL TBR 0,04 mol L*
(pH = 4), 4,0 mL MeOH e 2,55 x 10 mol L CTAB, purga com Ar por 10 minutos,
porém sem sucesso. Como uma ultima tentativa para a condi¢cdo proposta inicial-
mente, o0 eletrodo de trabalho foi alterado para carbono vitreo, entretanto nenhuma
melhora foi observada. Os voltamogramas obtidos para estes testes nao estao apre-
sentados neste trabalho.

CTAB é um surfactante catibnico e seu intenso uso esta relacionado a sua ca-
pacidade de alterar algumas propriedades, tendo como consequéncia uma melhor
sensibilidade e/ou seletividade analitica (MANIASSO, 2001). Os tensoativos sdo
compostos que possuem uma parte com caracteristica polar ligado a uma parte apo-
lar, conferindo a este tipo de molécula a capacidade de ser apolar e polar ao mesmo
tempo, como apresentado na Figura 10. (DALTIN, 2012). Esse aspecto ndo permite
uma estabilidade garantida na dissolu¢cdo de um surfactante, seja em meio polar ou
apolar. Contudo, € essa instabilidade que permite aos tensoativos propriedades dife-

renciadas de outras substancias (DALTIN, 2012).
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Figura 10: Representagdo esqueméatica de uma molécula de surfactante.

Parte Apolar Parte Polar

/ (/D

Fonte: Adaptada de DALTIN, 2012.

Silva et al., 2006 retrata, entre outras coisas, a influéncia do surfactante CTAB
na reducdo de OMC. Assim, uma nova composicao foi estudada, onde o volume
adicionado de CTAB passou de 50 pL para 80 pL. As novas proporgdes avaliadas
foram: 4,0 mL TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0 mL MeOH e 4,30 x 10“ mol L* CTAB,
purga com 10 minutos de Ar. Para esta composi¢do os analitos responderam eletro-
quimicamente, porém néo houve reprodutibilidade.

Quando a dissolucao de um tensoativo acontece hd um sistema bifasico, as
moléculas do tensoativo tendem a ir para a superficie de separacédo das duas solu-
cOes. Neste ponto, a parte hidrofébica do surfactante se posiciona a favor da parte
pouco soluvel, enquanto a parte hidrofilica se direciona para a parte sollvel. Esta
posi¢cdo das moléculas confere uma estabilidade na solubilizacdo do surfactante. Se
o tensoativo for adicionado a um sistema monofasico, as moléculas do surfactante
tendem a ocupar as superficies liquido-ar e liquido-so6lido, como demostrado pela
Figura 11 (DALTIN, 2012).
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Figura 11: Estabilizacdo das moléculas do tensoativo nas superficies liquido-ar e
liquido-solido.

1o

Fonte: Adaptada de DALTIN, 2012.

Caso a quantidade de tensoativo adicionada continue aumentando, ndo havera
mais espaco nas superficies liquido-ar e liquido-sdlido. Sendo assim, as moléculas
vao para o seio da solucdo e se rearranjam. As moléculas se agrupam pela parte
hidrofébica expondo a parte hidrofilica ao meio aquoso. Este tipo de estrutura da-se
o nome de micela (DALTIN, 2012). As micelas possuem como principal caracteristi-
ca o poder de solubilizar os mais variados solutos.

O aumento da concentracao do surfactante pode promover a formacéo de mi-
celas, caso a concentracdo micelar critica (CMC) seja atingida. Cardoso et al., 2008
relata como a variacdo na concentracdo do surfactante pode afetar a determinacao
simultanea de BZ-3, MBC e OMC eletroquimicamente. Assim, aumentou-se a con-
centracao de CTAB na célula eletroquimica, sendo possivel atingir a condi¢cao 6tima.

A composicdo da célula eletroquimica otimizada foi: 4,0 mL TBR 0,04 mol L™
(pH = 4,0), 1,0 mL MeOH e 5,50 x 10 mol L™* CTAB, purga com Ar por 12 minutos.
A Figura 12 mostra os voltamogramas obtidos para os filtros UV BZ-3, OMC e MBC,

através da composicdo otimizada para célula eletroquimica.
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Figura 12: Voltamogramas obtidos por pulso diferencial dos filtros UV em 4,0 mL
TBR 0,04 mol L™*(pH = 4,0), 1,0 mL MeOH e 5,50 x 10 mol L™* CTAB. Sendo em (a)
branco, (b) 8,66 x 10° mol.L™, (c) 1,72 x 10° mol.L™, (d) 2,58 x 10° mol.L™ e (e) 7,02
x 10° mol.L™" de (A) BZ-3, (B) MBC e (C) OMC. Eletrodo de trabalho: eletrodo de
ouro modificado com filme de mercurio; eletrodo de referéncia: Ag/AgCl(say; eletrodo
auxiliar: platina. Potencial inicial: -0,9V; degrau de potencial: 12mV; potencial final: -

1,3V; velocidade de varredura: 25mv/s; amplitude: 50mV.
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Corrente(uA)

-2.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-14 -13 -12 -11 10 -09 -08 -07 -06 -05 -04 -14 13 12 11 10 -09 -08 -07 -06 -05 -04

Potencial(V) Potencial(V)

Corrente(nA)

T T T T T T T
140 -135 -130 -1.25 -120 -1.15 -1.10 -1.05 -1.00
Potencial(V)

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

5.2. ESTUDO DO ELETRODO DE TRABALHO

Os processos de reducdo/oxidagdo acontecem na superficie do eletrodo de
trabalho. Os eletrodos metalicos sdo amplamente empregados em intervalos de po-

tenciais positivos, jA em janelas de potenciais negativos os eletrodos de mercurio
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sdo os mais utilizados (SILVA et al., 2011). Silva et al., 2006 determinou OMC em
cremes anti-rugas através da polarografia de pulso diferencial na presenca de 1,63 x
10 mol L™ de CTAB e Tamp&o BR (pH = 4,0). Cardoso et al., 2008 realizou a anéli-
se simultanea de trés filtros UV (BZ-3, MBC e OMC) em amostras de protetor solar
por polarografia de pulso diferencial utilizando Tamp&o BR 0,04 mol.L™ (pH = 4,0) e
3,00 x 10* mol L™ de CTAB.

Contudo, os eletrodos de mercurio e eletrodos solidos apresentam algumas
desvantagens, os eletrodos de mercurio apresentam faixa de trabalho na regido
anddica estreita e eletrodos sdélidos ndo apresentam sobrepotencial a reducdo de H”.
E uma alternativa a esses eletrodos sdo os eletrodos quimicamente modificados
(EQM), os quais apresentam vantagens tanto de eletrodos de mercurio como de ele-
trodos solidos. Um exemplo destes tipos de eletrodos séo os eletrodos de filme de
mercurio (EFM). Os EFM tém como vantagens elevada razdo area superfici-
al/volume, alta resisténcia mecéanica, sendo estavel ao acoplamento com sistemas
em fluxo e elevada sobretensdo a reducdo de H* (OLIVEIRA et al., 2004). Ao se
modificar a superficie de um eletrodo pretende-se melhorar propriedades eletroqui-
micas como sensibilidade, seletividade, estabilidade quimica ou eletroquimica (SIL-
VA, 2014). Assim, dois tipos de eletrodos foram estudados no presente trabalho: ele-
trodos sélidos de carbono vitreo (CV) e ouro (Au) e eletrodos de CV e Au modifica-
dos com filme de mercurio (Hg).

Os eletrodos de Au e CV, puros e modificados, foram comparados a fim de
avaliar qual seria mais sensivel na determinacdo de BZ-3 e MBC. A sensibilidade da
calibracdo € uma das figuras de mérito utilizada para avaliar os procedimentos anali-
ticos. Segundo Skoog et al, 2008, sensibilidade da calibracédo é a inclinacéo da curva
analitica. Quanto maior o coeficiente angular, mais sensivel é o método avaliado.

O gréfico construido para verificar qual dos eletrodos estudados € mais sensi-
vel aos filtros UV foi densidade de corrente (dC) vs Concentracdo do analito (Canaiito)-
Levou-se em consideracdo a densidade de corrente visto que as areas dos eletrodos
de carbono vitreo e ouro sao diferentes.

Na Tabela 6 estdo descritos as equacgdes de reta, bem como o coeficiente de

correlagao (Rz) para os graficos dC vs Cjnaiito, cOnforme descrito no item 4.5.2.1.
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Tabela 6: Equacdes de retas e coeficiente de correlacdo (R?) obtidos do gréfico dC

VS Canaiito, avaliacdo do eletrodo de trabalho para a determinacéo de BZ-3 e MBC.

Eletrodos BZ-3 MBC

Equacao da reta R? Equacao da reta R?

C.V puro | dC=0,007Canaito+4,20x10”" | 0,955 | dC=0,01Canaitc+3,26x107" | 0,994

C.V com |dC=0,01Canaito-1,70x10® 0,954 | dC=0,03Canaito-6,33x10° | 0,962
filme Hg

Aucom |dC=0,13 Canaito-2,46x107 | 0,967 | dC=0,04Canaite-1,58x10" | 0,971
filme Hg

dC = densidade de corrente (WA/mm?) e Canalito = concentracdo do analito (umol.L™).

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Para o eletrodo de Au puro, ndo houve resposta dos analitos BZ-3 e MBC.

Através da Tabela 6 apresentada, pode-se concluir que o eletrodo de ouro mo-
dificado com filme de mercuario é o mais sensivel na determinacao dos filtros quimi-
COos, pois apresenta maior coeficiente angular, sendo 0,13 para a regresséo da BZ-3
e 0,04 para a regressao do MBC.

A Figura 13 apresenta os voltamogramas obtidos para os trés eletrodos avalia-

dos na determinacgéo de BZ-3.
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Figura 13: Voltamogramas obtidos por pulso diferencial dos filtros UV em 4,0 mL
TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0 mL MeOH e 5,50 x 10 mol L™* CTAB. Adicéo de
padrdo de benzofenona-3, sendo em (a) branco, (b) 1,04 x 10° mol.L™* de BZ-3, (c)
1,73 x 10° mol.L™* de BZ-3, (d) 2,42 x 10° mol.L™ de BZ-3, (e) 3,11 x 10 mol.L™* de
BZ-3 e (f) 3,79 x 10 mol.L™ de BZ-3. Eletrodo de trabalho avaliado em (A) Au modi-
ficado com filme de Hg, (B) CV modificado com filme de Hg e (C) CV limpo. Eletrodo
de referéncia: Ag/AgClsay; eletrodo auxiliar: platina. Potencial inicial: -0,9V; degrau
de potencial: 12mV; potencial final: -1,3V; velocidade de varredura: 25mv/s; amplitu-

de: 50mV.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

O voltamograma (A), eletrodo de Au modificado com filme de Hg, apresenta
melhor estabilizacdo da linha base do branco e maior incremento de corrente quan-
do se adiciona padrdao de benzofenona-3 quando comparado com o voltamograma
(B), eletrodo de CV modificado com filme de Hg. Ja o voltamograma obtido utilizando

o eletrodo de CV puro, (C), apresenta um deslocamento de potencial e um aumento
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irregular de corrente quando se adiciona padrdo de benzofenona-3, o que estéa rela-
cionado a baixa sensibilidade deste eletrodo na faixa de potenciais negativos.
Os voltamogramas obtidos para o analito MBC na avaliacdo do eletrodo de tra-

balho estdo apresentados na Figura 14.

Figura 14: Voltamogramas obtidos por pulso diferencial dos filtros UV em 4,0 mL
TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0 mL MeOH e 5,50 x 10 mol L™* CTAB. Adicéo de
padrdo de 4 metilbenzilideno canfora, sendo em (a) branco, (b) 1,04 x 10° mol.L™* de
MBC, (c) 1,73 x 10®° mol.L™* de MBC, (d) 2,42 x 10 mol.L™* de MBC, (e) 3,11 x 10®
mol.L™* de MBC e (f) 3,79 x 10 mol.L* de MBC. Eletrodo de trabalho avaliado em
(A) Au modificado com filme de Hg, (B) CV modificado com filme de Hg e (C) CV
limpo. Eletrodo de referéncia: Ag/AgClsay; eletrodo auxiliar: platina. Potencial inicial:
-0,9V; degrau de potencial: 12mV; potencial final: -1,3V; velocidade de varredura:
25mv/s; amplitude: 50mV.
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Fonte: Elaborada pela propria autora.
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Os voltamogramas obtidos para o filtro MBC apresentam comportamento simi-
lar aos obtidos para BZ-3. Em (A), eletrodo de Au modificado com filme de Hg, h&
uma boa estabilizacdo da linha base do branco e um aumento regular na corrente
guando se adiciona padréo do filtro quimico. J& em (B), eletrodo de CV modificado
com filme de Hg, ndo ha um incremento frequente de corrente quando se adiciona
padrdo. Quando o eletrodo de trabalho avaliado é o eletrodo de CV puro, (C), o
acréscimo de corrente observado € irregular e baixo quando se eleva a concentra-
cado de MBC e um deslocamento de potencial também pode ser visto.

Com base nesse estudo, decidiu-se trabalhar com o eletrodo de ouro modifica-

do com mercurio.

5.3. VOLTAMETRIA HIDRODINAMICA

A fim de identificar o comportamento eletroquimico dos filtros UV, no sistema
proposto (4,0 mL TBR (pH = 4,0), 1,0 mL MeOH e 5,50 x 10 mol L™ de CTAB, pur-
ga com argbnio por 12 minutos; eletrodo de Au modificado com filme de mercurio)
voltamogramas hidrodinamicos na faixa de potencial que abrange a reducéo eletro-
guimica das espécies BZ-3, MBC e OMC foram obtidos através da técnica de ampe-
rometria de multiplos pulsos conforme descrito no item 4.5.2.2. e apresentados na

Figura 15.
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Figura 15: Voltamogramas hidrodindmicos para filtros UV na concentragdo 2,00 x
10 mol L™. Composicéo da célula eletroquimica: 4,0 mL TBR 0,04 mol L™ (pH =
4,0), 1,0 mL MeOH e 5,50 x 10 mol L™ de CTAB. Condicdes: faixa de varredura de -
0,8 a -1,3 V, eletrodo de trabalho: Au modificado com filme de Hg, eletrodo de refe-

réncia: Ag/AgClisay € eletrodo auxiliar: platina.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Pode-se observar que a partir de -0,9 V vs Ag/AgClsay 0s filtros UV BZ-3, MBC
e OMC apresentam uma corrente de redugdo mais sensivel, isto €, um aumento de
corrente. O potencial de -1,2 V vs Ag/AgClsay Seria o potencial 6timo para realizar a
analise simultdnea dos trés filtros organicos. Para os analitos BZ-3 e MBC nota-se
uma corrente de reducdo mais elevada em -1,3 V vs Ag/AgClsay, contudo este
acréscimo de corrente ndo é tdo consideravel quando comparado com o valor de

corrente em -1,2 V vs Ag/AQClsay).
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5.4. VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL VS VOLTAMETRIA DE ONDA
QUADRADA NA DETERMINACAO DE FILTROS UV

Nao h4 um método oficial para a determinagédo de filtros UV em amostras de
cosmeéticos, contudo a literatura reporta, na maioria dos trabalhos, o uso de métodos
cromatograficos. Chisvert et al.,, 2013 determinou simultaneamente 15 filtros UV,
dentre eles BZ-3 e MBC por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com de-
teccao espectrofotométrica no UV, utilizando uma coluna C18, composicao da fase
movel agua:etanol sendo a eluigéo por gradiente, no fluxo de 1 mL min™. Kim et al.,
2011 quantificou nove filtros UV por CLAE, tendo como fase mével agua:acetonitrila
(contendo 0,5% de &cido acético), eluicdo por gradiente e fluxo de 0,9 mL min™.

Uma alternativa aos métodos cromatograficos sdo as medidas eletroquimicas.
Como ja mencionado no item 4.5.2.3, duas dessas técnicas foram avaliadas no pre-
sente estudo, pulso diferencial e onda quadrada, a fim de verificar qual seria mais
sensivel aos filtros UV. A Tabela 7 traz as equacdes de reta, bem como o coeficiente
de correlacéo (R?), obtidos a partir dos graficos corrente de pico (ipico) Vs Concentra-

cdo do analito (Canaiito), BZ-3 € MBC, para ambas as técnicas.

Tabela 7: Dados obtidos a partir da comparacéo entre as técnicas voltamétricas pul-

so diferencial vs onda quadrada, na determinagao de BZ-3 e MBC.

Analito Pulso Diferencial Onda Quadrada

Equacdo da reta R? Equacdo da reta R?

BZ-3 y=0,09Canaiito — 2,41x10° | 0,993 | y=0,51Canaiito - 1,13x10° | 0,996

MBC | y=0,04 Canaito — 7,77x10° | 0,961 | y=0,27 Canaiito - 1,27x10° | 0,999

y = corrente de pico (MA) e Canaite = CONCentracao do analito (umol L™)

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

O coeficiente de correlacdo (R%) exibe uma faixa que vai de -1 < R? < +1,
sendo que quanto mais préximo de 1 ou -1 estiver menor sera erro associado ao
coeficiente linear (RIBEIRO & FERREIRA, 2008). Assim, a fun¢cdo mateméatica esco-
Ihida para ajustar os pontos se mostra adequada. Para as equacdes de reta obtidas
a partir da voltametria de onda quadrada os valores de R? est&o proximos de 1, sen-
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do 0,996 para o filtro BZ-3 e 0,999 para MBC. Portanto, os pontos da curva estdao em
cima de uma reta com inclinag&o positiva.

Como ja dito, sensibilidade da calibracdo € a inclinagcdo da curva analitica
(SKOOG et al., 2008). Quanto maior o coeficiente angular, mais sensivel é a técnica.
A Tabela 7 apresenta os valores de 0,51 para BZ-3 e 0,27 para MBC na voltametria
de onda quadrada e 0,09 para BZ-3 e 0,04 para MBC na voltametria de pulso dife-
rencial. Assim, a técnica mais sensivel para a determinacdo de filtros UV BZ-3 e
MBC é a voltametria de onda quadrada.

A Figura 16 mostra os voltamogramas obtidos para BZ-3 na analise por pulso
diferencial e por onda quadrada.

Figura 16: Voltamogramas obtidos por (A) voltametria de onda quadrada (B) volta-
metria de pulso diferencial para BZ-3. Em 4,0 mL TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0
mL MeOH e 5,50 x 10 mol L™ de CTAB. Adic&o de padrdo de benzofenona-3, sen-
do em (a) branco, (b) 5,20 x 10° mol.L™* de BZ-3, (c) 8,66 x 10° mol.L™ de BZ-3,

(d) 1,21 x 10®° mol.L™ de BZ-3, (e) 1,55 x 10° mol.L™ de BZ-3 e (f) 1,89 x 10®° mol.L™
de BZ-3. Eletrodo de trabalho: Au modificado com filme de Hg, eletrodo de referén-
cia: Ag/AgClsay; eletrodo auxiliar: platina. Parametros SWV: frequéncia: 90Hz; ampli-
tude: 60mV; degrau de potencial: 5mV; potencial inicial: -0,4V; potencial final: -1,5V.
Parametros pulso diferencial: potencial inicial: -0,9V; degrau de potencial: 12mV; po-

tencial final: -1,3V; velocidade de varredura: 25mv/s; amplitude: 50mV.

Corrente(pA)
Corrente(uA)

T T T T T T T T T T T T T
125 -1.20 115 110 -1.05 -1.00 -0.95 125 120 -115 -1.10 -1.05 -1.00 -0.95 -0.90
Potencial(V) Potencial(V)

Fonte: Elaborada pela propria autora.
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A Figura 17 apresenta os voltamogramas obtidos para o filtro quimico MBC por
voltametria de onda quadrada e voltametria de pulso diferencial.

Figura 17: Voltamogramas obtidos por (A) voltametria de onda quadrada (B) volta-
metria de pulso diferencial para MBC. Em 4,0 mL TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0
mL MeOH e 5,50 x 10 mol L* de CTAB. Adicdo de padrédo de 4 metilbenzilideno
canfora, sendo em (a) branco, (b) 6,93 x 10° mol.L* de MBC, (c) 1,04 x 10®° mol.L™
de MBC, (d) 1,38 x 10”° mol.L™* de MBC, (e) 1,72 x 10° mol.L™ de MBC e

(f) 2,06 x 10 mol.L™ de MBC. Eletrodo de trabalho: Au modificado com filme de Hg,
eletrodo de referéncia: Ag/AgClsay; eletrodo auxiliar: platina. Parametros SWV: fre-
guéncia: 90Hz; amplitude: 60mV; degrau de potencial: 5mV; potencial inicial: -0,4V;
potencial final: -1,5V. Parametros pulso diferencial: potencial inicial: -0,9V; degrau de
potencial: 12mV; potencial final: -1,3V; velocidade de varredura: 25mv/s; amplitude:
50mV.
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T T T T T T T 1.4 T T T T T T T
125 120 -1.15 -110 -1.05 -1.00 -0.95 -0.90 125 -1.20 115 -110 -1.05 -1.00 -0.95 -0.90
Potencial(V) Potencial(V)

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Para o filtro UV MBC o voltamograma obtido por pulso diferencial ndo apresen-
tou uma boa estabilizacdo de linha base, desencadeando um deslocamento de po-
tencial de pico.

A voltametria de onda quadrada possui algumas vantagens quando comparada
a voltametria de pulso diferencial. As andlises feitas por SWV sdo mais rapidas, o
gue possibilita obter correntes de pico bem definidas, melhorando a sensibilidade da
técnica (SOUZA et al., 2003). Além disso, possui menores problemas com o enve-

nenamento da superficie do eletrodo de trabalho (BRETT et al, 1996). Através da
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observacéo da varredura direta e inversa por voltametria de onda quadrada, é pos-
sivel obter informacdes similares a voltametria ciclica, porém com maior sensibilida-

de devido a minimizacdo da corrente capacitiva (SOUZA et al., 2003).

As condicfes eletroquimicas otimizadas para a determinacdo de BZ-3, MBC e

OMC estao resumidas na Tabela 8.

Tabela 8: Condicdes eletroquimicas otimizadas para a determinacéo de BZ-3, MBC

e OMC.
Composicéo da cela | 4,0 mL de TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0 mL de MeOH e
eletroquimica 5,50 x 10 mol L™ de CTAB
Eletrodo de Trabalho Eletrodo de Au modificado com filme de Hg
Técnica Voltamétrica Onda Quadrada

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

5.5. OTIMIZACAO DOS PARAMETROS COM VARREDURA DE POTENCIAL DO
TIPO ONDA QUADRADA NA ANALISE DE Bz-3, MBC E OMC

Na voltametria de onda quadrada, os sinais analiticos dependem de parame-
tros como amplitude, frequéncia e degrau de potencial (LOURENCAO, 2009). As
Tabelas 9, 10 e 11 mostram a faixa estudada para cada parametro, assim como o

valor otimizado para a analise de BZ-3, MBC e OMC.
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Tabela 9: Parametros investigados e selecionados de voltametria de onda quadrada
na anélise de BZ-3.

Parametros Faixa estudada Parametro otimizado:
BZ-3
Frequéncia 55 -165 Hz 145 Hz
Amplitude 20 -80 mV 70 mV
Degrau de potencial 4-10mV 7mV

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Tabela 10: Parametros investigados e selecionados de voltametria de onda quadra-

da na anéalise de MBC.

Parametros Faixa estudada Parametro otimizado:
MBC
Frequéncia 75-120 Hz 105 Hz
Amplitude 50-110 mV 100 mV
Degrau de potencial 4-9mV 6 mV

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Tabela 11: Parametros investigados e selecionados de voltametria de onda quadra-

da na analise de OMC.

Parametros Faixa estudada Parametro otimizado:
OoMC
Frequéncia 30 - 155 Hz 125 Hz
Amplitude 10 - 60 mV 30 mV
Degrau de potencial 4-9mV 7 mV

Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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O primeiro parametro otimizado foi a frequéncia de aplicacdo dos pulsos. De
acordo com as Tabelas 9, 10 e 11, para BZ-3 a faixa de frequéncia estudada foi 55-
165 Hz, para MBC 75-120 Hz e para OMC 30-155 Hz. Segundo Souza et al, 2003,
frequéncias acima de 1000 Hz podem ocasionar pequenos desvios da linearidade
devido a propria resisténcia da solugdo. Assim como em frequéncias abaixo de 30
Hz, desvios aqui gerados devido a ruidos provenientes do sistema eletronico.

A Figura 18 apresenta a variacéo da frequéncia com a corrente de pico para 0s
filtros organicos BZ-3, MBC e OMC. A condicdo 6tima foi estabelecida quando o pa-
rametro estudado atingia um valor maximo de corrente ou entdo a corrente se torna-
va constante. O mesmo critério foi utilizado para determinar o valor 6timo das medi-
das amplitude e degrau de potencial.

Na Figura 18 (A), (B) e (C) o mesmo comportamento para o parametro fre-
quéncia € observado. A corrente vai aumentando gradativamente até atingir um va-
lor mé&ximo e em seguida decresce. O valor maximo atingido é o valor 6timo da fre-
guéncia, sendo 145 Hz para BZ-3, 105 Hz para MBC e 125 Hz para OMC.



64

Figura 18: Estudo da influéncia da frequéncia na técnica de voltametria de onda
quadrada, em (A) BZ-3, (B) MBC e (C) OMC. Todos os filtros UV na concentracdo
2,70 x 10”° mol L. Composicéo da célula eletroquimica: 4,0 mL de TBR 0,04 mol L™
(pH = 4,0), 1,0 mL de MeOH e 5,50 x 10 mol L™ de CTAB. Eletrodo de trabalho: Au

modificado com filme de Hg, eletrodo de referéncia: Ag/AgClisay; eletrodo auxiliar:

platina.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Dois grupos de pesquisas estudaram espécies eletroativas por onda quadrada
e a partir dos dados coletados desenvolveram modelos tedricos para esta técnica
voltamétrica (SOUZA et al., 2003). O desenvolvimento computacional possibilitou
simular o comportamento quimico para sistemas irreversiveis, reversiveis e quase-
reversiveis. O modelo tedrico criado pode informar sobre o mecanismo das reacdes

envolvidas, assim como realizar estudos analiticos das espécies avaliadas (SOUZA



65

et al., 2003). Quando o sistema estudado é reversivel ou quase-reversivel, a adsor-
cdo de reagentes ou produtos pode causar um aumento significativo no sinal analiti-
co obtido por voltametria de onda quadrada. Ja quando se trabalha com compostos
organicos geralmente contendo anéis aromaticos homo ou heterociclicos o sistema
é irreversivel na maioria dos casos, pois ha uma rapida inativacdo do produto de re-
ducédo ou ainda, baixa velocidade de transferéncia de carga (SOUZA et al., 2003).

Para estudar a reversibilidade de um sistema, a avaliacdo deve ser feita atra-
vés da presenca de uma relacéo linear ou ndo nos graficos: i) frequéncia (f) versus
corrente de pico (Ip), ii) logaritmo da frequéncia (log f) versus potencial de pico (Ep).
Se a relacdo nédo for linear o sistema é classificado como quase-reversivel, mas se a
relacdo for linear o sistema é irreversivel ( DORNELLAS, 2014).

Para o filtro benzofenona-3 nédo € observada uma relacéo linear entre alp e a f,
como pode ser visto na Figura 18 (A), atribuindo ao sistema a quase-reversibilidade.
A faixa em (A) de 45 a 120 Hz, aparentemente, é linear, porém logo em seguida esta
relacao linear ndo mais se confirma. Contudo, o gréfico log f vs Ep, Figura 19, apre-
sentou o valor de R? igual a 0,994, confirmando a linearidade da regresséo e classi-
ficando o sistema como irreversivel. Portanto, através da voltametria de onda qua-
drada nao foi possivel afirmar sobre a reversibilidade do filtro quimico BZ-3, visto
gue ha uma divergéncia entre os gréficos Ip vs f e f vs Ep, sendo o primeiro nao li-
near e o segundo linear. Uma alternativa para comprovar se o sistema estudado é

irreversivel ou quase-reversivel seria fazer uso da voltametria ciclica.
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Figura 19: Potencial de pico (Ep) em funcao do logaritmo da frequéncia (log f), para
o filtro BZ-3 na concentracdo de 2,70 x 10 mol L™. Composicéo da célula eletro-
quimica: 4,0 mL de TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0 mL de MeOH e 5,50 x 10 mol
L' de CTAB. Eletrodo de trabalho: Au modificado com filme de Hg, eletrodo de refe-

réncia: Ag/AgClisay; eletrodo auxiliar: platina.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

A Figura 18, também apresenta os gréficos f vs Ip para os filtros 4 metilbenzili-
deno canfora e 4 metoxicinamato-2-etilhexila, (B) e (C) respectivamente. A néo line-
aridade do gréfico é verdadeira para ambos os analitos. As faixas em (B) de 45 a
120 Hz e em (C) de 30 a 130 Hz, possivelmente séo lineares, porém logo em segui-
da esta relacéo linear ndo mais se confirma. Portanto, o sistema estudado pode ser
classificado como quase-reversivel. Este fato é confirmado com os graficos apresen-
tados na Figura 20. N&o se observa uma relacao linear entre log f e Ep para os filtros
guimicos MBC e OMC. Sendo assim, os sistemas MBC e OMC séo classificados

como quase-reversiveis.
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Figura 20: Potencial de pico (Ep) em funcao do logaritmo da frequéncia (log f), para
os filtros (A) MBC e (B) OMC. Ambos na concentracdo de 2,70 x 10®° mol L. Com-
posicdo da célula eletroquimica: 4,0 mL de TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0 mL de
MeOH e 5,50 x 10 mol L™ de CTAB. Eletrodo de trabalho: Au modificado com filme

de Hg, eletrodo de referéncia: Ag/AgClsay; eletrodo auxiliar: platina.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Apos ter encontrado a frequéncia ideal, o segundo parametro estudado foi a
amplitude. Os gréficos construidos para a avaliacdo deste parametro estdo apresen-

tados na Figura 21.
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Figura 21: Estudo da influéncia da amplitude na técnica de voltametria de onda
quadrada, em (A) BZ-3, (B) MBC e (C) OMC. Todos os filtros UV na concentracdo
2,70 x 10”° mol L. Composicéo da célula eletroquimica: 4,0 mL de TBR 0,04 mol L™
(pH = 4,0), 1,0 mL de MeOH e 5,50 x 10 mol L™ de CTAB. Eletrodo de trabalho: Au

modificado com filme de Hg, eletrodo de referéncia: Ag/AgClsay; eletrodo auxiliar:
platina.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Na Figura 21 (A) e (B), a corrente vai aumentando gradativamente e em um
momento ela se apresenta mais sensivel, sendo que em seguida cai consideravel-
mente. O valor de amplitude onde a corrente se mostrou mais sensivel é o valor 0ti-
mo, sendo 70 mV para BZ-3 e 100 mV para MBC. Ja em (C) o comportamento se
difere, a corrente também aumenta gradativamente, entretanto em determinado va-
lor de amplitude ela permanece constante. Este valor para o filtro OMC é de 30 mV,

sendo este o valor otimizado, ja que a partir dele ndo se observa nenhum ganho de
corrente.
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O ultimo parédmetro otimizado foi o degrau de potencial. A Figura 22 exibe 0s
graficos obtidos para esta medida.

Figura 22: Estudo da influéncia do degrau de potencial na técnica de voltametria de
onda quadrada, em (A) BZ-3, (B) MBC e (C) OMC. Todos os filtros UV na concentra-
cd0 2,70 x 10™° mol L™. Composicdo da célula eletroquimica: 4,0 mL de TBR 0,04
mol L™ (pH = 4,0), 1,0 mL de MeOH e 5,50 x 10 mol L™ de CTAB. Eletrodo de tra-
balho: Au modificado com filme de Hg, eletrodo de referéncia: Ag/AgClsa); eletrodo

auxiliar: platina.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

A corrente em (A) e (C), Figura 22, se eleva até um valor de degrau de poten-
cial e em seguida permanece constante. Sendo assim, o valor otimizado de degrau
de potencial para BZ-3 e OMC é de 7 mV. Diferentemente de BZ-3 e OMC, na Figu-
ra 22 (B) a corrente aumenta até 6 mV e decresce em seguida. Portanto, 6 mV é o

valor 6timo de degrau de potencial para o filtro UV MBC.
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5.6. ANALISE SIMULTANEA DE BZ-3, MBC E OMC

Nos dias atuais, grande parte dos protetores solares apresenta combinacao de
filtros quimicos e fisicos (CABRAL et al.,2011). A determinacdo simultanea de filtros
UV tem sido reportada na literatura utilizando diferentes técnicas, como cromatogra-
fia gasosa, cromatografia liquida, espectroscopia e técnicas eletroquimicas (SAL-
VADOR & CHISVERT, 2005). A analise simultanea dos filtros UV Benzofenona-3, 4-
metilbenzilideno canfora e 4-metoxicinamato-2-etilhexila foi estudada no presente
trabalho, empregando as técnicas voltamétricas pulso diferencial e onda quadrada.

A composicdo do eletrolito estudada nao variou, foi utilizado sempre TBR,
MeOH e CTAB, contudo varias proporcoes xforam testadas. Tentou-se realizar a
andlise simultdnea na condicdo otimizada do eletrélito, 4,0 mL TBR (pH = 4,0), 1,0
mL MeOH e 5,50 x 10 mol L™ de CTAB, sem sucesso. Portanto, uma alternativa foi
variar o pH do eletrélito suporte. Preparou-se TBR nos pHs 2,0; 4,0; 8,0 e 10,0, sen-
do feita a andlise eletroquimica com cada uma das solucdes preparadas. Entretanto,
0 Unico valor de pH onde foi possivel verificar o sinal eletroquimico dos filtros quimi-
cos foi em pH 4,0.

N&o houve sucesso em nenhum dos testes realizados. O voltamograma apre-
sentado na Figura 23 exibe uma tentativa de realizar a analise simultdnea de BZ-3 e
OMC.
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Figura 23: Andlise simultanea de BZ-3 e OMC, sendo em (A) sinal eletroquimico de
BZ-3, concentracdo 1,21 x 10 mol.L™ e (B) BZ-3 adicionando-se padrdo de OMC,
concentracdo estoque 1,00 x 10 mol.L™. Composicdo da célula eletroquimica: 4,0
mL de TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0 mL de MeOH e 5,50 x 10“ mol L™ de CTAB.
Eletrodo de trabalho: Au modificado com filme de Hg, eletrodo de referéncia:
AQ/AgClsay; eletrodo auxiliar: platina.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Analisando o voltamograma apresentado, Figura 23, primeiramente verifica-se
o sinal analitico do padrdo de BZ-3, sendo adicionado somente ele a célula eletro-
guimica. Contudo, em seguida, adiciona-se padrdo de OMC e 0 que se observa é
uma diminuicao do sinal de BZ-3 e o0 ndo aparecimento do pico de reducéo de OMC.

A Figura 24 revela a pretenséo da determinagdo simultanea de BZ-3 e MBC.
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Figura 24: Andlise simultanea de BZ-3 e MBC, sendo em (A) sinal eletroquimico de
BZ-3, concentracdo 5,20 x 10° mol.L™* e (B) BZ-3 adicionando-se padrdo de MBC,
concentracdo estoque de 1,00 x 10 mol.L™Y. Composicéo da célula eletroquimica:
4,0 mL de TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0 mL de MeOH e 5,50 x 10 mol L™ de
CTAB. Eletrodo de trabalho: Au modificado com filme de Hg, eletrodo de referéncia:

AQ/AgClsay; eletrodo auxiliar: platina.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Em (A) é possivel vé o pico de reducdo de BZ-3, contudo em (B) adiciona-se
padréo de MBC e verifica-se a existéncia de apenas um pico. A Figura 24 evidéncia
gue quando é feita a analise simultanea de BZ-3 e MBC ha a juncéo dos picos de
reducdo podendo ser visualizado apenas um sinal eletroquimico.

O teste feito para a determinagéo simultanea de MBC e OMC também nao evi-

denciou um bom resultado, como pode ser visto na Figura 25.
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Figura 25: Andlise simultanea de OMC e MBC, sendo em (A) sinal eletroquimico de
MBC, concentracéo 6,93 x 10° mol.L™ e (B) MBC adicionando-se padrdo de OMC,
concentracdo estoque 1,00 x 10 mol.L™. Composicdo da célula eletroquimica: 4,0
mL de TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0 mL de MeOH e 5,50 x 10“ mol L™ de CTAB.
Eletrodo de trabalho: Au modificado com filme de Hg, eletrodo de referéncia:
AQ/AgClsay; eletrodo auxiliar: platina.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Através da Figura 25 (A), verifica-se a reducao do filtro UV MBC, sendo que s6
o padrao deste foi adicionado a cela eletroquimica. Ja& em (B) dois picos de reducéo
podem ser vistos, sendo o primeiro de MBC e o segundo OMC. Contudo, em (B)
adiciona-se apenas padrdo de OMC e é observado um aumento de corrente de re-
ducéo no filtro quimico MBC e o aparecimento do sinal de redu¢do do OMC. Ao adi-
cionar padrédo de OMC ha um aumento do pico de reducdo de MBC, o que néo de-
veria ser observado, ja que nenhum padrdo de MBC foi adicionado ao sistema.

A Figura 26 apresenta um voltamograma dos trés filtros UV BZ-3, MBC e OMC.
Sendo que em (A) observa-se um pico referente a reducéo de BZ-3 e MBC e em (B)
um aumento de sinal provocado pela adicdo de OMC, entretanto nenhum pico de
reducéo deste filtro organico é verificado. Portanto, no presente trabalho né&o foi pos-

sivel realizar a determinacdo simultanea de BZ-3, OMC e MBC.
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Figura 26: Analise simultanea de BZ-3, OMC e MBC, sendo em (A) sinal de reducéo
de BZ-3 e MBC e (B) BZ-3 e MBC adicionando-se padrdo de OMC. Composi¢éo da
célula eletroquimica: 4,0 mL de TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0 mL de MeOH e

5,50 x 10* mol L™ de CTAB. Eletrodo de trabalho: Au modificado com filme de Hg,

eletrodo de referéncia: Ag/AgClsay; eletrodo auxiliar: platina.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

5.7. CURVAS ANALITICAS E LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

As curvas analiticas obtidas para a quantificacdo dos filtros UV BZ-3, OMC e
MBC, foram obtidas conforme relatado no item 4.7. Estas foram elaboradas a fim de
avaliar a linearidade e determinar os limites de deteccao e quantificacdo para os dois
filtros UV com triplicata em cada nivel. As equacgles das retas estdo apresentadas

na Tabela 12 e as curvas analiticas na Figura 27.
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Tabela 12: Equacgdes das retas e coeficientes de correlagdo obtidos para a determi-
nacéo dos filtros UV.

Analito Equacdo da reta R?
BZ-3 y = 0,60 Canaiito + 4,98 x 10”7 0,997
MBC y = 0,86 Canaiito + 1,85 x1 0°® 0,998
OMC y = 0,26 Canaiito — 2,06 x1 0°® 0,997

y = corrente (UA) e Cnaito = CONcentracao do analito (moI.L'l)

Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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Figura 27: Curvas analiticas para avaliagdo da linearidade (A) BZ-3 na faixa de 1,60
a 4,66 mg.L™, (B) MBC na faixa de 1,35 a 4,93 mg.L™"e (C) OMC na faixa de 3,02 a
7,00 mg.L*Eletrélito 4,0 mL de TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0 mL de MeOH e 5,50
x 10“% mol L™ de CTAB. ET: eletrodo de Au modificado com filme de Hg; ER:
AQ/AQClisay; EA: platina. Condigbes de analise para BZ-3, MBC e OMC respectiva-
mente: frequéncia: 145, 105 e 125 Hz, amplitude: 70, 100 e 30 mV e degrau de po-
tencial: 7, 6 e 7 mV.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Observa-se que os coeficientes de correlagao (R?) foram préximos de 1, indi-
cando um ajuste adequado dos dados a curva. Foi realizada a analise de variancia
ANOVA para a avaliacao da linearidade do modelo para todas as curvas, com o pro-
posito de verificar se ha falta de ajuste. Os valores de Fcaculado fOram obtidos pela
equacao 2. Os valores de média quadratica de falta de ajuste (MQs,j) € média qua-
dratica de erro puro (MQgp), foram determinados para os trés filtros UV. Os valores

de Fcacuado €Sta0 apresentados na Tabela 13, observa-se que todos os valores de
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Fcalculado SA0 menores que o valor de Fgitico = 4,83, a um nivel de 95 % de confianca
nos graus de liberdade avaliados, item 3.7., indicando que nédo ha falta de ajusto no
modelo.

Tabela 13: Valores de Fcarcuado para as curvas analiticas dos trés filtros quimicos.

Analito Fealculado
BZ-3 0,33
MBC 0,022
OoMC 0,22
Feritico 4,83

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Com os dados obtidos a partir da regresséao, calcularam-se os limites de detec-
cdo (LD) e quantificacdo (LQ) instrumental e do método, conforme descrito no item
3.7. Estes estao descritos na Tabela 14.

Vale destacar, que os valores apresentados para os limites de deteccéo (LD) e
guantificacdo (LQ) do método levaram em conta os fatores de diluicdo bem como a

massa de amostra (0,5 g), sendo, portando, baseados no preparo de amostra.

Tabela 14: Limites de detecc¢éo e quantificacdo para os filtros UV.

Analito LQ LD
Instrumental Método Instrumental Método
mg.L™ mg.g™ mg.L™ mg.g™
BZ-3 1,56 0,078 0,47 0,023
MBC 2,58 0,13 0,77 0,039
OoMC 2,59 0,13 0,78 0,039

LD = limite de deteccéo, LQ = limite de quantificacédo

Fonte: Elaborada pela propria autora.
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5.8. AMOSTRAS

5.8.1. PREPARO DE AMOSTRA

A RDC n° 47 classifica os protetores solares como cosméticos, como ja menci-
onado, entretanto o filtro solar deve ser usado de forma correta por diversos fatores.
Fatores estes relacionados ao paciente e aqueles associados a sua formulacdo
(CABRAL et al., 2011). O uso de cosméticos podem causar reacfes nao desejaveis
como: reac0es irritativas imediatas ou acumulativas, reacdes alérgicas, reacdes sis-
témicas por inalacéo, acao carcinogénica (CHORILLI et al., 2007). A mesma resolu-
cdo, de marco de 2006, também relata os filtros permitidos no Brasil e suas quanti-
dades maximas autorizadas pela ANVISA (CABRAL et al., 2011).

A Tabela 1 apresenta a concentracdo maxima permitida para trés filtros BZ-3
(10% m/m), MBC (4% m/m) e OMC (10% m/m) (ANVISA, 2006). Desta forma, a de-
terminac@o da concentracdo desses filtros UV em amostras de cosméticos se faz
necessaria.

Inicialmente o método de preparo de amostra proposto consistia em pesar,
aproximadamente, 0,500 g de protetor solar, sendo esta quantidade dissolvida em
7,5 mL de metanol. Em seguida, o sistema era misturado em vortex durante 15 mi-
nutos e centrifugado a 1000 rpm durante 10 minutos. Por fim, o sobrenadante era
transferido para um baldo volumétrico de 25,0 mL e o volume completado com
MeOH. Para esta proposta de preparo de amostra observou-se que o sobrenadante,
mesmo depois de centrifugado, apresentava uma turbidez elevada. Mesmo assim,
realizou-se um estudo de fortificacdo para validar o método colocado. Contudo, fo-
ram encontrados valores de porcentagem de recuperacdo em torno de 30%, indi-
cando que ha interacdo dos analitos de interesse com a amostra

Um novo tratamento de amostra foi realizado, conforme apresentado em 3.8.2.
Novas etapas de extracdo foram adicionadas e o procedimento foi repetido trés ve-
zes a fim de aumentar a porcentagem de filtros UV BZ-3, OMC e MBC na fase extra-
tora. O uso de ultrassom foi reportado por CARDOSO et al., 2008, sendo este utili-

zado para melhor solubilizacédo do solido (amostra) em metanol. O tempo de mistura
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em vortex passou de 15 minutos para 5 minutos, entretanto na metodologia apresen-
tada ha repeticdo do procedimento, totalizando ao final de trés repeticées 15 minutos
de homogeneizacdo em vortex. A rotacdo por minuto na centrifuga passou de 1000
rpm para 1600 rpm, sendo a amostra submetida a centrifuga durante 20 minutos, 10
minutos a mais que no método inicialmente testado. Este aumento proporcionou
menor turbidez no sobrenadante.

Para validar o novo método de tratamento de amostra estudos de recuperacao,
em triplicata, foram realizados. A Tabela 15 apresenta os valores médios de recupe-
racdo obtidos para cada um dos filtros quimicos nas amostras fortificadas, bem co-
mo os desvios padrdes relativos (DPR) percentuais.

Tabela 15: Valores de recuperacéo dos filtros UV.

Analito Recuperacéao DPR(%)
Amostra fortificada
BZ-3 97,6 2,3
OoMC 83,3 7,2
MBC 98,1 3,8

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Para confirmar que o método apresenta boa exatiddo, sdo aceitas taxas de re-
cuperacao entre 80 a 115 % (MIRANDA et al., 2015). Assim, a metodologia exibida
apresenta boa exatidao, visto que as porcentagens médias de recuperacao variaram
de 83,3 a98, 1 %.

A precisdo pode ser avaliada através do desvio padréo relativo (DPR). Os es-
tudos de recuperacédo, apresentados na Tabela 15, podem ser utilizados para este
fim. Os valores de DPR (n = 3) para as amostras fortificadas variaram de 2,3 a 7,2
%.

Segundo o Ministério da Agricultura, pode-se calcular o valor do DPR méaximo
permitido para o nivel de concentracdo dos analitos estudados. Este célculo € deri-
vado da equacdo de Horwitz (BRASIL, 2014). Para qualquer método se utiliza a

equacdao 5. A faixa de concentracao avaliada (C) esta na ordem de g/g.

DPR = 2(1-05log(C)) Equacéo 5
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Para o nivel de fortificacdo de cada um dos filtros organicos, o valor de DPR
obtido a partir da equacéo de Horwitz para BZ-3 foi de 5 %, para OMC de 7% e para
o MBC de 6 %. Portanto, os valores de desvio padrao relativo encontrados para os
filtros quimicos BZ-3, OMC e MBC estdo de acordo com os critérios de aceitabilida-

de, confirmando a precisdo do método desenvolvido.

5.8.2. AVALIACAO DE BZ-3, OMC E MBC POR VOLTAMETRIA DE ONDA QUA-
DRADA EM AMOSTRAS DE PROTETOR SOLAR

Depois de otimizar e validar o método de tratamento de amostras foi possivel
aplicar a metodologia desenvolvida em algumas amostras de filtro solar. Trés filtros
solares, de marcas diferentes e tipos distintos, foram analisados. A primeira amostra,
aqui denominada PROT 1, Tabela 5, é um filtro solar facial, PROT 2 protetor solar
corporal e PROT 3 fotoprotetor facial hipoalergénico. A aquisicdo das amostras esta
apresentada em 4.8.1.

As amostras foram analisas em triplicata, por adicdo de padréo. As Figuras 28,
29 e 30 apresentam os voltamogramas obtidos para uma réplica de cada amostra.
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Figura 28: Voltamograma amostra PROT 1. Composi¢cdo da célula eletroquimica:
4,0 mL de TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0 mL de MeOH e 5,50 x 10 mol L™ de
CTAB. Sendo (a) branco, (b) amostra PROT 1, (c) adicdo de 1,37 x 10° mol.L™ de
BZ-3, (d) adicéo de 2,74 x 10®° mol.L™ de BZ-3 e (e) adicdo de 4,09 x 10 mol.L™ de
BZ-3. Andlise por adicdo de padrdo, voltametria de onda quadrada: frequéncia: 145
Hz, amplitude: 70 mV e degrau de potencial: 7 mV. Eletrodo de trabalho: eletrodo de
ouro modificado com filme de mercurio; eletrodo de referéncia: Ag/AgClsay; eletrodo

auxiliar: platina.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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Figura 29: Voltamograma amostra PROT 2. Composicdo da célula eletroquimica:
4,0 mL de TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0 mL de MeOH e 5,50 x 10 mol L™ de
CTAB. Sendo (a) branco, (b) amostra PROT 2, (c) adicdo de 1,37 x 10° mol.L™ de
OMC, (d) adicdo de 2,74 x 10° mol.L™* de OMC e (e) adicéo de 4,09 x 10° mol.L™ de
OMC. Andlise por adicdo de padrdo, voltametria de onda quadrada: frequéncia: 125
Hz, amplitude: 30 mV e degrau de potencial: 7 mV. Eletrodo de trabalho: eletrodo de
ouro modificado com filme de mercurio; eletrodo de referéncia: Ag/AgClsay; eletrodo

auxiliar: platina.

-4
-6 / h
—~~ / —
5
c 1 < b ///
o N
N o
/ / \
o /o \ d
24 /) e/
/ / ~_
/
/
/ /
_14 L T T T T T T T T T T
-1.45 -1.40 -1.35 -1.30 -1.25 -1.20
Potencial(V)

Fonte: Elaborada pela prépria autora.
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Figura 30: Voltamograma amostra PROT 3. Composi¢cdo da célula eletroquimica:
4,0 mL de TBR 0,04 mol L™ (pH = 4,0), 1,0 mL de MeOH e 5,50 x 10 mol L™ de
CTAB. Sendo (a) branco, (b) amostra PROT 3, (c) adicdo de 1,36 x 10° mol.L™ de
MBC, (d) adicdo de 2,72 x 10° mol.L™ de MBC e (e) adicéo de 4,06 x 10° mol.L™* de
MBC. Analise por adicdo de padrdo, voltametria de onda quadrada: frequéncia: 105
Hz, amplitude: 100 mV e degrau de potencial: 6 mV. Eletrodo de trabalho: eletrodo
de ouro modificado com filme de mercdario; eletrodo de referéncia: Ag/AgCl(say; ele-

trodo auxiliar: platina.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

A Figura 31 apresenta as curvas analiticas obtidas por adicdo de padréo para a

determinacao de BZ-3, OMC e MBC em amostras de filtros solar.
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Figura 31: Curvas analiticas obtidas por adi¢do de padréo, para uma réplica. Sendo
(A) amostras PROT 1, determinacao de BZ-3, (B) amostra PROT 2, determinagé&o de
OMC e (C) amostra PROT 3, determinacédo de MBC. Condi¢des de analise idénticas
em (A) Figura 29, (B) Figura 30 e (C) Figura 31.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

A Tabela 16 retrata as equacdes de reta obtidas, bem como os coeficientes de
correlacdo (R?) e as concentracdes encontradas (% m/m) dos analitos BZ-3, OMC e
MBC nas amostras PROT 1, PROT 2 E PROT 3.
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Tabela 16: Equacéo da reta, coeficiente de correlacéo (R?) e concentracdo dos ana-
litos na andlise, por adi¢cdo de padrdo, de amostras de filtro solar.

Amostra Equacéo da reta R? Canalito Canalito
(%m/m) + s (mg.L™)
PROT1 y=0,27Canaito + 7,43x10° 0,997 3,49 728
PROT2  y=0,10Caaiw0 + 7,38x107 0,997 0,99 208
PROT3  y=0,17Canaito + 1,29x10° 0,994 0,56 113

y = corrente (LA) e Canalito = concentracdo do analito. Na amostra PROT 1 Cnaie = [BZ-3], ha amos-
tra PROT 2 Cgpaito = [OMC] e na amostra PROT 3 C,naiito = [MBC].

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

O método aqui aplicado gerou resultados linearmente proporcionais a concen-
tracdo do analito. Este fato pode ser comprovado pelo coeficiente de correlacédo do
grafico analitico, o qual deve ser proximo de 1, e pela inclinacdo da reta, que deve
ser diferente de zero (MIRANDA et al., 2015). Para as amostras PROT 1, PROT 2 e
PROT 3, desvio padrdo (s) entre 0,00 e 0,01, os valores de R? foram, respectiva-
mente, 0,997, 0,997 e 0,994, valores proximos de 1. Além disso, os coeficientes an-
gulares obtidos, Tabela 16, sdo diferentes de zero. Assim, metodologia analitica de-
senvolvida produziu resultados diretamente proporcionais a concentracao dos filtros
UV BZ-3, OMC e MBC.

Pode-se observar a partir da Tabela 16 que a concentracdo de BZ-3, OMC e
MBC nas amostras analisadas, estdo abaixo do permitido pela ANVISA (CABRAL et
al., 2011), prevenindo reacdes ndo desejaveis por uso de filtro solar. Além disso,
analises deste tipo de amostra podem ser utilizadas para controle de qualidade, visto
gue nao é informado pelo fabricante, vide rétulo, a concentracéo dos filtros quimicos

presentes nos cosmeticos.
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5.8.3. AVALIACAO DE BZ-3, OMC E MBC POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA EM AMOSTRAS DE PROTETOR SOLAR

5.8.3.1. Otimizacédo da condicdo de separacéo

Ha diferentes técnicas cromatograficas que podem ser utilizadas na determina-
cdo de filtros UV como cromatografia em camada fina, cromatografia a gas (CG),
cromatografia liquida (CL) (SALVADOR & CHISVERT, 2005). Esta ultima € geral-
mente preferida para a quantificacao de filtros quimicos, ja que estes sdo compostos
de baixa volatilidade (SALVADOR & CHISVERT, 2005). A cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) é um tipo de CL amplamente utilizada, sendo que na determi-
nacao de filtros UV o modo de eluicdo por gradiente é o mais aplicado. Kim et al.,
2011 quantificou nove filtros organicos por CLAE em modo de eluicdo por gradiente,
utilizando como solventes acetonitrila e agua (contendo 0,5 % de acido acético).
Chisvert et al., 2013 determinou filtros UV, dentre eles BZ-3, OMC e MBC, em cos-
méticos por CLAE, modo de elui¢do por gradiente e fase mével etanol e solucéo de
acido férmico (1 %) contendo modificador quimico.

Como relatado no item 4.8.2., para otimizar a condicdo de separacao dos anali-
tos BZ-3, OMC e MBC fez-se uso de um gradiente exploratério. A composicao da
fase moével utilizada foi adaptada do trabalho de Salvador & Chisvert, 2005, sendo
esta inicialmente composta por metanol (MeOH) e solucédo de &cido acético (HAc),
pH = 4,0, fluxo de 1 mL.min™" e comprimento de onda 313 nm. O pH da solucéo
(Sol.) de HAc foi estabelecido, preliminarmente como 4,0 visando um possivel aco-
plamento home made entre CLAE detector UV-Vis e detector eletroquimico.

Devido a baixa quantidade de padrao dos filtros UV, para a execucao dos tes-
tes iniciais fez-se uso de um mix (mistura) de amostras, sendo o tratamento de
amostra aplicado conforme descrito em 4.8.1., onde os trés filtros BZ-3, OMC e MBC
constavam na composic¢ao. Portanto, variou-se linearmente a composicdo de MeOH
na fase movel de 0 a 100 % em 60 minutos. A analise do gradiente exploratorio

permitiu verificar que a partir de 85 % de MeOH se iniciava a separa¢gdo dos com-
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postos. A Figura 32 exibe o gradiente exploratorio realizado, juntamente com o cro-

matograma do mix de amostra obtido nesta condicéo.

Figura 32: (A) Gradiente exploratorio, variacéo linear de MeOH, (B) Cromatograma

mix de amostra.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Como apresentado pela Figura 32, é possivel realizar a analise destes filtros
através do modo de eluicdo por gradiente, contudo em 85 % de MeOH os filtros
guimicos comecam a eluir. Sendo assim, testou-se a proporcao de fase mével 85:15
de MeOH: Sol. HAc (pH = 4,0) no modo de eluicdo isocratico. O modo de eluicdo
isocratico é preferido devido a sua simplicidade, conveniéncia, repetitividade das
analises (COLLINS et al., 2006). A Figura 33 apresenta o cromatograma obtido para
0 mix de amostra, naquela condicao de andlise, sendo possivel perceber que o mo-
do de eluicdo isocratico é eficiente na separacdo cromatografica dos filtros BZ-3,
MBC e OMC, sendo entdo o modo de eluicdo escolhido para a determinacédo de fil-

tros organicos em cosmeticos no presente estudo.
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Figura 33: Cromatograma mix de amostra, modo de eluicdo isocratico. Fase movel
na proporcao 85:15 de MeOH/Sol. HAc (pH = 4,0).
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

O &cido acético é um tipo de acido com alta volatilidade, sendo dificil o seu
manuseio durante as analises. Desta forma, optou-se por substituir o &cido acético
por solucdo de acido fosférico (HsPO,) pH = 4,0. Portanto, realizou-se a inje¢do do
mix de amostra nas condi¢des citadas, substituindo a Sol. de HAc por Sol. de H3PO,
pH = 4,0 (85:15). A Figura 34 mostra que ndo ha alteracdo na separacao dos picos
dos filtros UV quando se utiliza acido fosférico ao invés de acido acético na fase mé-
vel (FM).
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Figura 34: Cromatograma mix de amostra, modo de eluicdo isocratico. Fase movel
na proporgao 85:15 de MeOH/Sol. H3PO4 (pH = 4,0).
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.

Deste modo a condicéo de separacéo otimizada para a determinagcéao de BZ-3,
MBC e OMC em amostras de protetor solar por CLAE consiste em fase mével com-
posta por MeOH e solucdo de H3PO,4 (pH = 4,0), na proporcéo 85:15, modo de elui-
cao isocratico, fluxo de 1 mL.min™ e comprimento de onda igual a 313 nm. O croma-
tograma apresentado na Figura 35 foi obtido através da metodologia desenvolvida e
aplicada a um padrdo mix na concentracdo de 60 mg.L™, comprovando também a

ordem de eluicdo dos picos.
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Figura 35: Cromatograma padrdo mix na concentracdo de 60 mg.L™, modo de elui-

cdo isocratico. Fase movel: MeOH:H3POy, 85:15.
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Fonte: Elaborada pela prépria autora.
5.8.3.2. Andlise de amostras por CLAE

Visando a validacdo da metodologia desenvolvida foi realizada a avaliacao de
BZ-3, OMC e MBC por CLAE. O método de separacdo otimizado, item 4.8.3.1., foi
utilizado nas analises, em triplicata, das amostras de filtro solar PROT 1, PROT 2 e
PROT 3. A Tabela 17 apresenta os valores de concentracdo (% m/m) encontrados
para cada analito, nos fotoprotetores analisados, sendo a variagdo do desvio padrao
de 0,00 a 0,05. Para o célculo da concentracdo dos analitos, padrées mix de con-
centracdo 20 a 100 mg.L™ foram injetados para a construcdo da curva analitica.

As curvas analiticas obtidas se mostraram lineares (y = 44,9 [BZ-3] — 88,2, R* =
0,998: y = 129,6 [MBC] — 249,1, R* = 0,998 e y = 259,7 [OMC] — 466,4, R? = 0,998).
Os limites de deteccdo e quantificacdo obtidos foram de, respectivamente, 3,78

mg.L™" e 12,6 mg.L™ para as determinacées de BZ-3, 3,60 mg.L™" e 12,0 mg.L*para
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MBC e 4,06 mg.L™* e 13,5 mg.L™" sendo estes calculados & partir dos desvios pa-

drées do intercepto das curvas analiticas e dos valores do coeficiente angular.

Tabela 17: Concentracdo dos analitos BZ-3, OMC e MBC por CLAE.

Amostra Canalito (Yom/m) £ s
PROT 1 3,54
PROT 2 1,02
PROT 3 0,56

Na amostra PROT 1 Cgpaito = [BZ-3], na amostra PROT 2 Cjnaite = [OMC] e na amostra PROT 3
Canalito = [MBC]-

Fonte: Elaborada pela prépria autora.

5.8.4. AVALIACAO DA EXATIDAO DO METODO POR COMPARACAO ESTATIS-
TICA COM CLAE

Os valores obtidos para BZ-3, OMC e MBC em amostras de cosméticos por
voltametria de onda quadrada foram comparados com os valores obtidos por CLAE.
A Tabela 18 apresenta os valores determinados para cada filtro analisado por ambas
as técnicas, sendo que o desvio variou de 0,00 a 0,01 na analise por voltametria de
onda quadrada e de 0,00 a 0,05 na andlise por CLAE.

Tabela 18: Valores de concentracdo de BZ-3, MBC e OMC, juntamente com os des-

vios padrdes, nas amostras analisadas por SWV e CLAE.

Amostra SWV CLAE
Canalito (Yo m/m) s Canalito (Yo m/m) +s

PROT 1 3,49 354

PROT 2 0,99 1,02

PROT 3 0,56 0,56

Na amostra PROT 1 C,naito = [BZ-3], na amostra PROT 2 C,paito = [OMC] € na amostra PROT 3
Canalito = [MBC]-

Fonte: Elaborada pela propria autora.
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As amostras analisadas foram selecionadas de forma aleatoria, desta forma os
testes estatisticos adotados levaram em consideracdo uma distribuicdo aleatoria.
Assim, testes t-student ndo pareados, com variancia agrupada, foram realizados pa-
ra verificar a exatiddo da metodologia desenvolvida com a por CLAE.

Os testes t-student mostraram que os métodos ndo séo significativamente dife-
rentes com a = 0,05, como podem ser observados para os valores de tcaculado, pPara
BZ-3: tcaiculado = 0,78 < tiapelado = 2,77, para OMC: tcaicuiado = 2,42 < tiapelado = 2,77 €
para MBC: tcaculado = -0,11 < tiapelado = 2,77.

A Tabela 19 apresenta os valores obtidos dos limites de deteccdo e quantifica-

cao obtidos por voltametria de onda quadrada e CLAE.

Tabela 19: Comparacao dos valores de LD e LQ obtidos por SWV e CLAE.

SWV CLAE

BZ-3 MBC OMC BZ-3 MBC OMC

LD (mg.L) 0,47 0,77 0,78 3,78 3,60 4,06
LQ (mg.L") 1,56 2,58 2,59 12,6 12,0 13,5

LD = Limite de deteccéo, LQ = limite de quantificacéo.

Fonte: Elaborada pela propria autora.

Pode-se observar pela Tabela 19, que a técnica eletroquimica voltametria de
onda quadrada foi mais sensivel que o método cromatografico, visto que apresentou
valores mais baixos de LD e LQ. Sendo assim, realizar a determinacdo de BZ-3,
MBC e OMC por voltametria de onda quadrada € mais vantajoso, pois € um método
de melhor sensibilidade, menor custo, facil operacdo e manutencdo quando compa-

rado ao método desenvolvido por CLAE.
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6. CONCLUSOES

Mediante este trabalho foi possivel desenvolver uma metodologia analitica para
a determinacédo de BZ-3, MBC e OMC em amostras de protetor solar por voltametria
de onda quadrada utilizando um eletrodo de ouro modificado com filme de mercurio.
O aumento da concentracdo de CTAB no eletrélito proporcionou mudancas significa-
tivas e desejaveis na andlise dos filtros UV, aumentando a sensibilidade das medi-
das eletroquimicas.

Foi realizado a otimizacdo do eletrodo de trabalho, visto que € um parametro
essencial em determinacfes eletroquimicas ja que a faixa de trabalho do mesmo é
alterada com a decomposicao do eletrélito suporte, natureza do solvente, entre ou-
tros fatores. Portanto, neste estudo utilizou-se um eletrodo metalico (eletrodo de ou-
ro) com modificacdo ex situ de mercurio para a quantificacdo de filtros quimicos. O
uso do ET modificado com filme de mercurio ao invés de eletrodo de mercurio, como
reportado na maioria dos trabalhos da literatura envolvendo determinacdo eletro-
quimica de filtros organicos, € um grande atrativo, pois a quantidade de Hg utilizada
€ menor diminuindo o nivel de toxicidade das analises.

A voltametria de onda quadrada € uma técnica mais sensivel que a voltametria
de pulso diferencial na determinacédo de BZ-3, OMC e MBC. Além disso, devido a
otimizagdo de parametros daquela técnica foi possivel concluir sobre a reversibilida-
de dos sistemas de MBC e OMC, os quais apresentaram a quase reversibilidade.
Contudo, o mesmo estudo para o filtro BZ-3 foi inconclusivo.

O estudo das condi¢des quimicas e eletroquimicas retratou uma boa relacdo
com o sinal analitico. Entretanto, néo foi possivel realizar a determinacdo simultanea
dos filtros quimicos estudados.

O método desenvolvido se apresentou linear na faixa de 1,60 a 4,66 mg.L™ pa-
ra BZ-3, de 1,35 a 4,93 mg.L"para MBC e de 3,02 a 7,00 mg.L*para OMC. Os limi-
tes de deteccdo e quantificacdo foram 0,47 e 1,56 mg.L™ para BZ-3, 0,77 e 2,58
mg.L™ para MBC e 0,78 e 2,59 mg.L™ para OMC. Os valores de recuperacéo obtidos

variaram de 83,3 a 98,1 %.
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Por meio dos resultados obtidos foi possivel investigar se a concentragdo dos
filtros UV BZ-3, MBC e OMC nas formula¢des dos filtros analisados estavam de
acordo com RDC n° 47, de marco de 2006. Os valores encontrados foram 3,49 %
(m/m) para PROT 1 (concentracdo de BZ-3), 0,99 % (m/m) para PROT 2 (concentra-
¢céo de OMC) e 0,56 % (m/m) para PROT 3 (concentracao de MBC). Portanto, todos
os valores estdo abaixo do permito pela ANVISA. As amostras de protetor solar
também foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), de-
mostrando uma boa correlacéo entre os resultados.

Vale ressaltar que o0 método de separacdo desenvolvido para medidas por
CLAE é uma alternativa aos métodos reportados na literatura, visto que o modo de
eluicdo aqui aplicado foi o modo de elui¢do isocratico diferente dos trabalhos publi-
cados onde o modo de eluicdo para a determinacédo de filtros UV, em sua maioria, €
0 modo de eluicao por gradiente.

Além disso, o trabalho possibilitou melhor compreensédo do comportamento ele-
troquimico dos analitos BZ-3, MBC e OMC, fato pouco reportado na literatura. Sen-

do, portanto, um estudo promissor e um ponto de partida para estudos posteriores.
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ATIVIDADES FUTURAS

Concluir sobre a reversibilidade do sistema de benzofenona-3 (BZ-3) através

de estudos realizados por voltametria ciclica.

Propor mecanismos de reacdo de reducao para os filtros UV benzofenona-3
(BZ-3), 4 metilbenzilideno céanfora (MBC) e 4 metoxicinamato-2-etilhexila

(OMC), por meio de parametros da voltametria de onda quadrada.

Aplicar o método desenvolvido neste trabalho para determinacdo de filtros
guimicos em outros tipos de cosmeéticos, como creme facial, base liquida, en-

tre outros.

Realizar o acoplamento home made CLAE detector UV-Vis com detecgéo ele-
troquimica para a determinacédo simultanea de BZ-3, OMC e MBC em amos-

tras de filtro solar.
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