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“O que sabemos é uma gota, o que ignoramos é um oceano.”
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RESUMO

Titulo: Voltametria de Microparticulas Imobilizadas aplicada a analise direta de
cosméticos e produtos de cuidado pessoal para a determinagao de compostos
organicos e chumbo.

Autor: Juliana Villela Maciel

Orientador: Prof. Dr® Daiane Dias

Neste trabalho € proposto o desenvolvimento de trés novos eletrodos com base
na técnica de Voltametria de Microparticulas Imobilizadas (VIM) combinada a
imobilizagdo por drop coating. Uma nova arquitetura baseada na imobilizagcdo da
amostra na presenca de filmes condutores contendo polimeros sobre a superficie do
eletrodo de carbono vitreo (GCE) assim como imobilizagdo em eletrodo de pasta de
carbono (CPE) foi aplicada neste trabalho. No primeiro eletrodo desenvolvido,
particulas de hidroquinona (HQ) foram imobilizadas no filme de quitosana (CTS)
reticulada com epicloridrina (ECH) contendo nanoparticulas de carbon black (CB) sobre
o GCE. O eletrodo HQ(mob)-CB-CTS-ECH/GCE foi aplicado a determinagéo de HQ em
cremes dermatoldgicos por Voltametria de Pulso Diferencial (DPV), o qual apresentou
um limite de deteccao (LOD) de 0,045 ng. A determinacado de eugenol (EU) em 6leos
de cravo foi feita por Voltametria de Onda Quadrada utilizando um GCE modificado
com filme de dihexadecil hidrogenofosfato (DHP) contendo CB e padrdao de EU
imobilizado (EU imob.)-CB-DHP/GCE), o qual apresentou um LOD de 0,13 ng. Por fim, foi
proposto o terceiro eletrodo (Pbmob./CPE) através da imobilizagdo do padrdo de Pb
sobre a superficie de um CPE, o qual foi utilizado para determinagdo de Pb em tinturas
capilares por DPV, apresentando um LOD de 4 ng. Os eletrodos desenvolvidos
mostraram-se adequados, em termos de repetibilidade, estabilidade e seletividade. A
VIM combinada a imobilizagdo por drop coating forneceu procedimentos com respostas

rapidas e resultados confiaveis com baixos limites de detecgéo e boa precisao.

Palavras-chaves: Voltametria de microparticulas imobilizadas; Carbon black;

Hidroquinona; Eugenol; Chumbo.
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ABSTRACT

Title: Voltammetry of Immobilized Microparticles applied to the direct analysis of
cosmetics and personal care products for organic compounds and lead
determinations.

Author: Juliana Villela Maciel

Advisor: Prof. Dr® Daiane Dias

In this work was proposed the development of three new electrodes based on the
Voltammetry of Immobilized Microparticles (VIM) technique combined with
immobilization by drop coating. A new architecture based on the sample immobilization
in the presence of conductive films containing polymers on the surface of the glassy
carbon electrode (GCE) as well as immobilization in carbon paste electrode (CPE) was
evaluated. In the first electrode developed, hydroquinone particles (HQ) were
immobilized in the chitosan cross-linked (CTS) with epichlorohydrin (ECH) film
containing carbon black (CB) nanoparticles on the GCE. The electrode HQjmob.)-CB-
CTS-ECH/GCE was applied to HQ determination in dermatological creams by
Differential Pulse Voltammetry (DPV) showing a detection limit (LOD) of 0.045 ng.
Eugenol (EU) determination in clove oils was performed by Square Wave Voltammetry
using a modified GCE with dihexadecyl hydrogenphosphate (DHP) film containing CB
and immobilized EU standard (EUmob)-CB-DHP/GCE), showing a LOD of 0.13 ng.
Finally, in the third electrode (Pb(mob./CPE), hair dye samples were immobilized on the
CPE surface, which was used to determine Pb by DPV, presenting a LOD of 4 ng. The
developed electrodes were adequate in terms of repeatability, stability and selectivity.
Hence, VIM combined with drop coating immobilization provides analysis with a fast

response and reliable results with low detection limits and good accuracy.

Keywords: Voltammetry of Immobilized Microparticles; Carbon black; Hydroquinone;

Eugenol; Lead.



1. INTRODUGAO

O primeiro estudo sobre analise direta de materiais no estado sélido usando as
técnicas eletroanaliticas foi publicado em 1989 (SCHOLZ et al., 1989), onde foi
desenvolvido um sensor baseado em uma amostra solida imobilizada em eletrodo de
grafite impregnado com parafina (PIGE, do inglés Paraffin Impregnated Graphite
Electrode).

A Voltametria de Microparticulas Imobilizadas (VIM, do inglés Voltammetry of
Immobilized Microparticles) inicialmente chamada de Voltametria Abrasiva de
Redissolucao (AbrSV, do inglés Abrasive Stripping Voltammetry) (FIEDLER e SCHOLZ,
2005) foi desenvolvida com o objetivo de superar as dificudades experimentais
referentes aos estudos eletroanaliticos de substancias solidas. Essa técnica fornece
respostas analiticas sensiveis utilizando massas muito pequenas de microparticulas
imobilizadas (CARVALHO et al, 2010 (a); DOMENECH-CARBO, 2013) e esta
caracteristica € contrastada com os métodos voltamétricos "convencionais", uma vez
que o sinal analitico é devido aos processos redox que ocorrem na dupla camada e,
portanto, uma pequena parte do analito é dissolvida para a solugdo (contendo o
eletrélito suporte) (ZOSKI, 2007).

Na VIM, o sinal analitico obtido € uma resposta média de varias particulas
imobilizadas na superficie do eletrodo, proporcionando um aumento do sinal através de
uma quantidade muito pequena de analito imobilizado (KULESZA e COX, 1998;
KOMORSKY-LOVRIC et al., 1999).

Existem muitos trabalhos que utilizam a VIM para a deteccdo de compostos
organicos (MARTINI et al, 2015, DOMENECH-CARBO et al., 2013), corantes
(DOMENECH-CARBO et al., 2010), pesticidas (REDDY, 1996), tanto para analises
qualitativa, semi-quantitativa e quantitativa (SCHOLZ et al., 1991; DOMENECH-
CARBO et al., 2003; DOMENECH-CARBO et al., 2004; CEPRIA et al., 2005) podendo
desta forma, ser uma alternativa para substituir métodos sofisticados de analise, que
consomem tempo e custo elevados, normalmente sendo necessario etapas prévias de

preparo de amostra.



Determinacdes eletroanaliticas podem ser feitas empregando-se eletrodos de Hg
(AL-HOSSAINY et al., 2017; NASCIMENTO et al., 2009), solidos (TONELLO et al.,
2016; DIAS et al., 2013) e também eletrodos quimicamente modificados
(TASHKHOURIAN et al., 2016; AFZALI et al., 2014; VICENTINI et al., 2014; WONG et
al., 2018). Uma estratégia interessante no cenario da preparacdo dos eletrodos
modificados € a associagao de nanomateriais eletroativos com polimeros, obtendo-se
assim, filmes condutores com excelentes aderéncias e alta robustez em substratos
como carbono vitreo (ARDUINI et al., 2011; VICENTINI et al., 2014) além de possibilitar
a utilizagao de diferentes materiais carbonaceos para o desenvolvimento de sensores e
biossensores (VICENTINI et al., 2014; WANG, 2005; SKRZYPCZYNSKA et al., 2016;
SILVA et al., 2017). Em termos do desempenho eletroquimico e analitico, o carbon
black (CB) apresenta propriedades interessantes para a analise eletroquimica
(incluindo a VIM), devido a sua boa estabilidade quimica, excelente condutividade
elétrica, grande area superficial e quando combinados com diferentes materiais (como
polimeros), suas propriedades podem ser melhoradas (ARDUINI et al., 2011; ARDUINI
et al., 2012; SILVA e FATIBELLO-FILHO, 2017; SILVA et al., 2017). Devido a estas
excelentes propriedades, este material carbonaceo nanoestruturado tem sido usado em
eletroanalitica como sensor e biossensor (VICENTINI et al., 2015; ARDUINI et al.,
2015; PORTACCIO et al., 2013), incluindo estudos sobre a determinacdo de
compostos organicos fendlicos, como a hidroquinona (HQ) (ARDUINI et al., 2015) e
eugenol (EU) (AFZALI et al., 2014) assim como compostos inorganicos, como o Pb
(VICENTINI et al., 2014).

Por ser um forte agente de despigmentagdo, a HQ tem sido amplamente
aplicada no campo de cosméticos, na producao de cremes dermatolédgicos, tendo como
sua principal fungado a inibicdo da produ¢do de melanina (YOSHIMURA et al., 2001).
Seu uso ¢é indicado para clareamento da pele, na faixa de 2 a 5% m/m (TSE, 2010;
GOMEZ-TAYLOR et al., 2004), porém o uso excessivo de HQ pode causar
queimaduras, nauseas, dores abdominais, entre outros efeitos (YOSHIMURA et al.,
2001). O monitoramento da concentragdo de HQ é justificado devido a sua alta
toxicidade e baixa degradabilidade no ambiente, mesmo em concentragées muito
baixas (ALDRICH, 1990; GARCIA et al., 2005). De acordo com a Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a concentragdo maxima admissivel de HQ em produtos



de cuidados da pele € de 2% m/m, mas os niveis em produtos manipulados podem
atingir até 4% m/m (ANVISA, 2000). Por outro lado, estudos e informagdes sobre o uso
seguro de HQ foram publicados na agéncia federal do Departamento de Saude e
Servigos Humanos dos Estados Unidos (FDA, do inglés Food and Drug Administration),
indicando que a HQ pode atuar como agente cancerigeno, o que fez com que muitos
paises europeus proibissem seu uso com o objetivo de minimizar os riscos para a
saude publica (FDA, 2015).

O eugenol [1-hidroxi-2-metoxil-4-alilbenzeno] € um fenol organico semivolatil
presente em 6Oleo essencial do cravo-da-india (usado no tratamento de unhas para o
fortalecimento) e em produtos vegetais, como folhas de louro, canela e algumas outras
espécies de ervas (SCHULZ et al., 2008; YILDIZ et al., 2017). Este composto é
amplamente aplicado em varias areas devido as suas excelentes propriedades,
antioxidantes, antiinflamatérias, antibacterianas, antifungicas e anticancerigenas
(KAMATOU et al.,, 2012; JAGANATHAN e SUPRIYANTO, 2012; BOLASINA et al.,
2017). No entanto, ha estudos que relatam que, em altas concentracdes, o EU atua
como um forte oxidante, causando um aumento da geragao de radicais livres, podendo
assim prejudicar os tecidos (MIYAZAWA e HISAMA, 2001). Portanto, seu
monitoramento é importante pois em altas concentragcbes pode ser prejudicial para a
saude humana. De acordo com a Organizagédo das Nagdes Unidas para a Alimentagao
e a Agricultura (FAO, do inglés Food and Agriculture Organization of the United
Nations) e a Organizagdo Mundial da Saude (WHO, do inglés World Health
Organization), a ingestdo diaria aceitavel de EU é de 2,5 mg kg™ por peso corporal
para humanos (WHO, 1982).

Ja o chumbo (Pb) pode ser encontrado em diversos produtos de higiene e
cuidado pessoal principalmente em tinturas capilares, na forma de acetato de chumbo,
devido a sua capacidade de cobrir os fios grisalhos (KIRKLAND et al., 2005), podendo
estar presente em elevadas concentracdes. Entretanto, muitas vezes nao ha descri¢cao
das concentragdes na formulagcdo destes produtos, sendo sua presencga atribuida
diretamente aos corantes e pigmentos presentes na sua composicdo (DRAELOS,
2001). O Pb possui alta potencialidade téxica devido a sua ndo biodegradabilidade,
podendo se acumular nos organismos, acarretando riscos para saude humana e

também para o meio ambiente (HUANG et al., 2014). A sua determinagao é importante,



pois a contaminacao por esse metal pode causar efeitos adversos aos seres humanos,
incluindo graves alteragbes no sistema nervoso, cardiovascular, renal e reprodutivo
(VICENTINI et al., 2014). Segundo a ANVISA, o limite maximo permitido de acetato de
chumbo em tintas de cabelo € 0,6 % (ANVISA, 2013).

Considerando a crescente procura de produtos direcionados a beleza e
cuidados pessoais, a determinacdo de HQ em cremes dermatolégico, de EU em 6leos
de cravo e Pb em tinturas capilares é de grande importancia, de modo a assegurar que
os produtos oferecidos aos consumidores estejam dentro das normas de seguranga,
nao causando riscos a saude humana.

Para a determinagcdo desses compostos, a VIM é uma alternativa no
desenvolvimento de métodos de analise, pois possibilita a determinacdo de compostos
organicos e inorganicos, podendo ser aplicada em diferentes amostras, inclusive, as
que apresentam baixa solubilidade em meio aquoso.

Assim, neste trabalho é proposto o desenvolvimento de trés eletrodos através da
imobilizacdo do analito alvo sobre a superficie de um substrato. As determinagdes de
HQ e EU em produtos de interesse farmacéutico foram realizadas através da
combinagao de filmes poliméricos e CB (contendo a amostra) imobilizados sobre a
superficie GCE utilizando as técnicas Voltametria de Pulso Diferencial (DPV) e
Voltametria de Onda Quadrada (SWV), respectivamente. Para a analise de Pb em
tinturas capilares, a imobilizacdo da amostra foi feita sobre a superficie de um eletrodo

de pasta de carbono e a determinagao foi realizada através da DPV.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver meétodos eletroanaliticos para a determinagdo de compostos
organicos e chumbo em amostras de interesse farmacéutico e de cuidado pessoal
empregando a Voltametria de Microparticulas Imobilizadas combinada a imobilizagao

por drop coating.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Selecionar a composi¢ao dos eletrodos de trabalho;

> Avaliar o efeito do eletrdlito suporte e pH na resposta eletroanalitica dos analitos
imobilizados;

> Avaliar a influéncia dos parametros instrumentais voltamétricos (faixa de

potencial de trabalho, tempo de modulacao (t,), amplitude (A) e velocidade de

varredura (v), frequéncia (f) e potencial step (Estep)) Na resposta voltamétrica dos

analitos imobilizados;

Avaliar a cinética reacional dos analitos imobilizados;

Avaliar o efeito dos interferentes;

Avaliar a estabilidade, repetibilidade dos eletrodos desenvolvidos;

YV V VYV V

Aplicar o método otimizado e validado nas amostras de creme dermatoldgico,

Oleo de cravo e tinturas capilares;



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Analise voltamétrica combinada a imobilizagao de microparticulas e/ou

microgotas

Estudos eletroquimicos precursores aplicados a analise direta de solidos foram
realizados por volta de 1929 utilizando a eletrografia e na Figura 1 € possivel visualizar
0 esquema representativo envolvido no procedimento desse processo (SCHOLZ,
2015).

Figura 1. Representacao do procedimento de eletrografia (Adaptacdo SCHOLZ,
2015).

Catodo :>

espécime
papel

A eletrografia baseia-se em um processo de “impressdo” no qual a amostra
(material sélido a ser analisado) é pressionada em um papel embebido com uma
solugao eletrédica (contendo o reagente que ira reagir com o analito) podendo ser visto
claramente a distribuicdo do elemento reativo na superficie da amostra (SCHOLZ,
2015).

Apesar de obsoleta, esta técnica foi muito importante na identificagao
eletroquimica de minerais em amostras solidas (SCHOLZ, 2015; WEISZ, 1970;
SCHOLZ e MEYER, 1994). Contudo, a analise de sodlidos por meio de métodos
eletroquimicos recebeu maior atengdo apds o surgimento de eletrodos de pasta de

carbono (CPE, do inglés Carbon Paste Electrode) introduzidos por Adams e Kuwana et



al. na década de 1960 (ADAMS, 1958; KUWANA e FRENCH, 1964; SCHULTZ e
KUWANA, 1965).

Um dos problemas enfrentados pelos pesquisadores na analise direta de sélidos
inicialmente foi a escolha do material condutor adequado (SCHOLZ, 2015). Diante de
tal situacado, pode-se destacar alguns obstaculos, como solidos com condutividade
elétrica insuficiente para ser usado como eletrodo, passivagao na superficie do eletrodo
que promove a diminuicdo da atividade causada pela formacao de um filme n&o reativo
sobre a superficie eletrodica e dificil fabricacdo de eletrodos utilizando solidos raros
(por exemplo, certos minerais) (SCHOLZ e LANGE, 1992). Além disso, os
voltamogramas de materiais solidos sao geralmente mais complexos do que aqueles
das espécies dissolvidas (SCHOLZ e LANGE, 1992).

Em 1989, Scholz et al. (SCHOLZ et al., 1989) conseguiram superar algumas
dificuldades experimentais referentes aos estudos eletroquimicos de substancias
sélidas através da aplicagdo de um eletrodo de grafite impregnado com parafina (PIGE,
do inglés Paraffin Impregnated Graphite Electrode) tornando-se pioneiros na analise
direta de materiais em estado sdélido usando as técnicas eletroanaliticas, através da
aplicacéo da Voltametria de Microparticulas Imobilizadas (VIM, do inglés Voltammetry
of Immobilized Microparticles) inicialmente chamada de Voltametria Abrasiva de
Redissolugao (AbrSV, do inglés Abrasive Stripping Voltammetry). Esta técnica foi
desenvolvida inicialmente com o objetivo de obter informagbes sobre a composi¢cao
quimica e mineraldégica dos materiais soélidos imobilizados no eletrodo, porém
atualmente é possivel obter informagdes sobre o comportamento eletroquimico do
sistema e analise quantitativa em diferentes materiais (FIEDLER e SCHOLZ, 2005).

Na VIM, as espécies eletroativas e/ou amostra encontram-se imobilizadas sobre
a superficie de um eletrodo solido adequado, o qual é imerso em um eletrdlito suporte.
As reagbes eletroquimicas neste sistema se processam na interface

eletrodo/composto/solugédo, mostrados na Figura 2.



Figura 2. Representacdo do sistema eletrédico de trés fases (Adaptacao
SCHOLZ, 2015).

Faselll
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A reagao eletroquimica neste sistema trifasico ocorre da seguinte forma:
simultaneamente ocorre a transferéncia de elétrons entre as Fases | (condutor) e I
(analito ou composto imobilizado) e troca de ions entre as Fases Il e lll (solugao do
eletrélito), ou seja, as espécies eletroativas presentes na amostra imobilizada trocam
elétrons com o condutor e ions com a solugdo do eletrdlito (SCHOLZ, 2015). A
descrigao cinética de um sistema trifasico € bastante complexa, uma vez que alguns
aspectos devem ser levados em consideragao, como: (i) a cinética da transferéncia de
elétrons, (ii) a cinética da transferéncia de ions, (iii)) a condutividade i6nica da fase
imobilizada, e (iv) o tamanho e forma da fase imobilizada. Desta forma, considerando a
complexidade dos pontos descritos anteriormente, ha poucos estudos relacionados a
cinética de eletrodos trifasicos com particulas e/ou gotas imobilizadas (SCHOLZ, 2015).

A exposicao direta das particulas e/ou gotas imobilizadas neste sistema fornece
um aumento da resposta analitica, através de uma quantidade muito pequena de
analito e/ou amostra imobilizada (KULESZA e COX, 1998; KOMORSKY-LOVRIC et al.,
1999). Esta caracteristica contrasta com os métodos voltamétricos "convencionais"
(espécie eletroativa encontra-se dissolvida no eletrdlito suporte, onde ocorre a difuséo
da espécie e um processo de oxidagao e/ou reducdo pode ocorrer na superficie do
eletrodo de trabalho) (MOSCOSO et al., 2017), uma vez que o sinal analitico provém
dos processos redox que ocorrem na dupla camada elétrica e, portanto, uma pequena
parte do analito imobilizado é dissolvido para a solugdo contendo o eletrdlito suporte
(ZOSKI, 2007). O sinal analitico obtido na VIM é uma resposta média de varias
particulas imobilizadas na superficie do eletrodo e informacdes sobre os compostos
eletroativos presentes na amostra sao obtidos de forma rapida, sem a necessidade das

etapas de aplicagdo de um potencial e tempo de deposi¢cao (MACIEL et al., 2017). Os



dados sao obtidos apenas através da variagado de potenciais que proporcionam o
surgimento de picos de corrente, correspondentes as reagdes eletroquimicas
envolvidas no sistema.

O método de preparacdo de amostras soélidas em analises convencionais
geralmente é realizado por decomposicdo por via umida ou seca para compostos
organicos ou dissolugao acida para solidos inorganicos (KRUG, 2010), o qual
dependendo da complexidade da matriz pode ser demorado, podendo levar a erros
sistematicos como contaminag¢ao ou perdas por volatilizacdo afetando diretamente na
exatidao e precisdo dos resultados (DADFARNIA et al., 2010).

Do ponto de vista analitico, a andlise direta de sdlido (sem a necessidade de
preparo de amostra ou com o minimo tratamento prévio) € uma alternativa interessante
quando comparada aos procedimentos convencionais, uma vez que 0s riscos de
contaminagao sdo minimizados devido a pouca manipulagado e exposi¢gao ao ambiente
e 0 menor consumo de reagente resultando em uma menor geracdo de residuos e
investimentos financeiros.

Neste contexto a VIM merece destaque por ser uma técnica versatil aplicada em
analises qualitativa e quantitativas (REDDY, 1996; SCHOLZ et al., 1991; DOMENECH-
CARBO et al., 2010; DOMENECH-CARBO et al., 2004; CEPRIA et al., 2005) em
amostras sélidas (MARTINI et al., 2015; DOMENECH-CARBO et al., 2013;
DOMENECH-CARBO et al., 2003) e dispersas (MACIEL et al., 2017), bem como em
caraterizagbes de processos redox (JOVANOVIC et al., 2016; SEDANO et al., 2004;
DOMENECH et al., 2012), podendo ser uma alternativa para substituir métodos
sofisticados de analise, que normalmente possuem custo elevado e instrumentacao
complexa, sendo necessario na maioria dos casos etapas prévias de preparo de
amostra.

Para a medida eletroquimica utilizando a VIM, as particulas da amostra devem
estar em contato elétrico com o eletrodo e também com a fase da solugao fornecedora
de ions (SCHOLZ, 2015). Além disso, a escolha do eletrdlito suporte e do eletrodo de
trabalho influenciam diretamente no sistema eletrddico trifasico uma vez que a escolha
vai depender da natureza do composto estudado e do processo envolvido no sistema
eletrédico (SCHOLZ, 2015). Um pré-requisito para a escolha da solugao do eletrélito é

a insolubilidade ou pelo menos uma baixa solubilidade do composto estudado na
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solucao, sendo este um dado marcante na aplicabilidade da eletroquimica em estado
sélido (CARVALHO et al., 2010 (a); DOMENECH-CARBO et al., 2012).

Varios materiais podem ser utilizados como eletrodo, porém a selecdo do
material esta relacionada com a habilidade da amostra em aderir-se na superficie do
eletrodo e também na forma de imobilizagdo utilizada na preparagcao do eletrodo
(SCHOLZ, 2015). Através de uma revisdo sobre os fundamentos que envolvem a
determinacdo voltamétrica de materiais sélidos e suas principais aplicagdes na
eletroanalitica, podemos destacar a utilizagdo dos eletrodos de grafite, PIGE, CPE,
carbono vitreo, dentre outros materiais solidos (CARVALHO et al., 2010 (a)).

Dentre esses materiais, o PIGE tornou-se o material mais utilizado como
eletrodo na VIM (SCHOLZ, 2015) constituido de grafite de alta pureza, cujos poros sao
preenchidos com parafina para prevenir altas correntes de fundo e a contaminacéo do
eletrodo de trabalho através da penetragédo da solugdo do eletrélito (CARVALHO et al.,
2010 (a)). Sua preparacgao para utilizagao é simples sendo inicialmente a superficie do
eletrodo lixada com uma lixa de 60 mm e apds polida sobre a superficie de um papel
sulfite, com a finalidade de obter uma superficie lisa sem ranhuras (SCHOLZ, 2015).

No trabalho pioneiro desenvolvido por SCHOLZ et al. (SCHOLZ et al., 1989)
foram imobilizados mecanicamente diferentes ligas de chumbo-antiménio (10® g de
amostra) na superficie do PIGE e analisadas por Voltametria de Pulso Diferencial
(DPV, do inglés Differential Pulse Voltammetry).

Jovanovi¢ et al. (JOVANOVIC et al., 2016) avaliaram o comportamento
eletroquimico da capsaicina em pimentas (2 mg) utilizando o PIGE por SWV e CV.

Novak et al. (NOVAK et al., 2013) desenvolveram um método para a deteccao
de canabinoides por DPV e SWV em amostras de maconha, chas de canhamo e folhas
de canhamo usando o PIGE. A utilizacdo da VIM neste estudo mostrou-se interessante
tanto no ponto de vista quimico quanto econémico, pois o0 método desenvolvido pode
ser usado em analise rapida, apresentando um custo relativamente baixo quando
comparado com outras técnicas analiticas como, por exemplo, a cromatografia.

Dentre as propriedades que tornam o PIGE interessante do ponto de vista
eletroquimico, podemos destacar a alta inércia quimica com uma ampla janela de
potencial, baixo custo, facilidade de processamento e porosidade adequada que

permite uma boa "aderéncia" mecanica da amostra sobre a superficie do eletrodo
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(SCHOLZ, 2015). Além disso, a limpeza da superficie do eletrodo é facil podendo ser
feita através da remocao por abrasédo ou corte, tornando esse material atrativo e com
um desempenho interessante, justificando assim a sua ampla utilizagdo nas analises
voltamétricas envolvendo a VIM (DOMENECH et al., 2013; JOVANOVIC et al., 2016;
NOVAK et al., 2013; KOMORSKY-LOVRIC et al. 2004).

A introdugao da pasta de carbono e suas principais aplicagdes comegaram a ser
estudadas no final da década de 50 (ADAMS, 1958), sendo no inicio dos anos 80 o
marco na historia com o desenvolvimento de um sensor modificado com dimetilglioxima
aplicado na determinagdo de Ni?*. Através desse estudo foi observado que o uso do
reagente seletivo classico proporcionou um aumento da seletividade do eletrodo
(RAVICHANDRAN e BALDWIN, 1981).

Neste tipo de eletrodo, a amostra na forma de pdé pode ser misturada com o
aglutinante e com o material condutor, por exemplo, o po de grafite. O aglutinante deve
ser imiscivel na solugao do eletrolito, possuir elevada pureza e baixa volatilidade e nao
ser eletroativo. Sua fungao principal é fixar a pasta ao eletrodo, preencher as cavidades
entre as particulas do condutor e isolar o mesmo do contato com a solucéo do eletrdlito
(WANG, 2000). Ja o condutor deve ser um material quimicamente inerte, apresentar
baixa resisténcia e baixa corrente de fundo. Os materiais comumente utilizados como
condutores sdo o po de grafite (ALAQAD et al., 2018; CHAUHAN e CHAWLA, 2016),
nanotubos de carbono (SILVA et al., 2015; WILDGOOSE et al., 2006), carbon black
(TALARICO et al., 2016; KAROUSOS et al., 2017; XU et al., 2016; WONG et al., 2018),
entre outros. Esses materiais formam fases condutoras ideias na elaboracdo dos
eletrodos de pasta.

Na literatura sdo encontradas diversas estratégias para a construgdo dos
eletrodos modificados, sendo principalmente empregadas nos estudos de interagbes de
sélidos com espécies dissolvidas (VICENTINI et al., 2014; JANEGITZ et al., 2009;
AlAgad et al., 2018; SYS et al., 2017). A aplicagéo dos eletrodos de pasta modificados
contendo a amostra incorporada é limitada devido a dificuldades na preparacdo destes
eletrodos, a qual compreende uma etapa demorada e tediosa, dificultando a aplicacao
em analise de rotina e, além disso, em alguns casos podem surgir problemas
relacionados a influéncia do aglutinante sobre a eletroquimica do composto
incorporado (SCHOLZ, 2015).
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Ja a utilizagao do eletrodo de carbono vitreo € menos indicado na VIM, pois
dependendo da forma de imobilizagao utilizada sao encontradas dificuldades referentes
a baixa aderéncia das particulas sélidas na superficie do eletrodo (CARVALHO et al.,
2010 (a); SCHOLZ, 2015). Assim, diferentes materiais carbonaceos sdo estudados no
desenvolvimento de novos sensores e biossensores, sendo utilizados em diferentes
aplicagbes (ARDUINI et al., 2011; VICENTINI et al, 2014, WANG, 2005;
SKRZYPCZYNSKA et al., 2016). Em termos de desempenho eletroquimico, o CB
possui propriedades interessantes, devido a sua boa estabilidade quimica, excelente
condutividade elétrica, grande area superficial e quando combinado com diferentes
materiais (como polimeros), suas propriedades podem ser melhoradas (ARDUINI et al.,
2012; SILVA e FATIBELLO-FILHO, 2017; SILVA et al., 2017).

Uma estratégia no cenario de preparacdo de eletrodos modificados € a
combinagdo de nanomateriais eletroativos com polimeros (por exemplo, DHP e CTS
reticulada), usados com a finalidade de melhorar a aderéncia do filme em substratos de
carbono vitreo (JANEGITZ et al., 2015) garantindo a alta robustez do eletrodo
modificado.

O DHP é um surfactante hidrofébico constituido de duas longas cadeias
carbOnicas apolares ligadas ao grupo fosfato (GARCIA et al., 2013). Quando disperso
em agua por agitagao ultrassénica, o DHP pode fornecer uma pelicula muito estavel
sobre superficies de eletrodos de carbono vitreo e, devido a essa caracteristica, tem
sido amplamente utilizado para o desenvolvimento de sensores (ARDILA et al., 2014;
GARCIA et al., 2013; YAO et al., 2006; JANEGITZ et al., 2011) e biossensores
(VICENTINI et al., 2013).

A CTS é um biopolimero amplamente utilizado em eletroanalitica no
desenvolvimento de eletrodos modificados, devido a alta resisténcia mecanica e custo
relativamente baixo, pois €& obtida a partir da quitina (material biodisponivel)
(VICENTINI et al., 2014; JANEGITZ et al., 2011). Além disso, quando a quitosana é
reticulada, exibe excelente aderéncia em substratos de carbono vitreo, o que garante
uma alta robustez para os eletrodos modificados (WONG et al., 2016).

Nesse sentido, a combinacdo de materiais a base carbono com filmes
poliméricos tém sido amplamente utilizada para a determinagdo de compostos
organicos e inorganicos em solucdo (ARDILA et al, 2014; VICENTINI et al., 2014;
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JANEGITZ et al., 2009; WONG et al., 2016; SIMIONI et al., 2014; TAKEDA et al., 2012;
MACIEL et al., 2017).

Tendo em vista estas informacdes, utilizar esses materiais pode ser uma
estratégia interessante na imobilizagdo de amostras solidas ou compostos de baixa
solubilidade na superficie do GCE para analise por VIM, porém a fim de garantir um
alto desempenho eletroquimico e analitico é necessario usar conjuntamente um
material condutor, ndo so para ajudar na imobilizacdo da amostra, mas também para
facilitar a conducgao de elétrons.

Na VIM, a imobilizacdo da amostra no eletrodo sdlido pode ser feita de
diferentes formas (SCHOLZ, 2015), sendo a imobilizagao por friccdo do eletrodo sobre
a amostra (SCHOLZ el al., 1989) um procedimento de imobilizacdo simples e bastante
utilizado para ensaios diretos de sélidos devido a facilidade da preparacéo do eletrodo,
necessitando apenas que a amostra esteja na forma de um po fino, a qual sera
colocada em uma superficie plana. Apds, a superficie do PIGE sera pressionada
durante alguns segundos sobre a amostra, resultando na fixagdo de particulas da
amostra no eletrodo (CARVALHO et al., 2010 (a); SCHOLZ, 2015).

Esse procedimento apresenta vantagens devido a facilidade de preparacédo do
eletrodo, utilizando uma pequena quantidade de amostra sem nenhuma necessidade
de dissolugdo, além de ser uma analise rapida e de custo relativamente baixo.
Entretanto, apesar das vantagens acima descritas, a quantidade da amostra
imobilizada ndo é controlada, apresentando desta forma uma desvantagem. Porém
esta desvantagem, nao torna este procedimento menos interessante, pois informacgdes
relevantes como o screening da amostra e processos redox envolvidos no sistema
podem ser obtidas com sucesso (MARTINI et al., 2015; SEDANO et al., 2004;
DOMENECH et al., 2013).

A imobilizagdo da amostra na forma liquida ou em suspensao pode ser realizada
através da imersdo do eletrodo em uma solugdo contendo o padrdo e/ou amostra
(MOSCOSO et al., 2017) ou por drop coating onde a deposigéo de microparticulas e/ou
microgotas de uma suspensao ou dispersao ¢é feita de forma direta na superficie do
eletrodo.

Nessa perspectiva o procedimento de drop coating mostra-se bastante

adequado, uma vez que possibilita o controle da massa de amostra imobilizada na



14

superficie do eletrodo (MACIEL et al., 2017), ou seja, uma solugdo contendo o analito
e/ou amostra é depositada sobre a superficie do eletrodo solido e apds a imobilizagao
das microparticulas e/ou microgotas da amostra na superficie do eletrodo o solvente é
evaporado e o eletrodo aplicado na analise voltamétrica.

Em relacdo as técnicas de medicdo, ndo ha limitacdo, varias técnicas
eletroquimicas podem ser aplicadas a VIM e também combinadas com técnicas nao
eletroquimicas (SCHOLZ, 2015).

A voltametria ciclica € uma técnica amplamente utilizada para obtencdo de
informacgdes qualitativas em reacgbes eletroquimicas, podendo ser util na VIM em
estudos preliminares relacionados ao potencial redox das espécies eletroativas e no
comportamento eletroquimico do sistema. Adicionalmente, pode ser utilizada para
estudar a reversibilidade do processo eletrédico, bem como obter informagdes sobre a
ocorréncia e estabilidade dos radicais e intermediarios formados pela reducdo de
espécies eletroativas (BRETT e BRETT, 1993) e quando combinada com outras
técnicas de caracterizacdo tais como as microscopicas e espectroscopicas pode
fornecer informagdes analiticas relevantes no ambito do conhecimento nas areas de
arqueologia, conservagao e restauracdo, além de possibilitar em alguns casos o
monitoramento “in situ” das reacdes de estado sélido (DOMENECH-CARBO et al.,
2013).

Ja as técnicas de pulso, como DPV e SWV sao amplamente empregadas com a
finalidade de obter informagbdes quantitativas em estudos de compostos organicos e
inorganicos. As etapas de redissolucdo sdo geralmente utilizadas para melhorar a
sensibilidade das técnicas voltamétricas e sdo comumente aplicadas em analises
utilizando a voltametria “convencional”, principalmente quando o analito encontra-se em
baixas concentragcdes. Na VIM essa etapa é desnecessaria, resultando assim uma

analise mais rapida.
3.2. Aplicagées da VIM
A aplicagdo da VIM constitui um campo de pesquisa ativo e crescente desde o

inicio da década de 90, sendo amplamente utilizada em analises de amostras sélidas,
semi-sélidas e liquidas, como minerais (DOMENECH-CARBO et al., 2004); pigmentos
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(CEPRIA et al., 2005), obras de arte (DOMENECH-CARBO et al., 2015); cosméticos
(PEREZ-ARANTEGUI e CEPRIA, 2014), farmacos em p6 (CARVALHO et al., 2010 (b)),
cremes dermatolégicos (MACIEL et al., 2017), alimentos (JOVANOVIC et al., 2016;
DOMINGUEZ e DOMENECH-CARBO, 2015) entre outros, incluindo o estudo de uma
variedade de compostos, como compostos organicos e inorganicos (MARTINI et al.,
2015; DOMENECH-CARBO et al., 2013; REDDY, 1996; DOMENECH-CARBO et al.,
2010).

Komorsky-Lovric et al. descrevem um método que envolve a aplicagédo da VIM
utilizando o PIGE e SWV para a determinagdo de cocaina em papéis de células de
moedas contaminadas (KOMORSKY-LOVRIC et al. 1999). Outro trabalho desenvolvido
pelo mesmo grupo de pesquisa foi a determinacdo de ciprofloxacina, azitromicina
(antibiotico), e 5-aminossalicilico (antiinflamatorio) em formulagcdes farmacéuticas
utilizando o PIGE e as técnicas SWV e CV (KOMORSKY-LOVRIC et al. 2004).

Doménech et al. aplicaram a VIM para identificar produtos de corrosdo em
material arqueoldgico datado no século IV a.c, uma vez que a identificagcdo dos
produtos de corrosdo formados em objetos metalicos € uma tarefa essencial em
sistemas arqueoldgicos para implementar procedimentos de protecdo, conservagao e
restauracao desses materiais. Neste trabalho foram mapeados os produtos de corrosao
como, akaganeite, goethita, hematita, jarosite, magnetita, maghemita e siderite em
artefatos de ferro e as analises foram feitas utilizando o PIGE e SWV (DOMENECH et
al., 2013). Outro trabalho publicado por esse grupo de pesquisa foi um estudo de
identificacdo de falsificacbes de chumbo arqueolégico usando a VIM combinada com
técnicas nao eletroquimicas como, a microscopia eletroquimica de varredura, auxiliada
por microscopia Optica convencional e microscopia eletrbnica de varredura
(DOMENECH-CARBO et al., 2015).

Cepria et al. usaram a VIM para identificar pigmentos de cadmio (sulfeto de
cadmio e sulfoseleneto de cadmio) em tintas com PIGE e SWV (CEPRIA et al., 2005) e
Sedano et al. estudaram o comportamento eletroquimico de diferentes amostras
solidas, como Cuy0g), CuOys), Fe203s), Fe304s) € suas misturas binarias, usando a VIM
em CPE e CV (SEDANO et al., 2004).
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3.3. Determinacdo de HQ e EU em produtos de interesse farmacéutico e Pb em

produtos de cuidado pessoal

3.3.1. Hidroquinona

A hidroquinona (1,4-dihidroxibenzeno) € amplamente utilizada em processos
biolégicos e industriais (creme dermatoldgico, producdo de alcatrdo de hulha,
fabricacado de papel, estabilizador de tintas e vernizes ou em desenvolvimento de filmes
fotograficos) (LUPETTI et al., 2006; GANESH e SWAMY, 2016). Tem sido amplamente
aplicada no campo dos cosméticos por ser um forte agente de despigmentagao tendo
como principal fungao a inibicdo da producédo da melanina (YOSHIMURA et al., 2001) e
seu uso € indicado para clareamento da pele na faixa de concentracdo de 2 a 5% m/m
(TSE, 2010; GOMEZ-TAYLOR et al., 2004). Entretanto, o excesso de hidroquinona
(HQ) pode causar efeitos adversos a saude como queimaduras na pele, nauseas,
dores abdominais, convulsdes, entre outros (YOSHIMURA et al., 2001). Devido a sua
alta toxicidade e baixa degradabilidade no meio ambiente, o seu monitoramento é
justificado mesmo quando presente em concentragdes muito baixas (ALDRICH, 1990;
LOPEZ et al., 2005). De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), a concentragdo maxima admissivel de HQ em produtos de cuidados para a
pele é de 2% m/m, porém os niveis em produtos manipulados podem chegar até 4%
m/m (ANVISA, 2000). A Agéncia Federal do Departamento de Saude e Servigos
Humanos dos Estados Unidos (FDA, do inglés Food and Drug Administration), indica
que este composto pode atuar como agente cancerigeno. Além disso, em muitos
paises europeus o uso da HQ é proibido como forma de prevengao a saude (FDA,
2015).

A determinacdo de HQ em diferentes tipos de amostra tem sido proposta
utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia com diferentes detectores (DUBES et
al., 1983; SKRZYPCZAK-PIETRASZEK et al., 2017; PRYOR et al., 1998; LIN et al.,
2005) e espectrofotometria (AFKHAMI et al., 2001; MEDIEN et al., 2001). Cabe
salientar que, para a utilizagdo destas técnicas de analise s&o necessarios
equipamentos de alto porte (no caso da cromatografia) e em alguns casos, o tempo de

analise é longo devido ao preparo da amostra. Sendo assim, torna-se relevante o
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desenvolvimento de métodos alternativos simples, econémicos e rapidos para a
determinacao da HQ.

Neste sentido, a voltametria tem sido uma alternativa na determinagao da HQ,
uma vez que apresenta vantagens como anadlise direta da amostra ou apenas
tratamentos simples, eliminando as etapas mais sofisticadas de preparo de amostra
(MACIEL et al., 2017).

Levando em consideragao a boa eletroatividade da HQ, diversos trabalhos sao
reportados na literatura aplicando técnicas voltamétricas para a determinagdo de HQ
em formulagdes farmacéuticas e amostras ambientais destacando o uso de eletrodo
impresso & base de grafeno (ARAGO et al., 2016), fimes poliméricos & base de
materiais carbonaceos (YIN et al., 2011; KUMAR et al., 2017), eletrodos de carbono
vitreo com diferentes modificagdes (ZHANG et al., 2015; ZHANG et al., 2014; LIU et al.,
2014; LIU et al., 2011), eletrodos modificados de pasta de carbono (KUSKUR et al.,
2017; TASHKHOURIAN et al., 2016) e biossensores de pasta de carbono modificado
com tecido da batata doce (/[pomoea batatas (L.) Lam.) (VIEIRA e FATIBELLO-FILHO,
2000).

A potencialidade da combinacdo da VIM e a imobilizagdo da amostra por drop
coating pode ser observada no trabalho desenvolvido por Maciel et al. (MACIEL et al.,
2017), onde um eletrodo de GCE modificado com filme de quitosana reticulada com
ECH contendo CB e padrdo de hidroquinona e/ou amostra de creme dermatolégico
imobilizado forneceu procedimento com resposta rapida e resultados confiaveis com

baixos limites de detecgao e boa precisao.

3.3.2. Eugenol

O eugenol (EU) é um fenol organico semi-volatii e apresenta algumas
caracteristicas como baixa solubilidade em agua, odor forte e quando exposto a luz
sofre oxidagao alterando sua cor (de incolor a amarelo claro) (PUBCHEM, 2018). E o
principal componente do 6leo essencial de cravo e também pode estar presente em
alguns vegetais, como folhas de louro, canela, noz-moscada e algumas outras
espécies de ervas (SCHULZ et al., 2008; YILDIZ et al., 2017). E amplamente aplicado
em varios setores industriais (SAGLAM et al., 2016) devido as suas excelentes
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propriedades  antimicrobianas, antivirais, anti-helminticas,  antimutagénicas,
antigenotoxicas, antioxidantes, anti-inflamatérias, antibacterianas, antifungicas e
anticancerigena (KAMATOU et al.,, 2012; JAGANATHAN e SUPRIYANTO, 2012;
BOLASINA et al.,, 2017; COWING et al., 2015). Além disso, pode desempenhar um
papel importante como neuroprotetor (PISANO et al., 2007) podendo também ser
empregado na produgcdo de outros compostos fendlicos como a vanilina
(ASHENGROPH et al., 2011).

No entanto, ha trabalhos na literatura que relatam que em altas concentragdes o
EU pode atuar como um forte oxidante, gerando um aumento de radicais livres, os
quais podem prejudicar os tecidos (MIYAZAWA e HISAMA, 2001). Neste sentido, é
importante determinar sua concentragdo em produtos como alimentos e medicamentos,
pois em altas concentragdes ele pode ser prejudicial para a saude humana. Segundo
0os orgaos de controle de saude (Organizagdao Mundial da Saude - WHO, do inglés
World Health Organization) e alimentagdo (Organizacdo das Nagdes Unidas para a
Alimentacao e a Agricultura - FAO, do inglés Food and Agriculture Organization of the
United Nations), a ingestdo diaria aceitavel de EU é de 2,5 mg kg™ por peso corporal
para humanos (WHO, 1982).

Em relacdo aos métodos de analise e quantificacdo do EU em formulacbes
farmacéuticas e em amostras ambientais, sdo encontrados na literatura trabalhos
envolvendo o uso da cromatografia liquida com diferentes detectores (KE et al., 2016;
SARAN et al., 2013; DHOOT et al., 2009; BEAUDRY et al., 2006), espectrofotometria
UV-vis (PRAMOD et al., 2013) e métodos eletroquimicos (SAGLAM et al., 2016; YANG
etal., 2016; FENG et al., 2014; AFZALI et al., 2014).

Os métodos cromatograficos séo relativamente satisfatérios, no entanto, os
instrumentos envolvidos sdo muitas vezes caros e requerem um custo elevado de
manutencao, além disso, o preparo da amostra envolvido é geralmente complicado e
demorado (SAGLAM et al., 2016; YANG et al., 2016).

Frente a isso, os métodos eletroquimicos possuem vantagens como facil
operacao, resposta rapida, alta sensibilidade e custo relativamente baixo. Desta forma,
podemos encontrar na literatura alguns trabalhos dedicados a determinacado de EU em
diferentes amostras envolvendo as técnicas de pulso (PAUL et al., 2013; LIN et al.,
2014; FENG et al., 2014).
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Saglam et al. relataram a determinagdo do EU em um farmaco utilizando como
eletrodo de trabalho um lapis de grafite, sendo o limite de detecg¢édo de 0,085 pmol L
obtido utilizando a DPV (SAGLAM et al., 2016). Tonello et al. desenvolveram um
método voltamétrico para a determinagdo simultédnea de EU, thymol (Ty) e carvacrol
(CA) em mel por SWV utilizando o eletrodo de carbono vitreo e o limite de detecgéo
calculado foi de 0,010 mg L' (TONELLO et al., 2016).

Afzali et al. utilizaram um eletrodo de pasta de carbono modificado com
nanoparticulas de ouro para a determinagdo do EU em agua de rosa por DPV, sendo o
limite de deteccao obtido de 2 ymol L™ (AFZALI et al., 2014).

3.3.3. Chumbo

O Pb é considerado um elemento potencialmente téxico, ndo essencial e possui
acdo nociva aos organismos vivos (LEE et al., 2006; MEERAVALI e KUMAR, 1998). E
amplamente utilizado em diversas areas industriais, como automobilistica (MAY et al.,
2018), industria bélica (REIS et al., 2004), na producao de tintas (OZBEK e AKMAN,
2016), cosméticos (NG et al., 2015), entre outras.

Os cosméticos abrangem diversos produtos que sao aplicados nas diversas
partes externas do corpo humano como pele, cabelo, unhas, labios entre outros.
Alguns cosméticos como produtos para sistemas capilares apresentam em sua
formulacdo o acetato de chumbo devido a sua capacidade de cobrir os cabelos
grisalhos (KIRKLAND et al, 2005), porém o Pb possui elevada toxicidade podendo ser
introduzido no organismo através da inalagédo, ingestdo e também por via cutédnea
biacumulando-se no organismo, causando assim riscos a saude humana. Apos a
absorgcao, o Pb entra na corrente sanguinea depositando-se rapidamente sob a forma
de trifosfatos no figado, rins, cérebro, pulmao e ossos (LARINI, 1997; SCHVARTSMAN,
1985), sendo que a maior concentragao desse metal é encontrada nos 0ssos, devido a
habilidade de interagdo com as proteinas, inibindo assim o célcio (LARINI, 1997;
SCHVARTSMAN, 1985).

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o limite maximo
permitido de acetato de chumbo em tintas de cabelo é 0,6%, ou seja, 0,38% de Pb
(ANVISA, 2013).
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As determinagbes quantitativas de Pb em diferentes matrizes sdo empregadas
por técnicas espectrométricas (CHAHID et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2017; NG et al.,
2015; YEDOMON et al., 2017; BAKIRCIOGLU et al., 2011; RUBIO et al., 2018) e
voltamétricas (AL-HOSSAINY et al., 2017; GECA e KOROLCZUK, 2017; LI et al., 2016;
VICENTINI et al., 2014.).

Na literatura sdo encontrados inumeros trabalhos dedicados a determinacéo de
Pb utilizando diferentes eletrodos, tais como Hg (ALMEIDA et al, 2016), GCE
modificado com filme de bismuto combinado a nanoparticulas de ouro-grafeno-cisteina
(Au-GN-Cys) (ZHU et al., 2014), GCE modificado com filme de bismuto combinado com
Nafion (TESFAW et al., 2018), filme de bismuto contendo nanotubos de carbono
combinado com poly(PVC) (polimero) (CHAMJANGALI et al., 2015) e eletrodo de pasta
de carbono modificado com zeolitas (KAWDE et al., 2017).

Considerando que o mercado mundial da beleza movimenta bilhdes de ddlares
por ano e a todo o momento sao introduzidos novos produtos no mercado é
extremamente pertinente o desenvolvimento de métodos de analise que sejam rapidos
e eficientes para a determinagao de Pb a fim de garantir qualidade e seguranga aos
produtos oferecidos a populacdo. Essa necessidade vem de encontro ao
desenvolvimento de novos eletrodos que apresentem alta versatilidade, baixo custo e
facilidade na preparacdo, proporcionando analises rapidas, com menores limites de

quantificacdo sem perder a confiabilidade nos resultados.



4. MATERIAIS E METODOS

Nesta tese foram desenvolvidos trés eletrodos de trabalho: o primeiro foi
aplicado para a determinacdo de HQ em cremes dermatolégicos; o segundo eletrodo
proposto foi aplicado na determinagdo de EU em dleos de cravo e o terceiro foi
utilizado para a determinacao de Pb em tinturas capilares.

No presente capitulo sera feita a descrigdo dos equipamentos, reagentes,
solugdes, preparo das amostras e as condi¢gdes avaliadas para a otimizacdo dos
parametros experimentais e voltamétricos na determinacdo de HQ, EU e Pb. Em
seguida, serdo descritos os procedimentos analiticos e os principais parametros
avaliados empregando a VIM, incluindo os procedimentos de preparagao dos eletrodos
de trabalho. Por fim, serdo descritos os procedimentos utilizados para fins de
comparagao com os métodos propostos para a determinagdao de HQ, EU e Pb nas
amostras, bem como a caracterizagdo voltamétrica e morfolégica dos eletrodos

propostos.
4.1. Instrumentagao

As analises voltamétricas para a determinacédo de HQ e EU foram feitas
utilizando um Potenciostato/Galvanostato Autolab PGSTAT204 (Autolab, Holanda),
controlado pelo software Nova 2.0 (Eco Chemie). Para as medidas voltamétricas de Pb
foi utilizado um Potenciostato/Galvanostato (Autolab, Holanda) PGSTAT 302N com
Interface IME 663 VA (Autolab, Holanda) e Stand VA 663 (Metrohm, Suiga) gerenciado
com software Nova 2.1. Os dados de todas as analises foram tratados pelo programa
Origin Pro 8.0.

Todos os ensaios voltamétricos foram feitos em uma célula eletroquimica
composta por trés eletrodos utilizando como eletrodo de referéncia Ag/AgCI (KCI 3,0
mol L) e um fio de platina como contra-eletrodo. No caso dos ensaios voltamétricos
para a determinacdo de HQ e EU foram utilizados os eletrodos de hidroquinona
imobilizada no filme de quitosana reticulada contendo carbon black sobre a superficie
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do eletrodo de carbono vitreo (HQ(mob.)-CB-CTS-ECH/GCE) e de eugenol imobilizado
sobre a superficie do carbono vitreo contendo o filme de dihexadecil hidrogenofosfato a
base de carbon black (EUmob.)-CB-DHP/GCE), respectivamente. Para o Pb foi utilizado
o eletrodo de chumbo imobilizado sobre a superficie da pasta de carbono (Pbmob.y
CPE).

Antes da modificacdo da superficie, os eletrodos de carbono vitreo (GCE, do
inglés Glassy Carbon Electrode) (4 = 3 mm) foram polidos sobre a superficie de um
pano de polimento (Risitec, Brasil) com auxilio de uma politriz Metalografica Plr-I|
(Risitec, Brasil) para a obtengao de uma superficie espelhada e limpa.

Foi utilizado um pHmetro digital pH21 (Hanna, Brasil) conectado a um eletrodo
de vidro combinado (com resolugdo de 0,01 unidades de pH) com um eletrodo de
referéncia interno Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L™).

Para a preparacao das dispersdes e homogeneizacao das solugdes foi utilizado
um banho ultrassénico Ultraclen 1400 A (UNIQUE, Brasil).

As balangas analiticas AUW220D (Shimadzu, Japao) com resolugao de + 0,01
mg, H10 (Mettler, EUA) com precisao * 0,1 mg e Marte (Marte Cientifica, Brasil) com
precisao + 1 mg foram utilizadas para os procedimentos de pesagem.

Para a pipetagem das solugdes foram utilizados micropipetadores automaticos
com capacidade variavel de 0,1 a 10 pyL,10 a 100 pL e 100 a 1000 upL (Brand,
Alemanha).

Para o preparo de solugdes e lavagem das vidrarias foi utilizada agua ultrapura
obtida a partir de um sistema de purificacdo Milli-Q Direct-Q UV3® (Millipore,
Alemanha), com resistividade de 18,2 MQ cm.

Para a decomposicdo das amostras de tinturas capilares foi utilizado um forno
de micro-ondas Multiwave 3000® (Anton Paar, Austria) equipado com 8 frascos de
quartzo com volume interno maximo de 80 mL, com condigcdes maximas de
temperatura, pressao e poténcia de 280°C, 80 bar e 1400 W, respectivamente.

As andlises espectrométricas foram realizadas em um Espectrometro de
Absorgao Atdmica de Alta Resolugao com Fonte Continua, ContrAA 700 (Analytik Jena,
Alemanha) operado com tubos de grafite revestidos com grafite pirolitico, com sistema

de plataforma integrada e como fonte de radiagao, foi utilizada uma lampada de arco
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curto de xendnio (Analytik Jena, Alemanha). Para a determinagao de Pb, foi monitorada
a linha de ressonéncia secundaria em 217 nm.

As analises espectrofotométricas foram realizadas utilizando um
Espectrofotdmetro UV-2550 (Shimadzu, Japdo) com célula de quartzo de 1,0 cm. Para
as analises morfolégicas dos materiais foi utilizado Microscopio Eletronico de Varredura
(MEV) JSM 6610 LV (JEOL, Japao), operando a 20 kV.

Foi aplicado o teste t-student (comparagao entre duas médias) para o tratamento
dos dados referentes a otimizacdo dos parametros experimentais e eletroanaliticos das
técnicas voltamétricas. A comparacao entre trés ou mais médias foi feita através da
analise de variancia (ANOVA) utilizando o teste de Tukey-Kramer com auxilio do
programa InStat, versdo 3.0 (Copyright 1992-1998 GraphPad Software Inc.,Microsoft
Corporation). Para comparacao entre as técnicas analiticas foi feito o teste-t pareado.

Todas as avaliagbes foram feitas em um nivel de confianga de 95%.
4.2. Reagentes e solugodes

Os padrdes de HQ, ECH quitosana (CTS), com massa molar baixa e grau de
desacetilagdo 80%, glutaraldeido (GA) 25% (m/v), EU e DHP foram adquiridos na
Sigma-Aldrich (EUA). O NaOH e Pb(CH3COO), foram adquiridos da Merck (Alemanha)
e os reagentes H3BOs, H3PO4, KH,PO4, KoHPO,4, KsPO4 € KCI foram adquiridos na
Acros (Brasil), o CH3COOH glacial, HNO3; 65% e CH3COONa pela Synth (Brasil). A
solugdo padrdo de Pb (1000 mg L") e Pd(NOs), foram adquiridos da SpecSol (Brasil).
O CB (VXCT72R) foi gentilmente fornecido pela Cabot Corporation e o p6 de grafite foi
adquirido da Fisher Chemical (EUA). Todos os demais reagentes utilizados neste
trabalho foram de grau analitico.

A solugdo padrdo de HQ (0,73 mmol L") foi preparada diariamente pela
dissolugéo de 0,002 g de HQ em 25 mL de agua ultrapura a temperatura ambiente (25
1+ 2 °C). A solugao de CTS (1,0% m/v) foi preparada dissolvendo-se 1,0 g de p6 de CTS
em 100 mL de solugao de acido acético 1,0% (v/v) a temperatura ambiente, mantendo-
se a solugdo sob agitagdo constante durante 3 h até a dissolugdo completa.

A solucao de ECH 1,0% (v/v) foi obtida a partir da diluicdo de 100 ul da solugéo
padrao 99% (v/v) em 10 mL de solugdo de NaOH 0,01 mol L™.
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As solugdes de CTS e ECH foram armazenadas sob refrigeragao (4 °C).

A solugdo de EU (65 mmol L") foi preparada diariamente em uma proporgao
(1:1) de agua ultrapura e etanol a temperatura ambiente (25 + 2 °C) e a solucdo de
Pb(CH3;COO), foi preparada semanalmente pela dissolugdo de 1 mg deste salem 1 mL
de agua ultrapura a temperatura ambiente (25 + 2 °C).

Solugdes de tampao fosfato (0,1, 0,2 e 0,4 mol L™) com pH variando de 2,0 a
8,0 foram preparadas a partir da diluigdo do volume adequado de H3zPOyconc. ©
dissolucdo das respectivas massas de KH,PO4, KoHPO, e K3PO4. As solucbes de
tampao acetato (0,1 e 0,2 mol L™') pH 5 foram preparadas pela diluicdo de um volume
adequado de CH3;COOH glacial e dissolugdo da respectiva massa de CH3;COONa.
Solugdo de tampéao Britton-Robinson (BR) com pH 2,0 foi preparada a partir da
dissolugédo de 0,010 g de NaOH, 0,059 g H3BO3; em 0,218 mL de CH3COOH e 0,222
mL de H3PO, (afericdo com agua ultrapura a 100 mL).

A vidraria e outros materiais comuns de laboratorio utilizados na analise de Pb
foram descontaminados por imersdo em uma solu¢do de HNO3; 10% (v/v) (Synth,
Brasil) durante 24 h e, posteriormente, lavados com &gua ultrapura. As células
voltamétricas foram descontaminadas por imersdo em uma solugédo de HNO3; 20% (v/v)

(Synth, Brasil) e antes de serem utilizadas foram lavadas com agua ultrapura.
4.3. Preparo das amostras

As amostras utilizadas na determinagdo de HQ e EU foram adquiridas no
comércio local de Sao Carlos-SP. Para a determinacido de Pb foram utilizadas

amostras adquiridas no comércio local de Rio Grande-RS.
4.3.1. Creme dermatolégico

Para a analise voltamétrica, 10 mg de amostra foram solubilizadas com 2,0 mL
de agua ultrapura e 100 uL desta solucao foi adicionada a dispersado de CTS reticulada
com ECH na presenca de nanoparticulas de CB.

Para a analise espectrofotométrica as amostras foram preparadas através da

dissolugdo de 0,1 g de creme dermatolégico em 10 mL de metanol. Apés serem
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abertas as amostras de pomadas (A1 e Ay) foram armazenadas na auséncia de luz a

temperatura ambiente (25 £ 2 °C).

4.3.2. Oleo de cravo

Para a analise voltamétrica, os oleos de cravo Sq, S, e S3; foram
homogeneizadas por agitagdo manual e 100 , 500 e 100 pL, respectivamente foram
diluidos com agua ultrapura e etanol em proporgéo (1:1) até 10 mL. Posteriormente,
300 pL das solugdes de S1 e S; foram adicionados a 1,0 mL de agua ultrapura e 2,7 yL
(8,6 ug de massa de amostra) foi imobilizada sob a superficie dos eletrodos. No caso
da amostra S,, foram adicionados 500 yL da amostra diluida em 1,0 mL de agua
ultrapura e 2,7 uL (72 ug de massa de amostra) foi imobilizado sobre a superficie dos
eletrodos.

Para a analise espectrofotométrica uma aliquota de 100 pL de amostra foi
transferida para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume aferido com solugao
hidroalcodlica (50% v/v). Em seguida 200 pL da solugéao foi transferida para um baldo
volumétrico de 5 mL, sendo o volume aferido com agua ultrapura e etanol em uma
razao de (1:1 v/v). Apds abertos os frascos, as amostras (S4, S; e S3) foram

armazenadas na auséncia de luz a temperatura ambiente (25 £ 2 °C).

4.3.3. Tintura capilar

Para a anadlise voltamétrica, 1 mg de amostra de tintura capilar foi solubilizada
com 1,0 mL de agua ultrapura e 10 uL desta solugao foi adicionada sobre a superficie
do eletrodo.

Para a analise por Absorgdo Atdmica as amostras foram decompostas por via
umida empregando-se um forno de micro-ondas. Para tal, 300 mg de amostra foram
introduzidas no frasco de quartzo, seguido da adicdo de 6 mL de HNO3 bidestilado
concentrado. O programa de irradiacédo foi feito da seguinte forma: 15 minutos, para
atingir 1400 W, permanecendo por 20 minutos nesta poténcia e 20 min a 0 W (etapa de

resfriamento). Apds a decomposi¢cao, as amostras foram aferidas a 30 mL com agua
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ultrapura. Apds serem abertas as amostras de tintas de cabelo (T4, T2 e T3) foram

armazenadas na auséncia de luz a temperatura ambiente (25 £ 2 °C).

4.4. Otimizagao dos parametros experimentais e voltamétricos

4.4.1. Determinacgao de hidroquinona

Estudos preliminares utilizando a Voltametria Ciclica (CV) e a DPV foram feitos
com o objetivo de obter informagdes da eletroatividade da HQ imobilizada (40 ng) no
filme de CTS a base de um material condutor. Assim, avaliou-se a influéncia do tipo de
material condutor (CB ou grafite em pd) e do agente de reticulagdo (2,5% (v/v) GA ou
1,0% (v/v) de ECH), bem como a estratégia seguida para a preparagédo do eletrodo
(para a avaliagcado do agente reticulante utilizou-se 20 ng de HQ).

Foram avaliados dois procedimentos de reticulagdo da CTS com ECH (na

presenca de 50 ng de HQ). 1°) procedimento: 200 yL de ECH foram adicionadas na

dispersdo CB-CTS (1,3 mg de CB e 1,0 mL CTS 1% m/v dispersas com agitagado
ultrassénica por 30 min) e sonicados por 8 min em ultrassom (a reacao de reticulagao
da CTS ocorreu antes da imobilizacdo no substrato GCE). Posteriormente, foi
transferido (imobilizado) 8 pL da dispersdo obtida para a superficie do GCE e
subsequente evaporacdo do solvente (2 h a temperatura ambiente (25 + 2 °C)). 2°)
procedimento: 1,2 uL de ECH (1% v/v) foi adicionada (imobilizada) sobre a superficie
do GCE contendo 6,8 yL da dispersao de CB-CTS e HQ (1,3 mgde CB e 1,0 mL CTS

1% m/v dispersas com agitagéo ultrassénica por 30 min) de maneira que a reticulagéo

da CTS ocorre diretamente na superficie do eletrodo. O solvente foi evaporado durante
2 h a temperatura ambiente (25 + 2 °C).

Apos a otimizacdo da composicao do eletrodo e do melhor modo de preparacgao,
foi avaliada a influéncia do eletrdlito suporte e sua concentragdo, bem como o pH do
meio. Em relagdo a composi¢do quimica, foram testados KCI (0,1 mol L'1), tampao
acetato (0,1 mol L™, pH 5,0) e tampao fosfato (0,1 mol L™') em pH 5,0. A influéncia da
concentracdo do eletrdlito suporte selecionado foi estudada em 0,1, 0,2 e 0,4 mol L™

(pH 5,0). O estudo do pH foi feito utilizando os parametros previamente otimizados e o
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efeito do pH na resposta eletroquimica da HQ imobilizada foi investigado pela variagao
entre pH 4,0 e 10,0, com intervalos de 1 unidade de pH.

O efeito dos parametros instrumentais (velocidade de varredura de potencial de
2,5a 10 mV s, amplitude de 10 a 100 mV e tempo de modulacdo de 10 a 40 ms) da
DPV sobre a resposta de corrente do pico de oxidagdo da HQ imobilizada (40 ng) sobre

a superficie do eletrodo HQjmob.)-CB-CTS-ECH/GCE foram avaliados e otimizados.
4.4.2. Determinagao de eugenol

Inicialmente, foi avaliado por CV o efeito dos filmes de DHP (a) e CTS reticulada

com ECH (b) na imobilizacao do EU. (a) Filme de DHP: a dispersao obtida sob agitacao

ultrassénica (30 min) foi preparada através da mistura de 1,0 mg de CB e 1,0 mg de
DHP em 1,0 mL de agua ultrapura. Apds, 5,3 pL da dispersao foi transferida para a
superficie do GCE e 2,7 uyL da solugdo padrdao de EU (ou amostra) foram
cuidadosamente colocados sobre o material disperso imobilizado no eletrodo e em
seguida o solvente foi entdo evaporado a temperatura ambiente (25 £ 2 °C) durante
2 h. Obtendo-se assim, o eletrodo de EUmo)-CB-DHP/GCE; (b) Filme de CTS

reticulada com ECH: a disperséao foi preparada sob agitagéo ultrassonica (30 min) pela

mistura de 1,3 mg de CB em 1,0 mL de solugdo de CTS (1,0% m/v). Posteriormente,
foram adicionados 100 uL do padrédo de EU (65 mmol L‘1) e 200 uL da solugao de ECH
1,0% (v/v), e esta disperséo foi sonicada novamente por 8 min. Uma aliquota de 8 pL
da dispersao obtida foi transferida para a superficie GCE e por seguinte, o solvente foi
evaporado durante 2 h a temperatura ambiente (25 + 2 °C). Para ambos os filmes, a
massa imobilizada do padrédo de EU foi 29 pg e os voltamogramas ciclicos foram
registrados em solugdo tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 7,0) a 50 mV s™.

O efeito do pH na resposta eletroquimica do EU imobilizado (29 ug) foi
investigado pela variagdo entre pH 2,0 e 9,0, com intervalos de 1 unidade de pH,
utilizando tampdo fosfato 0,2 mol L. Em relagdo & composicdo quimica, foram
testados tampao BR (0,04 mol L"), e tampéo fosfato (0,2 mol L") ambos em pH 2,0. O
estudo da concentracdo do eletrolito suporte foi feito utilizando os parametros
previamente otimizados e a influéncia da concentragao do tampéo fosfato foi estudada
em 0,1,0,2 e 0,4 mol L™ (pH 2,0).
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O efeito dos parametros instrumentais da SWV, sobre o sinal analitico do EU
imobilizado (29 pg), avaliados foram amplitude (de 10 a 170 mV), frequéncia (de 10 a
45 Hz) e Egtep (de 1 2 9 mV).

4.4.3. Determinagao de Chumbo

Inicialmente foram avaliados o efeito da composicdo e 0 modo de preparacio da
pasta, contendo propor¢des fixas de aglutinante 20% (m/m) e condutor 80% (m/m), em
relacdo a resposta voltamétrica de Pb imobilizado. Cabe salientar que para estes
estudos foram imobilizados 6,4 ug de padrdao de Pb na superficie da pasta e cada
paréametro estudado foi avaliado em triplicata (n=3).

Quanto a selecédo do aglutinante foram feitos estudos utilizando parafina e 6leo
mineral. Inicialmente, homogeneizou-se o condutor com o aglutinante com o auxilio de
um gral e pistilo por aproximadamente 40 min, a temperatura ambiente (25 £ 2 °C). Em
seguida, a pasta obtida foi empacotada em uma seringa de injecédo de insulina com 90
mm de altura e didmetro 2,6 m, utilizando como contato elétrico um fio de cobre. Apds,
um volume de 20 uL de agua ultrapura foi adicionado na superficie da pasta e
cuidadosamente foram adicionados 10 pL da solugédo do padrao de acetato de chumbo
(3,07 nmol L'1) sobre superficie do eletrodo, sendo a evaporacdo do solvente feita a
temperatura ambiente (25 £ 2 °C) em um dessecador por 12 h.

Apos a selecdo do melhor aglutinante, foram realizados experimentos para a
obtencdo do melhor procedimento de preparacdo da pasta. Neste estudo dois

procedimentos foram avaliados. Procedimento 1: consiste no aquecimento prévio do

gral e do pistilo (a 100 °C, por aproximadamente, 1 h na estufa) e adi¢ao de parafina e
CB que permaneceram sob maceragao por 40 min a temperatura ambiente (25 £ 2 °C).

No procedimento 2: o gral e o pistilo foram aquecidos previamente (a 100 °C por 1 h na

estufa) antes da adicdo da parafina e do CB e mantido sob aquecimento constante
(sobre uma chapa de aquecimento, aproximadamente 100 °C) durante todo o processo
de maceragao (40 minutos). Por fim, as pastas foram empacotadas.

ApOs a selegcao do melhor modo de preparagao da pasta, a comparagao entre o

po de grafite e o CB foi feita com o objetivo de avaliar a influencia dos condutores na
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composicdo da pasta, levando em consideragdo o0s parametros previamente
otimizados.

Depois da otimizacdo da composicdo e da melhor forma de preparagcado da
pasta, foi avaliado o método de imobilizacdo do Pb na superficie do eletrodo, por meio
de dois procedimentos com a presenca e auséncia do filme de DHP. O filme de DHP foi
preparado pela mistura de 1,0 mg de CB e 1,0 mg de DHP em 1,0 mL de agua
ultrapura, sendo esta dispersao colocada sob agitagdo ultrassdnica durante 30 min.
Para a imobilizacdo do filme na superficie da pasta de carbono, foram adicionados
10 pyL de agua ultrapura, 10 pL da dispersao obtida e 10 pyL da solugdo padrao de
acetato de chumbo (6,4 ug de Pb), sendo a evaporagao do solvente feita a temperatura
ambiente (25 £ 2 °C) em um dessecador por 12 h. Na auséncia do filme de DHP, foi
feito o mesmo procedimento descrito acima, porém ao invés de adicionar a dispersao
de DHP foi adicionado agua ultrapura.

Com objetivo de verificar o comportamento do Pb em outra superficie a base de
carbono foi feita a imobilizagao do padrao de Pb na superficie do GCE. Para tal, 10 puL
do padréao de acetato de chumbo (6,4 ug de Pb) foi adicionado sobre a superficie do
substrato. ApOs esperou-se a evaporagao do solvente (temperatura ambiente
(25 £ 2 °C) em um dessecador por 12 h).

ApOs a selegéo do eletrodo a influencia do pH foi avaliada em um intervalo entre
3 e 8, em tampao fosfato 0,2 mol L™. Para avaliar o efeito do eletrélito suporte na
resposta voltamétrica do eletrodo Pbimeb.y) CPE contendo 6,4 pg de Pb imobilizado na
superficie, foram utilizadas as solugdes de tampao acetato e tampao fosfato ambas
com 0,2 mol L™ e pH 5, nas condicdes anteriormente otimizadas. Apds, foi avaliada a
influéncia da concentragédo do tampao fosfato (0,1, 0,2 e 0,4 mol L'1) em pH 5,0.

O efeito dos parametros instrumentais da DPV, sobre a resposta de /,; do Pb
imobilizado (6,4 ug), foram avaliados variando a velocidade de varredura de potencial

de 2,5a 10 mV s, amplitude de 25 a 100 mV e tempo de modulagdo de 10 a 50 ms.
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4.5. Desenvolvimento dos eletrodos de trabalho e métodos voltamétricos para

determinagao dos analitos de interesse

A limpeza das superficies dos eletrodos é de extrema importancia e deve ser
feita antes e apds a utilizagdo dos eletrodos, a fim de garantir resultados confiaveis
para as proximas imobilizagdes. As superficies dos GCEs foram cuidadosamente
polidas sobre a superficie de um pano de polimento com auxilio de uma politriz e
lavadas com &gua ultrapura. Apos os eletrodos foram submetidos a sonicagéo,
inicialmente em alcool isopropilico e apds em agua ultrapura, por 2 min. Posteriormente
foram secos a temperatura ambiente (25 £ 2 °C). Ja a renovagao da superficie dos
CPE empacotados foi feita através de um polimento manual sobre a superficie de um
papel sulfite.

As curvas de calibracdo foram avaliadas neste trabalho através do método de
regressado linear, onde foi possivel estimar os coeficientes de determinacgdo (R?) via
calibragédo externa (cada ponto da curva corresponde a uma massa imobilizada em um
eletrodo diferente). As curvas analiticas foram avaliadas em triplicata, ou seja, em trés
dias diferentes e cada ponto da curva também analisado em ftriplicata. Para os estudos
dedicados a HQ e EU foram utilizados 12 eletrodos de GCE. E para o Pb foram
utilizados 12 eletrodos de pasta de carbono.

Os limites de deteccdo (LOD) e quantificagado (LOQ) foram estimados usando as
relacbes 3 x (cb / m) e 10 x (ob / m), respectivamente, onde ob é o desvio padrao
obtido para dez medidas do branco e m € a sensibilidade analitica.

Além disso, foram avaliados o estudo de possiveis interferentes, a estabilidade e
repetibilidade dos eletrodos modificados, bem como o comportamento eletroquimico do

composto ou analito imobilizado nos eletrodos.
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4.5.1. Preparacao do HQ(imob,)-CB-CTS-ECH/GCE e determinacdo de HQ em creme
dermatolégico por VIM — Parte 1

A Figura 3 mostra um esquema das etapas seguidas para a obtencdo do

eletrodo modificado.

Figura 3. Esquema de preparac¢do do HQ(jmob.-CB-CTS-ECH/GCE.
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Para a preparagéo do eletrodo HQ(imob.)-CB-CTS-ECH/GCE, uma dispers&o com
1,3 mg de CB e 1,0 mL de CTS (1% m/v) foi preparada sob agitagéo ultrassénica (30
min). Apods, foram adicionados 100 pL do padrao de HQ e/ou amostra (preparacgdes da
solugao padrao e da amostra estao descritas nas segdes 3.2 e 3.3.1, respectivamente)
e 200 pL da solugdo de ECH (1% v/v), sendo esta dispersdo novamente sonicada por 8
min. Posteriormente, com auxilio de uma micropipeta foram adicionados 8 uL da
dispersao obtida sobre a superficie do GCE e subsequente evaporacao do solvente por
2 h a temperatura ambiente (25 + 2 °C).

Para a determinacao de HQ as medidas CV e DPV foram realizadas em solugao
tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 5,0). As condicdes experimentais para DPV foram:
Ei=-0,1V, Ef= 0,35V, amplitude = 80 mV, tempo de modulagédo = 35 ms e velocidade
de varredura = 5 mV s'. As medidas por CV foram realizadas em uma faixa de
potencial de -0,1 V a +0,35 V, a uma velocidade de varredura de 50 mV s

A curva analitica foi preparada a partir da imobilizagao de 2,7; 5,4; 11; 16; 21,5;
27; 32; 38 e 43 ng de HQ sobre as superficies dos GCEs.
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O estudo da repetibilidade do eletrodo modificado foi feito a partir da
imobilizagdo de dois niveis de massa de HQ (17 ng e 33 ng). Neste estudo, trés
eletrodos para cada massa foram preparados e as analises foram realizadas em
triplicata.

A estabilidade da resposta do eletrodo modificado contendo 22 ng de HQ
imobilizada foi avaliada por meio de 30 sucessivas medidas usando a DPV.

Os possiveis efeitos de interferéncia da fluocinolona acetonide e da tretinoina
(compostos majoritarios presentes em cremes dermatoldgicos) foram investigados pela
imobilizagdo desses compostos na presenca de HQ, nas razbées em massa de 400:1

para fluocinolona acetonide:HQ e 80:1 para tretinoina:HQ.

4.5.2. Preparacdo do EU(mob)-CB-DHP/GCE e determinacdo de EU em o6leos de
cravo por VIM - Parte 2

O procedimento de prepara¢éo do EU(jmeb.)-CB-DHP/GCE € mostrado na Figura

Figura 4. Esquema de preparagéo do EU(jmoeb.)-CB-DHP/GCE.
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Para tal, uma dispersao com 1,0 mg de CB e 1,0 mg de DHP em 1,0 mL de agua
ultrapura foi preparada sob agitagao ultrassénica (30 min). Apds, um volume de 5,3 pL

da dispersao foi transferido para a superficie do GCE e 2,7 yL da solugédo padréo de
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EU ou amostra (preparacdo das solugdes do padrdao descrita na segao 4.2 e da
amostra descrita na segédo 4.3) foram cuidadosamente colocados na superficie do
eletrodo, e o solvente foi entdo deixado evaporar a temperatura ambiente (25 + 2 °C)
por 2 h.

Para a determinagao de EU as medidas CV e SWYV foram realizadas em solugao
tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 2,0). As condicdes experimentais utilizadas para as
analises por SWV foram: Ejnicia = 0,25 V, Efina = 0,9 V, amplitude: 90 mV, frequéncia: 30
Hz e Esiep= 5 mV. As medidas por CV foram realizadas no intervalo de E;=-0,4 V e
E:= +0,8 V, a uma velocidade de varredura de 50 mV s,

A curva analitica foi preparada a partir da imobilizacdo de 0,03; 0,14; 0,29; 0,86;
1.4;2,9;4,6;6,9;9,2; 11; 14; 17; 20; 23; e 26 ug de EU sobre as superficies dos GCEs.

Para a avaliacdo da repetibilidade, sete eletrodos foram preparados
simultaneamente através da imobilizacdo de 20 ug de EU e as analises por SWV foram
realizadas em triplicata.

Na avaliagdo da estabilidade do sinal do eletrodo, a resposta do EUjmob.)-CB-
DHP/GCE contendo 6,9 ug de EU imobilizado foi monitorada durante 30 sucessivas
medidas usando a SWV.

Para investigar a seletividade do eletrodo EU imob.-CB-DHP/GCE foi imobilizado
6,9 ug de EU e a mesma massa de propilenoglicol na superficie do eletrodo. O
propilenoglicol foi selecionado para este estudo, pois € um dos principais componentes

presentes nos 6leos de cravo analisados neste trabalho.
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4.5.3. Preparacao do Pb(mon.)/CPE e determinacado de Pb em tinturas capilares por
VIM - Parte 3

O procedimento da preparacdo da pasta de carbono e imobilizagdo de Pb no

eletrodo esta mostrado na Figura 5.

Figura 5. Esquema de preparag&o do Pbmeb.) /CPE.
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A pasta foi preparada pela maceracédo de 0,8 g de CB e 0,2 g de parafina em
gral e pistilo (sob aquecimento a 100 °C) por 40 min. Em seguida, a mistura obtida foi
empacotada em uma seringa de injegdo de insulina (90 mm de altura e diametro
2,6 mm) utilizando como contato elétrico um fio de cobre. Apds, 20 uL de agua
ultrapura foi adicionado na superficie da pasta, seguidos de 10 yL da solugdo padrao
de acetato de chumbo e/ou amostra. A evaporagao do solvente foi feita a temperatura
ambiente (25 + 2 °C) em um dessecador por 12 h.

Para a determinagcao de Pb, as medidas CV e DPV foram realizadas em solugao
tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 5,0). As condi¢des experimentais utilizadas por DPV

foram: Einicias = -1,2 V, Efina = -0,4 V, amplitude = 70 mV, tempo de modulacédo = 0,02 s
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e velocidade de varredura de potencial = 10 mV s'. As andlises por CV foram
realizadas em um intervalo de potencial entre -1,0 V e -0,2 V, a uma velocidade de 50
mV s™.

A curva de calibragao externa foi obtida pela imobilizacdo de 0,042; 0,16; 0,64;
1,3;1,9; 2,5 e 3,2 ug de Pb sobre as superficies dos eletrodos de pasta de carbono.

O estudo da repetibilidade intra-dia foi feito a partir da imobilizagéo de 1,3 ug de
Pb sobre a superficie de 5 eletrodos e as analises foram realizadas em triplicata. O
estudo da repetibilidade inter-dia foi feito a partir da imobilizacdo de 2,5 pg de Pb na
superficie de um eletrodo de pasta de carbono e os valores de corrente de pico anddico
foram monitorados, no mesmo eletrodo e mesma superficie, entre 2 dias.

A estabilidade de resposta do Pbimon.y/ CPE foi avaliada de 2 maneiras, sendo a
primeira avaliagao feita através de 50 ciclos a uma velocidade de varredura constante
de 50 mV s e a segunda através de 30 sucessivas medicdes feitas por DPV sob as
condigbes otimizadas anteriormente. Neste estudo foi imobilizado 2,5 ug de Pb sobre a
superficie do Pbimeb.)/CPE.

A possivel interferéncia de cloreto de amdnio e o propilenoglicol (compostos
presentes em todas as amostras de tinturas capilares analisadas neste trabalho e
indicadas pelo fabricante) foram investigadas neste estudo. Para avaliar o efeito destes
compostos, uma massa de 3,2 ug de Pb foi imobilizada e sua resposta voltamétrica foi

analisada na auséncia e na presencga de 3,2 ug de cada possivel interferente.

4.6. Métodos comparativos para as determinagcées de HQ em cremes

dermatolégico, EU em 6leos de cravo e Pb em tinturas capilares

Para a determinagcdo de HQ e EU foi utilizado o método comparativo por
Espectrofotometria de Absorgao Molecular (UV-vis).

O procedimento descrito por USP (2012) foi utilizado para a determinacéo de
HQ (USP, 2012). Foram preparadas curvas de calibragdo externa em metanol nas
concentracdes de 1; 2; 3; 4; 5 e 6 mg L de HQ e a absorbancia foi monitorada em
293 nm.

Para a determinacao do EU o procedimento utilizado foi descrito por Pramod et
al (com algumas adaptagdes) (PRAMOD et al., 2013). Para a obtengcédo da curva de
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calibragdo externa, foram preparadas as solu¢gdes padrdao de EU concentragdes de
5; 10; 15; 20; 25; 30 e 40 mg L™" em solucéo hidroalcodlica (dgua ultrapura e etanol,
em proporgéao (1:1 v/v). O espectro de absor¢gédo do EU foi monitorado em 282 nm.

Como método comparativo para a determinagao de Pb em tinturas capilares foi
utilizado a Espectrometria de Absorgdao Atdbmica de Alta Resolugdgo com Fonte
Continua com forno de grafite. Os parametros avaliados foram a temperatura de
pirdlise (600 a 1500 °C) e de atomizacgdo (1600 a 2400 °C). Essas analises foram feitas
utilizando uma soluc¢do padréo de Pb (50 pg L'1) com a adicido de 5 yL de uma solucao
de 1000 mg L™ do modificador quimico Pd(NOs),. Foram utilizados tubos de grafite
revestidos com grafite pirolitico, com sistema de plataforma integrada, utilizando
argdnio como gas de purga com fluxo de 2,0 L min™.

Para a obtengdo da curva de calibracdo, foram preparadas diariamente e
analisadas as solugdes padrdo de Pb com gradiente de concentragéo por padronizagao
externa (concentracdes de 10; 25; 50; 75 e 100 ug L™). Para as analises foram
pipetados 20 pL de amostra e/ou padrao e 5 uL do modificador Pd(NOs), (1000 mg L™7).
Os programas de temperatura avaliados para a determinagédo de Pb, estdo mostrados

na Tabela 1.

Tabela 1. Programa de temperatura para a determinagédo de Pb por HR-CS GF AAS.

Etapa Temperatura (°C)  Rampa (°Cs”’) Tempo(s) Ar(Lmin™)
Secagem 1 90 3 20 2,0
Secagem 2 110 5 20 2,0

Pirdlise 600-1500 300 15 2,0
Auto-zero 600-1500 0 5 0
Atomizacao 1600-2400 1500 4 0

Limpeza 2450 500 4 2,0

E importante salientar que o comportamento térmico foi investigado tanto na
amostra quanto para a solugéo de referéncia, a fim de selecionar as temperaturas de
pirdlise e atomizacdo mais adequadas. Neste trabalho, as curvas de pirdlise e

atomizagao foram avaliadas na amostra T4 e na solugdo de padréo (50 ug L™ de Pb). O
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Pb foi monitorado na linha de ressonancia secundaria (217 nm) devido a alta

concentragcao presente na amostra T.

4.7. Caracterizagao voltamétrica e morfologica dos eletrodos

A caracterizagdo voltamétrica no que se refere a cinética reacional foi realizada
através da avaliagdo da resposta eletroquimica dos eletrodos modificados por CV
variando a velocidade de varredura. As analises para HQ, EU e Pb foram feitas
variando as velocidades de varredura de 10 a 200 mV s™, 10 a 600 mV s e 50 a 700
mV s™, respectivamente. Todos os ensaios foram realizados em uma célula contendo
15 mL de eletrélito suporte. As analises de HQ e Pb foram feitas com tampao fosfato
(0,2 mol L pH 5), em uma faixa de potenciais de -0,1V a +0,35Ve-1,0Va-02V,
respectivamente. Para a analise do EU foi utilizado o tampao fosfato (0,2 mol L™, pH 2)
em uma faixade OV a+1,0V.

A caracterizacdo morfologica foi realizada por MEV, onde as amostras foram
fixadas em um stub utilizando uma fita adesiva dupla face e em seguida essas foram
recobertas com ouro. Para isto foi utilizado um equipamento da Dentun Vacuum, no
qual as amostras ficaram expostas durante 120 s a uma corrente de 50 mA. Essa

analise foi realizada no Centro de Microscopia da Zona-Sul (CEME-Sul), da FURG.



5. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1. PARTE 1 — Determinagao de Hidroquinona
5.1.1. Otimizacao das condigoes experimentais

5.1.1.1. Selegéo do filme

Os materiais a base de carbono, tais como, o p6 de grafite e o CB foram
avaliados como condutores e em ambos os casos, os filmes de CTS reticulada foram
preparados contendo 40 ng de HQ imobilizada (preparagcéo descrita detalhadamente
secao 4.4.1). Na Figura 6 (A) sao apresentados os voltamogramas de pulso diferencial

obtidos usando os GCEs modificados com filmes de CTS contendo CB e p6 de grafite.

Figura 6. (A) Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para os filmes de CTS
reticulada contendo CB (-) e p6 de grafite (-) na presenga de 40 ng de padrao de HQ
imobilizada (condigdes experimentais: 15 mL de tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 5),
Einicial: -0,1 V; Efinai: +0,35 V; amplitude: 25 mV; tm: 50 ms e v: 5 mV s™'. Inset; Gréfico da
la vs. material de carbono) e micrografias obtidas para (B) CB, (C) grafite e (D) filme de

CTS reticulada contendo nanoparticulas de CB.
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Como pode ser observado na Figura 6 (A), o flme de CTS reticulada contendo
CB apresentou um aumento significativo no sinal analitico da HQ. Comparativamente, a
corrente de pico anddico obtida usando o eletrodo modificado com CB (3,68 + 0,08 pA)
foi aproximadamente 47 vezes maior do que a obtida usando o eletrodo modificado
com po de grafite (0,08 + 0,002 pA). Assim, o CB foi selecionado como material
condutor sendo incorporado ao filme de CTS para os proximos estudos. A melhor
performance do CB pode ser associada a maior area superficial, derivada da alta
porosidade em escala nanométrica das particulas quando comparado com o pé de
grafite, podendo ser observado nas micrografias eletrénicas de varredura apresentadas
na Figura 6 (B) e (C). Na Figura 6 (D) uma boa homogeneidade é observada para o
filme de CTS reticulada na presenca de nanoparticulas de CB, favorecendo assim o
processo redox da HQ imobilizada no filme proposto.

Apos a selegcdo do melhor condutor, o efeito do agente de reticulagdo (GA e
ECH) foi avaliado pela imobilizacdo de 20 ng de padrdo de HQ (procedimento 1
descrito na secado 4.4.1). Alguns estudos relatam que o agente de reticulagdo pode
interferir na resposta do sensor (JANEGITZ et al., 2011; JANEGITZ et al., 2009), devido
a acao dos grupos de reticulagdo no polimero, pois quando é utilizado o GA, a
reticulagdo ocorre nos grupos amino disponiveis na CTS (BERGER et al., 2004),
enquanto que com ECH a reticulagao ocorre preferencialmente nas hidroxilas da CTS
(MERRIFIELD et al., 2004). A partir dos valores de corrente de pico obtidos (resultados
nao mostrados aqui) para a oxidacdo da molécula de HQ nos diferentes agentes de
reticulagdo, pode-se concluir que a ECH proporcionou uma resposta analitica (1,75 +
0,13 pA) 65 vezes superior ao valor de corrente obtida utilizando o filme de CTS
reticulada com GA (0,027 + 0,0006 pA). Levando-se em consideragdo a maior
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intensidade do pico, a CPE foi selecionada como agente de reticulagdo para estudos
futuros.

O procedimento de reticulacdo da CTS na preparacado do eletrodo modificado
também foi estudado. Para isso, dois procedimentos foram testados. Em ambos os
casos, 50 ng de HQ foi imobilizada. No procedimento (1), a adigdo da ECH ocorre
durante a dispersao do condutor/CTS e no procedimento (2) a adigao é feita sobre o
material disperso imobilizado na superficie do eletrodo. O eletrodo modificado
utilizando o procedimento (1) apresentou um sinal analitico 3 vezes maior (resultados
nao mostrados) do que o registrado usando o procedimento (2). Além disso,
comparando o sinal de trés eletrodos modificados, os valores do RSD obtidos foram 3,0
e 12,4% para o procedimento (1) e (2), respectivamente. Sendo assim, o procedimento
(1) foi mais estavel, reprodutivel e por gerar uma maior resposta analitica, esta
estratégia foi adotada para os préximos ensaios, podendo ser atribuido a eficiéncia do
procedimento a melhor homogeneidade do filme imobilizado sobre a superficie do
GCE.

5.1.1.2. Efeito do eletrdlito suporte e pH

Para avaliar a influéncia do eletrdlito suporte foram investigados KCI
(0,1 mol L) e tampdes acetato e fosfato (ambos tampdes 0,1 mol L™ em pH 5). A
intensidade da corrente de pico anddico demonstra que dentre os eletrdlitos utilizados,
o tampao fosfato (na insercdo Figura 7A) forneceu a melhor resposta de corrente. Em
seguida, avaliou-se a influéncia da concentracdo do tampéao fosfato (pH 5) e os valores
de corrente (/pa) obtidos foram 5,3 + 0,4, 6,1+ 0,5 e 6,4 £+ 0,5 pA, para 0,1, 0,2 e
0,4 mol L, respectivamente e os voltamogramas obtidos neste estudo sao

apresentados na Figura 7.
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Figura 7. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o fiime CTS
reticulada contendo CB com 40 ng de HQ imobilizada em tampao fosfato 0,1; 0,2 e 0,4
mol L™ (pH 5). Condig¢des experimentais: Einiciai: -0,1 V; Esina: +0,3 V; amplitude: 25 mV,

tn: 50 ms e v: 5mV s™. Inset: Relagdo composigao do eletrolito vs corrente de HQ.

0,4 mol L

/7

0,2 mol L’

R

|pa (HA)
N

o -

<5 | 0,1 mol L"
© Acetato Fosfato KCl
o (0,1 mol L) (0,1 mol L) (0,1 mol L")
Brancos
2
04 e e el = = m e = o o S —
-0,2 -0,1 0,0 0,1 0,2 0,3

E (V) vs. Ag/AgCI

Pode-se observar que a /,, aumentou até 0,4 mol L™, no entanto foi selecionado
0,2 mol L'1, pois na concentragdo de 0,4 mol L'1, o aumento de corrente nao foi
significativo (p =0,07) em um intervalo de confianga de 95%.

A influéncia do pH na resposta eletroquimica da HQ imobilizada no CB-CTS-
ECH/GCE foi estudada na faixa de 4 a 10 e o grafico da /,a vs. pH € mostrado na

Figura 8.

Figura 8. Efeito do pH sobre a resposta voltamétrica de 40 ng de HQ imobilizada
em HQ(mob)-CB-CTS-ECH/GCE. Condigdes experimentais: 15 mL de tampé&o fosfato
0,2 mol L™, Einigiat: 0,1 V; Esinait 0,35 V; amplitude: 25 mV; t,,: 50 ms e v: 5 mV s
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As correntes (/,a) obtidas demonstram que o pH influencia diretamente na
reacao de oxidacdo da HQ. Entre o pH 4 e 5, a corrente do pico de oxidagao da HQ foi
maior, porém com o aumento do pH esse sinal diminuiu gradualmente, como esperado,
uma vez que a reagao redox envolve prétons. Sendo assim, foi selecionado o tampao

fosfato 0,2 mol L™ e o pH 5 para os proximos estudos.

5.1.2. Avaliagao dos parametros por DPV

Ap6s o preparo do eletrodo, os parametros da DPV como velocidade de
varredura, amplitude e tempo de modulagcdo foram avaliados. O estudo desses
parametros € importante, uma vez que estao diretamente relacionados a resolugao e a
magnitude dos picos. A Tabela 2 resume os intervalos avaliados para cada parametro e

os valores selecionados, respectivamente.

Tabela 2. Parametros experimentais DPV investigados e valores selecionados.

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Velocidade de varredura (mV s™) 25-10 5
Amplitude (mV) 10-100 80
Tempo de modulagao (ms) 10-40 35

A selecdo dos valores para cada parametro foi feita, levando-se em
consideracdo a maior magnitude de corrente anddica (/pa) € melhor resolugéo do sinal
de HQ imobilizada (40 ng) no HQ(mob)-CB-CTS-ECH/GCE. Sendo assim, dentre os
parametros avaliados, selecionou-se a velocidade de varredura, amplitude e tempo de

modulacdo de 5mV s, 80 mV e 35 ms, respectivamente.

5.1.3. Resposta eletroquimica das moléculas de HQ imobilizadas

A eletroatividade das moléculas de HQ imobilizadas no filme de CTS contendo
CB foram investigadas utilizando a CV. Na Figura 9 sdo mostrados os voltamogramas
ciclicos para o eletrodo HQ(mob.-CB-CTS-ECH/GCE, contendo diferentes quantidades
de HQ imobilizada.
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Figura 9. Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo HQ(mob)-CB-CTS-
ECH/GCE contendo 2,7, 5,4, 11, 16 e 24 ng de HQ imobilizada em tampéao fosfato 0,2

mol L™ (pH 5) em um intervalo de potenciais entre -0,1 V e +0,35V e v50 mV s™.

I (WA)

E (V)vs. Ag/AgCI

E possivel observar que a molécula de HQ imobilizada apresentou um pico de
oxidacdo em +0,18 V e um pico de reducédo em +0,15V, resultando em uma separacgao
de potencial entre os picos anddico e catédico (AEp) em torno de 30 mV, valor proximo
ao esperado (29,6 mV) em processos envolvendo a transferéncia de dois elétrons
(BRETT e BRETT, 1993). O potencial do par redox independe da massa de HQ
imobilizada e a relagéo entre a corrente dos picos anddico (/pa) € catodico (/pc) foi
proximo a 1. Esse conjunto de informagdes indica um comportamento tipico de
processos reversiveis (BRETT e BRETT, 1993; BARD, 2001).

O efeito da velocidade de varredura sobre a resposta voltamétrica do HQ imob.)-
CB-CTS-ECH/GCE no intervalo de 10 a 200 mV s foi investigado e a relagdo das

correntes de pico anddico e catddico estdo demonstrados na Figura 10.
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Figura 10. Relagzo entre (A) I, vs v (B) I, vs raiz da v/ (C) log /pa vs log v (D) I,
vs v* do eletrodo modificado de HQ(imob)-CB-CTS-ECH/GCE na presenca de 11 ng de

HQ imobilizada de 10 a 200 mV s™'. Condigdes experimentais: 15 mL de tampao fosfato

0,2 mol L-1 (pH 5,0), Einicial: -0,1 V; Eﬁna|: +0,35 V.
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Como pode ser observado na Figura 10, as correntes de pico anddica (-) e
catdédica (-) variaram linearmente com o aumento da velocidade de varredura (Figura
10A) e com a raiz da velocidade de varredura (Figura 10B) podendo-se sugerir que o
processo pode ser misto, ou seja, controlado tanto por difusdo como por adsorgao
(BRETT e BRETT, 1993). Além disso, o logaritmo da corrente de pico anddico (log /pa)
variou linearmente com o logaritmo da velocidade de varredura (log v), obtendo-se um
coeficiente angular igual (Figura 10C) a 0,65, valor reportado para processos mistos, ou
seja, processos controlados por difusdo e adsorgdo (BRETT e BRETT, 1993). Para
confirmar esse comportamento foi feita a relagdo das correntes de pico anddica (-) e
catédica (-) com a v*/, no qual podemos perceber (Figura 10D) uma relagéo linear com

coeficientes de correlagcdo de 0,998 e 0,997, respectivamente. Esse comportamento
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esta de acordo com trabalhos relacionados a eletroquimica de microparticulas
organicas imobilizadas (KOMORSKY-LOVRIC et al., 1997), no qual o sinal analitico
observado € o resultado da média de microparticulas imobilizadas contendo diferentes

tamanhos.

5.1.4. Validacdao do método e estabilidade do HQimob)-CB-CTS-ECH/GCE

Apos a otimizagdo dos parametros experimentais, foi avaliado o desempenho
analitico do método utilizando a DPV. Os parametros avaliados foram faixa linear da
curva de calibragdo, LOD, LOQ, exatidao, precisdo, estabilidade e repetibilidade do
eletrodo proposto. Na Figura 11 sdo apresentados os voltamogramas de pulso
diferencial e a respectiva curva analitica (na inser¢éo Figura 11) para 0 HQ(imob.)-CB-
CTS-ECH/GCE com diferentes massas (ng) de HQ imobilizada.

Figura 11. Voltamogramas de DPV contendo diferentes massas de HQ
imobilizada (2,7, 5,4, 11, 16, 21,5, 27, 32, 38 e 43 ng) no HQmob)-CB-CTS-ECH/GCE.
Condigdes experimentais DPV: 15 mL de tamp&o fosfato 0,2 mol L™ (pH 5), Einigiar: -0,1
V; Efina: 0,3 V; amplitude: 80 mV; t: 35 ms e vi 5 mV s, Inset: curva analitica (loa

versus massa de HQ).
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O sinal analitico da eletrooxidacao da HQ foi linear (r=0,997) na faixa de 2,7 a 43
ng, obtendo a equacéo de regressao linear (insergdo na Figura 11) lpa (A) = -(3 £ 1) x
107 + (6 + 1) massa de HQ x10? (ng).
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Os valores calculados de LOD e LOQ foram 0,045 e 0,15 ng de HQ,

respectivamente, o que demonstra que a associacdao do fiime de CTS com as

nanoparticulas de CB combinado a VIM, garantem uma alta sensibilidade analitica e

um baixo LOD para o método proposto. Na Tabela 3 € demonstrado a comparacéao

desses resultados com outros trabalhos da literatura que utilizam técnicas voltamétricas

para a determinagao de HQ.

Tabela 3. Determinacao de HQ utilizando diferentes técnicas voltamétricas

Eletrodo Técnica LOD Referéncia
Eletrodo impresso DPV 2,70 pmol L ARAGO et al.,
2016
Eletrodo modificado (GR-TiO,/GCE) DPV 0,08 umol L’ ZHANG et al.,
2014
Filme imobilizado sobre a pasta de DPV 0,79 ymol L™ GANESH e
carbono (eosin Y/CPE) SWAMY, 2016
Eletrodo de pasta de carbono SWv 0,20 ymol L’ KUSKUR et al.,
modificado com (poly (NG B)) 2017
Eletrodo de pasta de carbono SWV 1,20 umol L TASHKHOURIAN
modificado (AuNPs-MPS) etal., 2016
Eletrodo modificado DPV 0,07 ymol L™ WEI et al., 2014
(Nafion/MWCNTs/CDs/MWCNTSs)
HQimob.)-CB-CTS-ECH/GCE DPV 40,9 pmol L Proposto

O método proposto apresentou um menor LOD quando comparado a outros

métodos reportados na literatura. E importante ressaltar que os estudos comparativos

citados na Tabela 3 a HQ encontra-se em solugado, pois até o momento, ndo existe

estudos dedicados a HQ imobilizada no eletrodo.

A confirmagédo que a HQ permanece imobilizada no filme de CTS reticulada a

base de CB foi observada através do estudo feito por CV (100 ciclos) e os resultados

estdo demonstrados na Figura 12.
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Figura 12. Voltamogramas ciclicos (100 ciclos) empregando o eletrodo
modificado de HQ(mob)-CB-CTS-ECH/GCE na presenga de 11 ng de padrdo de HQ
imobilizada. Condi¢cdes experimentais: 15 mL de tamp&o fosfato 0,2 mol L™ (pH 5), em

um intervalo de potenciais entre -0,1 Ve +0,3 e v: 50 mV s™.

1 ciclo
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I (uA)
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-0,1 00 01 02 03
E(V) vs Ag/AgClI
Como pode ser observado na Figura 12, os valores de corrente praticamente
nao sao alterados e os valores de RSD obtidos foram 5,3 e 10,8% para a corrente
anddica e catddica, respectivamente. A alta estabilidade da HQ pode ser atribuida as
ligagdes de hidrogénio entre os grupos OH da molécula de HQ e grupos NH3;" da
molécula de CTS e/ou pela formagcao da quinidrona, substancia constituida de
moléculas de HQ e quinona (Q), alternadas e enlagadas por ligagdes de hidrogénio
(KOMORSKY-LOVRIC et al., 1999). A ilustracdo da reacdo da HQ com quitosana

reticulada com ECH é demonstrada na Figura 13.
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Figura 13. llustragao representativa da reacao da HQ com quitosana reticulada
com ECH (PAULIUKAITE, 2009).
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A reacao redox da HQ pode ocorrer devido a insergao dos ions do eletrdlito na

+ H;0 + NaCl

superficie das microparticulas. Uma vez que a microparticula imobilizada € um bom
condutor eletrénico e o analito apresenta certa solubilidade na solugéo (SCHOLZ et al.,
1997), é possivel que a camada de difusdo esteja na interface da jungao trifasica,
podendo assim a transferéncia de massa ser descrita pelo modelo de difusdo planar
(LOVRIC et al., 2000). Além disso, considerando os voltamogramas ciclicos da Figura
9, as correntes de pico anddico (/pa) € catodico (/pc) aumentam através do aumento da
massa de HQ imobilizada, indicando assim a possibilidade de determinacao
quantitativa da HQ usando a VIM. Através desse conjunto de dados é possivel inferir
que o processo envolvido nesse sistema € genuinamente de estado soélido onde a
transferéncia de elétrons e a troca de ions ocorrem simultaneamente (SCHOLZ, 2015).
Na Figura 14 é apresentado um esquema representativo da possivel reagdo redox da

HQ imobilizada no filme de quitosana reticulada com ECH contendo CB.



49

Figura 14. Esquema representativo da possivel reagao redox da HQ imobilizada

no filme de quitosana reticulada com ECH contendo CB.
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A reagao redox da hidroquinona para quinona envolve 2 prétons e 2 elétrons. No
sistema eletrédico de trés fases acima descrito, a HQ imobilizada no filme de CTS
reticulada com ECH troca, simultaneamente, elétrons com o condutor (CB) e ions com
a solugao do eletrdlito (tampéo fosfato).

A repetibilidade do eletrodo modificado foi avaliada em dois niveis de massa de
HQ imobilizada (17 ng e 33 ng) e os valores de corrente do pico anddico estédo

demonstrados na Figura 15.

Figura 15. Avaliagcdo da repetibilidade do HQmob.-CB-CTS-ECH/GCE contendo
17 ng e 33 ng de HQ imobilizada. Condigbes experimentais DPV: 15 mL de tampao
fosfato 0,2 mol L™ (pH 5), Einiciar: -0,1 V; Efinat +0,35 V; amplitude: 80 mV; t: 35 ms e

v:5mV s
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Como podem ser observados na Figura 15, os dois niveis de massa de HQ
imobilizada, apresentaram valores de corrente de 8,3 + 0,3 pA para17 nge 19,6 £ 0,9
MA para 33 ng, com um desvio padrao relativo (RSD) menor que 5,0% em ambas as
massas imobilizadas, evidenciando a repetibilidade e viabilidade na preparacdo do
eletrodo proposto.

A estabilidade da resposta do eletrodo modificado, contendo 22 ng de HQ
imobilizada, foi avaliada através de 30 sucessivas medidas usando a DPV. Com este
estudo, obteve-se um RSD de 6,5% (resultado ndo mostrado) para a corrente de pico
anddica (13,1 £ 0,8 pA). Por conseguinte, depois de imobilizada no fiime CB-CTS-
ECH/GCE, uma pequena massa de HQ foi perdida do eletrodo e esse comportamento
pode ser justificado pela mobilidade das moléculas de HQ do filme para o meio aquoso,
porém como essa massa perdida € muito pequena, nao compromete a estabilidade do
eletrodo desenvolvido, podendo assim ser aplicado em sucessivas medigdes utilizando
a DPV.

5.1.5. Estudo de interferente

A comparagao do sinal analitico da HQ na presenga e na auséncia dos possiveis
interferentes é apresentada na Figura 16. A fluocinolona acetonide e a tretinoina em
relacdo a HQ foram imobilizadas em proporcdes 400:1 e 80:1, respectivamente. Cabe
salientar que as proporgdes imobilizadas no HQmeb)-CB-CTS-ECH/GCE s&o

tipicamente encontradas nos produtos de cosméticos comerciais.
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Figura 16. Grafico obtido empregando o eletrodo modificado de HQ(imob.)-CB-
CTS-ECH/GCE na presenga e na auséncia dos possiveis interferentes (fluocinolona
acetonide e a tretinoina). Condigbes experimentais: 15 mL de tampado fosfato
0,2 mol L (pH 5), Eiiciar: -0,1 V; Efina: +0,35 V; amplitude: 80 mV; tn: 35 ms e

v:5mVs™.
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Valor de erro relativo igual a -1,7% foi obtido entre os sinais de corrente do pico
andédico do padréao de HQ na presenga (11,5 + 0,9 pA) e na auséncia dos possiveis
interferentes (11,7 £ 1,1 pyA). Este valor baixo de erro relativo demonstra a seletividade
do procedimento proposto relacionado as principais substancias presentes nas

amostras analisadas neste trabalho.

5.1.6. Determinagcao de HQ em amostras de creme dermatolégico

O método proposto baseado na associagao da técnica de VIM com o filme CTS
reticulada combinado com CB foi aplicado para a determinacdo de HQ em duas
amostras comerciais de cremes dermatoldgicos e os resultados estdo demonstrados na

Figura 17.
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Figura 17. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos no HQ(mob.)-CB-CTS-
ECH/GCE contendo 700 ng de creme dermatolégico (A1 e Az) imobilizado. Condi¢oes
experimentais: 15 mL de tampao fosfato 0,2 mol L (pH 5), Einiciar: -0,1 V; Efinai: 0,3 V;
amplitude: 80 mV; t: 35 ms e v: 5 mV s
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-0,1 0,0 0,1 0,2 0,3
E (V)vs. Ag/AgCI

Os resultados obtidos da analise das amostras feita pelo método proposto e
comparativo (UV-vis) estao resumidos na Tabela 4 e é possivel observar resultados

concordantes entre ambos os métodos.

Tabela 4. Valores de HQ quantificados em amostras de creme dermatoldgico (A4 e Ap),
pelos métodos voltamétrico proposto (P) e comparativo (C) (n=3)

HQ (%)
Amostra Método Método E1*(%) E>**(%)
Valor rotulado
comparativo proposto
A 4.0 44 +0,1 3,8+0,1 5,0 13,6
A, 4.0 46+0,1 42+0,1 5,0 8,7

*E4 =100 x (proposto - rotulado) / rotulado

**E, = 100 x (proposto — comparativo) / comparativo

As concentragdes de HQ quantificadas nas amostras pelo método comparativo e
proposto foram respectivamente de 44 + 0,1 e 3,8 £+ 0,1 para A1 e 46 £ 0,1 e
4,2 + 0,1 para A,. O teor de HQ especificado pelos fabricantes é de 4% m/m para
ambas as amostras e os niveis de concentracido obtidos com o método proposto foram

concordantes aos descritos pelos fabricantes. No entanto, a amostra A, apresentou
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uma concentragdo de HQ superior ao recomendado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (4% m/m) (ANVISA, 2000). Os valores do erro relativo obtidos pela
comparagao do teor de HQ presente nos rotulos com os valores obtidos pelo
procedimento proposto (VIM) (E4) foram inferiores a 5,0%. Comparando os resultados
obtidos pelo procedimento proposto e comparativo, os valores do erro relativo (E;) para
As e A, foram 13,6% e 8,7%, respectivamente, demonstrando a concordancia dos
resultados obtidos por ambos os métodos. Além disso, o teste-t pareado foi aplicado,
sendo 0 fexperimental (7,97) inferior ao valor tabelado (12,71) a um nivel de confianga de
95%, provando que os resultados para ambos os procedimentos sdo estatisticamente
iguais. Este conjunto de resultados comprovam a precisdo e a confiabilidade da
aplicacédo do método proposto, demonstrando a viabilidade desta estratégia analitica

para o monitoramento de HQ em amostras de creme dermatoldgico.
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5.2. PARTE 2 - Determinagao de eugenol

5.2.1. Otimizacao das condi¢goes experimentais

5.2.1.1. Selegéo do filme

A resposta eletroquimica da imobilizagao do EU foi investigada usando os filmes
de DHP e CTS reticulada (detalhes experimentais estdo descritos na segédo 4.4.2). Na
Figura 18 sédo apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos para os fiimes de DHP
e CTS reticulada na auséncia e na presencga de 29 ug de padrao de EU imobilizado (A)
assim como as micrografias eletrénicas de varredura do padrao de EU imobilizado nos
filmes de DHP (B) e CTS reticulada (C).

Figura 18. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos para os filmes de DHP (-) e CTS
reticulada (-) na auséncia e na presenga de 29 ug de padrao de EU imobilizado, em
tamp3ao fosfato 0,2 mol L™ (pH 7), de -0,4 V a +0,8 V e v: 50 mV s™'. Imagens de MEV
contendo EU imobilizado nos filmes de DHP (B) e CTS reticulada (C).

- - - Auséncia do Eugenol (filme DHP)
- - - Auséncia do Eugenol (filme CTS)
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Como pode ser visto na Figura 18A, nos voltamogramas obtidos na auséncia de
EU (na faixa de potencial de -0,4 a 0,8 V) ndo foram observados picos de reducéao e
oxidagdo para ambos os filmes. No entanto, os voltamogramas ciclicos obtidos em
ambos os filmes contendo EU imobilizado, apresentaram um par de picos redox
demonstrando que ambos os filmes podem ser aplicados para a imobilizagdo do EU. O
EU apresentou maior intensidade de corrente com o filme de DHP quando comparado
ao filme de CTS, sendo assim o filme de DHP foi selecionado para estudos posteriores.
Observa-se na Figura 18B um enovelamento do CB com o DHP e uma distribuigao
uniforme na presenga de EU imobilizado. Adicionalmente, a morfologia do filme de
DHP apresenta maior area superficial quando comparado com o filme de CTS (Figura
18C), proporcionando uma melhor exposigdo das moléculas de EU ao eletrdlito

suporte, justificando assim o seu melhor desempenho.

5.2.1.2. Efeito do pH
Estudos utilizando a CV foram feitos com o objetivo de avaliar o efeito do pH (de
2 a 9) nas respostas de corrente dos picos anddico e catddico do EU imobilizado no

EU(imob)-CB-DHP/GCE e os resultados estdo demonstrados na Figura 19.

Figura 19. Voltamogramas ciclicos do EU imeb.-CB-DHP/GCE contendo 29 ug do
padrdo de EU imobilizado, em tampao fosfato 0,2 mol L' em diferentes valores de pH
(2 a 9), em um intervalo de potenciais entre 0 V e +1,0 V e v: 50 mV s™'. Inset: relacéo

da Epa vs. pH.
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E possivel observar que o aumento do pH da solucéo leva um deslocamento dos
potenciais para valores mais negativos e diminui¢ao das correntes dos picos (andédico e
catddico). A inclinacdo da reta mostrada na insergdo da Figura 19, relagéo da E,, vs.
pH, apresentou um valor de -51 mV/pH, proximo aos valores encontrados na literatura
(59 mV/pH) para sistemas que envolvem o mesmo numero de prétons e elétrons
(NEMATOLLAHI et al., 2009; YANG et al., 2016; LIU et al., 2011).

De acordo com Yildiz et al. (YILDIZ et al., 2017) a eletrooxidagao do EU (Figura
20) é um processo irreversivel envolvendo duas etapas, na primeira ocorre a formagao
de um radical e na segunda etapa a oxidagdo do carbono sp® para carbono sp?, sendo

este ultimo passo responsavel pelo comportamento irreversivel.

Figura 20. llustragéo representativa da reacao redox do EU (YILDIZ, 2017).

CHy giH
o-—.v.—-’:‘x:hv.—- _—

A h.o"“"*—"‘:p
H L

Eugenol (E)

CHy HH CHy H H CHy HH CHy H
; o o
o #oﬁu_. = K #O\U:;f:u_,&_____., o T
o o O—,:?-».\_. O,:?a\_\_. = Ho_a o
E1-R Ei-R-o E1-R-p E2R

CHy H H CH. CH H
<3 H 3
o 1 +
l/ t:T”\ O A O = /<
S =" X J P
o o 2 HEY o
E1-C P2 EauC
l Ha0, -H l_H
<CHyOH
H H P2

O comportamento totalmente reversivel da resposta do eugenol apresentado na
Figura 19 pode ser atribuido ao filme CB-DHP, o qual estabiliza o radical formado na

primeira etapa de oxidagdo. Esse comportamento pode ser confirmado pelos



57

voltamogramas ciclicos obtidos nos eletrodos contendo diferentes massas de eugenol

imobilizado (ug) e estdo mostrados na Figura 21.

Figura 21. Voltamogramas ciclicos do EUjmeb)-CB-DHP/GCE contendo 30, 60,
145 e 230 ug do padréo de EU imobilizado, em tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 2), em

um intervalo de potenciais entre 0 Ve +1,0 V e v: 50 mV s
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E possivel observar na Figura 21 o efeito da estabilizacéo do filme CB-DHP em
uma pequena massa de EU imobilizado, e quando esta massa € aumentada (por
exemplo, 230 pg) observa-se o surgimento de um comportamento irreversivel no
sistema. Com base no mecanismo proposto por Yildiz et al. (YILDIZ et al., 2017) o
comportamento reversivel do eugenol, apresentado neste estudo, envolve um proéton e
um elétron.

Na Figura 19, pode-se observar uma diminuicdo da magnitude de corrente dos
processos anodico e catddico em relagdo ao aumento do pH, este comportamento
pode ser justificado pelo valor do pK,; do EU (10,41) (LUQUE et al., 2000). Através do
valor do pK, é possivel calcular o K, (3,89 x10™"") e o Ky (2,57 x10™). Levando em
consideragao a teoria de acido-base de Brgnsted-Lowry relacionado aos valores de K,
e K, calculados, é possivel afirmar que a molécula de EU possui caracteristica de uma
base, ou seja, tem tendéncia de receber prétons e considerando o comportamento
redox do EU apresentado na Figura 19, a presenca de ions H" é necessaria tanto na

etapa de oxidacdo quanto na reducao.
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Em elevados valores de pH (baixa concentragdo de ions H* em solugéo) o EU
encontra-se totalmente ionizado devido a remocdo do ion H'. Por outro lado, em
valores baixos de pH (maior concentragéo de ions H* em solugdo), a reacgéo redox do
EU é favorecida, e esse comportamento pode ser atribuido ao aumento da densidade
de carga positiva em consequéncia do aumento da protonagdo do grupo (C=0) da
molécula do EU (ZIYATDINOVA et al., 2013) demonstrados na Figura 22.

Figura 22. Reacgao redox do EU (ZIYATDINOVA et al., 2013).
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Uma vez que as maiores intensidades de corrente foram obtidas quando

utilizou-se pH 2, este foi selecionado para os estudos posteriores.

5.2.1.3. Selegéo do eletrdlito suporte e concentragdo

A influéncia de diferentes eletrdlitos suporte na resposta voltamétrica do EU
imobilizado no EUimep)-CB-DHP/GCE foi avaliado utilizando a SWV. Para este estudo
foram investigados o tamp&o Britton—Robinson (0,04 mol L™') e o tampao fosfato (0,2
mol L'1) ambos em pH 2 e os voltamogramas obtidos em cada condigdo de eletrélito

suporte encontram-se na Figura 23.



59

Figura 23. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos do EU(mob.)-CB-
DHP/GCE contendo 29 pg do padrao de EU imobilizado, em tampéo fosfato 0,2 mol L™
(a) e tamp3ao BR 0,04 mol L™ (b) em pH 2 (B) Grafico do efeito da concentracéo do
tampao fosfato (pH 2) em relagcéo a resposta voltamétrica de 29 pg de EU imobilizado.
Condig¢des experimentais: Einiciai: 0,25 V; Efina: 0,9 V; amplitude: 70 mV; Frequéncia: 30
Hz e Egtep: 5 mV.

250 (A) a 300 (B)

2004 250

200

150

(HA)
1..(hA)

& 100

100
50
50
Do 0
02 03 04 05 06 07 08 09

E (V) vs. Ag/AgCI

oamoll?  02moit?  o4morr

O valor do potencial de pico (Epa) obtido (Figura 23A) na oxidacdo do EU foi o
mesmo em ambos os eletrolitos, porém a corrente (/y3) foi 2,10 vezes maior utilizando o
tampao fosfato.

Selecionado o tampéao fosfato como eletrdlito suporte, avaliou-se o efeito da sua
concentragéo e os valores de corrente (/,4) obtidos foram 190 + 1,0; 234 + 3,0 e 210 *
3,4 YA, para 0,1, 0,2 e 0,4 mol L™, respectivamente. Com base nos resultados obtidos
(Figura 23B) os valores de corrente em 0,2 mol L™ foi aproximadamente 18% e 10%
superior aos valores de corrente obtidas para 0,1 e 0,4 mol L'1, respectivamente.
Levando em consideragdo a maior magnitude de corrente anddica, 0,2 mol L™ foi

selecionado para estudos posteriores.

5.2.2. Avaliagao dos parametros por SWV
Os parametros experimentais da SWV foram otimizados utilizando 0 EU (imeb)-
CB-DHP/GCE contendo 29 pg do padrdo de EU imobilizado, em tampéo fosfato 0,2

mol L™ (pH 2) e os resultados estdo demonstrados na Tabela 5.
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Tabela 5. Parametros experimentais SWV investigados e valores selecionados.

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Amplitude (mV) 10-170 90
Frequéncia (Hz) 10 - 45 30
Estep (MV) 1-9 5

A selecdo dos valores para cada parametro foi feita, levando-se em
consideracdo a maior magnitude de corrente anddica (/pa) € melhor resolugéo do sinal
de EU imobilizado (29 pg) no EU (mob)-CB-DHP/GCE. Sendo assim, os efeitos da
amplitude, frequéncia e Egep Na corrente do pico anddico do EU selecionados foram 90

mV, 30 Hz e 5 mV, respectivamente.

5.2.3. Resposta eletroquimica das moléculas de eugenol imobilizadas em fungao
da velocidade de varredura

A avaliacdo do perfil voltamétrico do EU quando imobilizado em um filme
condutor (CB/DHP) foi investigado por CV na presencga e na auséncia de EU (29 ug de
padrdo) em tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 2) e os resultados estdo apresentados na
Figura 24.

Figura 24. Voltamogramas ciclicos (v: 50 mV s”) do eletrodo modificado
EU(imob)-CB-DHP/GCE na auséncia (-) e na presenga (-) de 29 ug do padréo de EU
imobilizado, obtidos em 15 mL de tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 2), em um intervalo de

potenciais entre 0 Ve +1,0 V.
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Como pode ser observado na Figura 24, o EU apresenta picos tanto no sentido
positivo de varredura de potencial (oxidagdo) quanto no sentido negativo de varredura
de potencial (redugéo). Os valores de potencial de oxidac&o e redugédo do EU (+0,50 e
+0,47 V) apresentaram uma pequena separagao de potencial (30 mV) e uma relagéo
entre a corrente dos picos anodico (/pa) € catoédico (/,c) proximo a 1. Essas informagdes
sdo indicativas de um processo reversivel (BRETT e BRETT, 1993).

Além disso, foram realizados experimentos utilizando a CV em diferentes
velocidades de varredura (10 a 600 mV s™') e os voltamogramas estdo demonstrados

na Figura 25.

Figura 25. (A) Voltamogramas ciclicos obtidos em tampao fosfato 0,2 mol L™
(pH 2) empregando o eletrodo modificado de EUimob.-CB-DHP/GCE com 20 ug de EU
imobilizado em (a) 10, (b) 20, (c) 50, (d) 80, (e) 100, (f) 200, (g) 300, (h) 400 e (i) 600

mV s™. (Inset: grafico I, vs v) (B) grafico log /pa vs log v e (C) grafico log /yc vs log v.
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Observa-se na Figura 25A (inset) uma relagao linear da corrente do pico anddico
e catddico com o aumento da velocidade de varredura, com coeficiente de
determinacdo (R?) de 0,996 e 0,998, respectivamente. Além disso, a relacdo entre log
I, (anddica e catodica) versus log v (10 a 600 mV s™) em ambos os casos (Figura 25B
e 25C) apresentou coeficientes angulares de 0,962 e 0,954, respectivamente. Esse

conjunto de informacgdes indica que o processo envolvido € controlado por adsorgao.

5.2.4. Validacao do método e estabilidade do EUimon,)-CB-DHP/GCE

Apos a otimizacdo dos parametros experimentais, foi avaliado o desempenho
analitico do método utilizando a SWV. Os parametros avaliados foram linearidade da
curva de calibracdo, LOD, LOQ, exatidao, precisdo, estabilidade e repetibilidade do
eletrodo proposto. A Figura 26 apresenta os voltamogramas obtidos em diferentes
massas de EU imobilizado (0,029 a 26 pg) no EUmoeb)-CB-DHP/GCE e a respectiva

curva analitica (inset na Figura 26).

Figura 26. Voltamogramas de SWV contendo diferentes massas de EU
imobilizado (0,03, 0,14, 0,29, 0,86, 1,4, 2,9, 4,6 6,9, 9,2, 11,0, 14,0, 17,0, 20,0, 23,0 e
26,0 pg) no EU(moeb.)-CB-DHP/GCE. Condigbes experimentais: 15 mL de tampé&o fosfato
0,2 mol L™ (pH 2), Einiciai: 0,25 V; Efina: 0,9 V; amplitude: 90 mV; Frequéncia: 30 Hz e

Estep: 5MV. Inset: curva analitica (/,a versus massa de EU).
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Como pode-se observar, a corrente de pico anddica aumenta linearmente com a
massa de EU imobilizada no EUmoeb.)-CB-DHP/GCE em uma faixa de 0,029 a 26 ug. A
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equacao da regressao linear e o coeficiente de determinagao obtidos para a curva
analitica do EU foram s (WA) = -1,32 uA + 10,2 pA ug™' EU (ug) e R* = 0,999,
respectivamente. A partir da curva de calibracéo, calculou-se os valores de LOD e LOQ
para EU e os valores obtidos foram de 0,13 e 0,42 ng, respectivamente.

Os resultados utilizando o método proposto foram comparados com outros
trabalhos encontrados na literatura que aplicam técnicas voltamétricas para a
determinacdo de EU utilizando diferentes eletrodos de trabalho e os resultados estéo

demonstrados na Tabela 6.

Tabela 6. Comparacéo entre os valores de LOD obtidos para o método voltamétrico
proposto utilizando 0 EU(imeb)-CB-DHP/GCE e para outros métodos eletroanaliticos
reportados na literatura.

Eletrodo Técnica LOD Referéncia
CPE modificado com DPV 2,0 ymol L™ AFZALI et al., 2014
nanoparticulas de ouro
Grafite DPV 0,085 umol L SAGLAM et al., 2016
GCE SWV 0,010 mg L™ TONELLO et al., 2016
Eletrodo modificado LSV 10 ymol L™ YANG et al., 2016
MIP/GN-CNTs-IL/GCE
Eletrodo modificado LSV 0,042 ug mL™ LIN et al., 2014
Cu@AuNPs/GCE
Eletrodo modificado Amperometria 0,036 umol L FENG et al., 2014
Au/PDDA-G-MoS2/GCE
EU(imob)-CB-DHP/GCE SWV 0,053 nmol L™ Proposto

Pode-se observar na Tabela 6 que o eletrodo proposto apresentou melhor
resposta em termos de limite de deteccido em comparagao aos métodos reportados na
literatura para a determinagdo de EU. Cabe salientar que nos trabalhos citados o EU
encontra-se em solugao, e esses estudos foram utilizados como comparativo, pois até
0 momento, nao existe estudos dedicados ao EU imobilizado no eletrodo.

A repetibilidade e a estabilidade do eletrodo modificado foram investigadas nas
condigbes otimizadas anteriormente (secédo 4.2.2) e os valores de corrente do pico
anodico monitorado em ambos os casos. Como pode ser observado na Figura 27, uma
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pequena diferenca de corrente foi obtida (RSD < 7%) entre os 7 eletrodos imobilizados
(20 ug de EU), comprovando que o procedimento de imobilizagdo é eficiente e

proporciona resultados com alta precisao.

Figura 27. Avaliacdo da repetibilidade do EUjmeb.)-CB-DHP/GCE contendo 20 ug
de EU imobilizado. Condigbes experimentais SWV: 15 mL de tampéao fosfato
0,2 mol L™ (pH 2), Einicia: 0,25 V; Efinai: 0,9 V; amplitude: 90 mV; Frequéncia: 30Hz e
Estep: SMV.
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Posteriormente, foi feita a avaliacdo da estabilidade, onde a resposta do
EU(imob)-CB-DHP/GCE contendo 6,9 pg do padrédo de EU imobilizado foi avaliado
através de 30 sucessivas medicoes feitas por SWV. Um desvio padrao relativo menor
que 6,6% (resultado ndo mostrado) para a corrente de pico anddica (65,3 + 4,3 YA)
foram obtidos entre as medidas, indicando que o eletrodo modificado além de
apresentar boa estabilidade apresenta também um excelente desempenho analitico em
termos de repetibilidade, possibilitando desta forma a utilizagdo do eletrodo proposto

nas analises voltamétricas.

5.2.5. Estudo de interferente

Para investigar a seletividade do EUjmeb)-CB-DHP/GCE, foram imobilizados na
mesma proporgao (1:1) o padrdo de EU e o propilenoglicol (composto presente em
todas as amostras de 6leo de cravo analisadas neste trabalho). A massa imobilizada de

ambos (EU e propilenoglicol) foi 6,9 yg e como pode ser visualizado na Figura 28 a
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presenca do interferente ndo afeta a intensidade de corrente do pico anddico do padrao
de EU.

Figura 28. Influéncia do propilenoglicol no sinal de corrente anddico do padrao
de EU no eletrodo de EU(imob.)-CB-DHP/GCE. Condigbes experimentais SWV: 15 mL de
tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 2), Eina: 0,25 V; Efina: 0,9 V; amplitude: 90 mV;

Frequéncia: 30 Hz e Egep: 5 mV.
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Cabe salientar que um erro relativo menor que 0,8% entre os sinais de corrente
do pico andédico do padrdo de EU na presenca (69,3 £ 1,6 yA) e na auséncia (69,8 +
0,5 pA) do propilenoglicol foram obtidos o que permite afirmar que o propilenoglicol ndo
apresenta efeito significativo (p =0,41) sobre o sinal de EU, em um intervalo de
confianca de 95%.

5.2.6. Determinacao de eugenol em amostras de produtos de higiene pessoal
contendo 6leo de cravo

A aplicabilidade do método proposto foi avaliada por meio da determinagao de
EU em trés amostras de 6leo de cravo (S4, S, e S3) pela imobilizagdo de 8,6 ug de St e
Sz e 72 pug de S, (Figura 4, ver secao 4.5.2) e os voltamogramas de onda quadrada

obtidos estdo mostrados na Figura 29.
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Figura 29. Voltamogramas de onda quadrada obtidos no EU jmeb.)-CB-DHP/GCE
contento 8,6 ug de 6leo de cravo (S4, Sz e S3). Condigdes experimentais SWV: 15 mL
de tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 2), Einiciar: 0,25 V; Efinai: 0,9 V; amplitude: 90 mV;

Frequéncia: 30 Hz e Egtep: 5mV.
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A exatiddo do método foi avaliada através da comparagdo dos resultados

obtidos com os resultados fornecidos pelo método comparativo (Espectrofotometria

UV-vis) e os resultados estdo demonstrados na tabela 7.

Tabela 7. Valores de EU quantificados em amostras de 6leo de cravo (S1, S, e Sj),
pelos métodos voltamétrico proposto (P) e comparativo (C) (n=3)

Concentragao de EU (%)

Amostra E (%)
Método comparativo Método proposto
S, 68,20 £ 0,10 68,30 £ 0,30 0,15
S, 14,30 £ 0,02 14,00 £ 0,70 2,10
S; 34,40 £ 0,07 33,20+ 0,80 3,50

n=3, E=100 x (P - C)/ C

Como pode ser observado na Tabela 7 as concentragdes de EU nas amostras
S1, S, e S3 foram 68,3 £ 0,3, 14,0 £ 0,7 e 33,2 £ 0,8%, respectivamente. Comparando
os resultados, foram obtidos valores de erro relativo entre 0,15 e 3,5%, demonstrando
uma excelente concordancia dos dados obtidos por ambos os métodos. Além disso, os
resultados de ambos os métodos foram comparados estatisticamente com a aplicagéo

do teste-t pareado com um nivel de confianca de 95%, obtendo-se um valor
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experimental de t (fexperimenta= 0,87) inferior ao valor tabelado (fabelado= 4,3), indicando
assim a equivaléncia estatistica dos resultados. Este conjunto de resultados comprova
que o método proposto € exato e preciso para a determinagcdo de EU em amostras de
6leo de cravo, podendo futuramente ser aplicado em outros tipos de amostras. Embora
sejam conhecidos os problemas de saude que o EU pode causar, para produtos de
cosméticos e de cuidados pessoais a legislagao brasileira (ANVISA) nao estabelece um
limite maximo permitido para sua utilizagdo. No entanto, a legislagdo exige apenas a
identificacdo da concentracido de EU nos rétulos dos produtos que exceder 0,001%

(produtos sem enxague) e 0,01% (produtos com enxague) (ANVISA, 2012).
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5.3. PARTE 3 — Determinagao de chumbo
5.3.1. Otimizacao das condigoes experimentais

5.3.1.1. Selecéo do eletrodo

Inicialmente foram avaliados o efeito da composicdo (tipo de aglutinante e
condutor) e o modo de preparagao da pasta (com e sem aquecimento da parafina no
procedimento de homogeneizagao), contendo proporgdes fixas de aglutinante (20%
m/m) e condutor (80% m/m), em relacdo a resposta voltamétrica de Pb imobilizado.
Cabe salientar que para esta avaliacdo foram imobilizados 6,4 ug de padrao de Pb na
superficie da pasta (n=3).

Quanto a selegao do aglutinante foram feitos estudos utilizando parafina e 6leo
mineral (segéo 4.4.3). Este parametro é importante ser avaliado, pois o aglutinante tem
como principal fungao dar consisténcia a pasta, fixando-a melhor ao eletrodo (WANG,
2000). Na Figura 30 sao apresentados os voltamogramas de Pb imobilizado obtidos a

partir das pastas de carbono contendo parafina (a) e 6leo mineral (b).

Figura 30. Voltamogramas de pulso diferencial de Pb imobilizado obtidos para
as pastas de carbono contendo parafina (a) e 6leo mineral (b) em CB na presenca de
6,4 ug de Pb imobilizado. Condigdes experimentais: 15 mL de tampao fosfato
0,2 mol L™ (pH 5), Einigiar: -1,2 V; Einai: 0 V; amplitude: 25 mV; tm: 0,05s € v: 10 mV s™.

20

15+

10

Ipa (HA)

42 40 -08 -06 -04 -02 00
E (V) vs. Ag/AgCI

Como pode ser observado na Figura 30, a resposta de corrente anddica para o

Pb imobilizado na pasta de carbono contendo parafina como aglutinante apresentou

uma corrente (19,8 £ 0,8 pyA) aproximadamente 2,1 vezes maior que a obtida com o
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oleo mineral (9,5 = 0,7 pA). Acredita-se que a eficiéncia da parafina esta atribuida ao
melhor preenchimento dos intersticios das particulas do condutor, pois na temperatura
ambiente encontra-se em estado solido. Sendo assim, foi selecionada a parafina para
0s experimentos subsequentes.

Apos a selecdo do melhor aglutinante, foram realizados experimentos para a
obtencdo do melhor procedimento de preparagdo da pasta. Este estudo foi
desenvolvido com intuito de obter uma pasta mais homogénea garantindo uma
superficie apropriada para a imobilizagcado de Pb. Para isso, foi aquecido o gral antes da
maceragdo e durante a maceragcdo (procedimentos 1 e 2 da secdo 4.1.3,
respectivamente). Na Figura 31 estdo demonstrados os voltamogramas para 6,4 ug de

Pb imobilizado nas superficies das pastas obtidas pelos procedimentos 1 (a) e 2 (b).

Figura 31. Voltamogramas de pulso diferencial para 6,4 ug de Pb imobilizado
utilizando os procedimentos 1 (a) e 2 (b). Condi¢cbes experimentais: 15 mL de tampéo
fosfato 0,2 mol L™ (pH 5), Einiciar: -1,2 V; Esina: 0 V; amplitude: 25 mV; t,: 0,05 s e
v: 10 mvVs™.
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Como pode ser visualizado, utilizando-se a segunda estratégia (procedimento 2)
foi obtido um pico de corrente anddica (154 £ 7,8 yA) 8 vezes superior ao obtido
utilizando a primeira estratégia (19,8 + 0,8 pA). Essa maior corrente pode estar
relacionada a melhor homogeneidade da pasta, uma vez que durante o processo de
maceragdo a temperatura da mistura (CB + parafina) foi mantida constante

(aproximadamente a 100 °C).
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A avaliagao da influéncia dos condutores da pasta na resposta voltamétrica de
Pb imobilizado foi realizada utilizando-se pé de grafite e CB. Ambos os materiais
avaliados neste trabalho foram escolhidos por serem amplamente aplicados em
estudos dedicados ao desenvolvimento de novos sensores por apresentarem
excelentes caracteristicas como, grande area superficial, boa estabilidade quimica,
baixa capacidade de adsorgdo de oxigénio e de impurezas eletroativas, boa
condutividade elétrica, bem como, uma ampla faixa de potencial (MCCREERY, 2008).
Na Figura 32 estdo demonstrados os voltamogramas (A) com pasta de CB (a) e po6 de
grafite (b), assim como as micrografias eletrbnicas de varredura das pastas contendo o
CB (B) e p6 de grafite (C).

Figura 32. (A) Voltamogramas de pulso diferencial para 6,4 pg de Pb
imobilizado em pasta de CB (a) e p6 de grafite (b). Condigdes experimentais: 15 mL de
tampao fosfato 0,2 mol L? (pH 5), Einicia: -1,2 V; Efina: -0,2 V; amplitude: 25 mV;,
tm: 0,05 s e v: 10 mV s™'. Imagens de MEV das pastas de (B) CB e (C) pd de grafite.
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Como pode ser observada na Figura 32A, dentre os condutores avaliados, em
CB o sinal analitico referente ao Pb imobilizado (154 + 7,8 yA) foi aproximadamente 66
vezes maior quando comparado quando utilizando-se po6 de grafite (2,3 + 0,2 pA). Na
Figura 32B é possivel observar que a combinagcdo de CB com a parafina apresentou
uma pasta com superficie bastante homogénea, uniforme e com maior area superficial
quando comparada a pasta composta por p6 de grafite (Figura 32C). Com base nos
resultados obtidos, o CB foi selecionado para os proximos estudos por apresentar
morfologia mais adequada microscopicamente e maior capacidade condutora, uma vez
que com essa superficie obteve-se maior resposta de corrente para o Pb imobilizado.

Adicionalmente, avaliou-se também a influéncia do DHP na resposta
eletroquimica do Pb imobilizado sobre a superficie da pasta, visto que na literatura a
combinagdo de nanomateriais eletroativos com o DHP é usualmente utilizado para
melhorar a aderéncia do filme em substratos de carbono vitreo (JANEGITZ et al.,
2015). Na Figura 33 sao apresentados os voltamogramas de DPV para o Pb na

presenca e auséncia do filme de DHP.

Figura 33. Voltamogramas de pulso diferencial para 6,4 ug de Pb imobilizado na
presenca (a) e auséncia de DHP (b) Condi¢cdes experimentais: 15 mL de tampéo
fosfato 0,2 mol L™ (pH 5), Einicar: 1,2 V; Esina: 0 V; amplitude: 25 mV; t,: 0,05 s e
v: 10 mVs™.
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Como pode ser observado na Figura 33, as respostas de correntes de Pb

obtidas na presenca e auséncia do fiime de DHP foram de 33,1 = 1,8 YA e
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154 + 7,8 YA, respectivamente. A diminuigdo de corrente em presenca do filme de DHP
pode ser justificada pela diminuicdo da area condutora através da pelicula formada
sobre a superficie do eletrodo condutor (particulas de CB) e, sendo assim, a
imobilizagdo sem a presenca de DPH é mais indicada e foi utilizada nos experimentos
a sequir.

O ultimo teste em relagdo a escolha do melhor eletrodo (substrato) foi realizado
através da comparagdo da imobilizaggo em CPE e GCE e os resultados s&o

apresentados na Figura 34.

Figura 34. Voltamogramas de pulso diferencial para 6,4 ug de Pb imobilizado no
GCE (a) e no CPE (b). Condigdes experimentais: 15 mL de tampao fosfato 0,2 mol L™
(pH 5), Einiciar: -1,2 V; Efinai: -0,2 V; amplitude: 25 mV; t,,: 0,05 s e v: 10 mV s
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Tanto os eletrodos de CPE quanto os GCE podem ser utilizados como substrato
para modificagcdo (WANG, 2000). As respostas de correntes de Pb (Figura 34) obtidas
no CPE e no GCE foram de 154 + 7,8 yA e 46 £ 6,6 pPA, respectivamente. A menor
corrente obtida no GCE e o alto RSD (15%), pode ser justificado pela baixa aderéncia
do padrao de Pb a superficie do GCE. Por outro lado, uma boa aderéncia na superficie
do CPE e estabilidade (RSD < 5,1%) foram observadas no decorrer deste estudo. Esse
comportamento pode ser justificado pelas propriedades fisicas e quimicas do CB como
elevada area superficial, excelente condutividade elétrica e térmica (ARDUINI et al.,
2011; ARDUINI et al., 2012; SILVA e FATIBELLO-FILHO, 2017; SILVA et al., 2017).
Sendo assim, a imobilizagdo de Pb sobre a superficie do CPE é mais indicada e foi

utilizada nos experimentos a seguir.
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5.3.1.2. Avaliagéo do efeito do pH
Ap0Os a selecgao do eletrodo a influéncia do pH (3 a 8) foi avaliada e os resultados
estdo demonstrados na Figura 35 através da representagdo da variagdo da /pa em

funcéo do pH.

Figura 35. Efeito do pH sobre a resposta voltamétrica de 6,4 pg de Pb
imobilizado. Condi¢des experimentais DPV: 15 mL de tampao fosfato 0,2 mol L™, Einicia:
-1,2 V; Efinai: -0,2 V; amplitude: 25 mV; tm: 0,05 s e v: 10 mV s™.
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Conforme a Figura 35, é possivel visualizar um aumento da corrente em pH 5 e
para valores acima observa-se uma diminuicdo de corrente indicando que o pH
influencia diretamente na oxidagdo do Pb. Este comportamento pode ser justificado
devido as interacdes eletrostaticas entre os ions de Pb®* e a superficie da pasta, uma
vez que em meio protonado a transferéncia de elétrons é mais acentuada, favorecendo
desta forma o processo de oxidagédo de Pb, o que esta de acordo com alguns trabalhos
da literatura (BOUWE et al., 2011; VICENTINI et al., 2014). Em valores superiores a pH
5, a resposta de corrente de Pb comeca a diminuir, provavelmente devido a competicao
dos ions OH", formando Pb(OH), na interface da camada difusional devido as reagées
de hidrélise (BOUWE et al., 2011) prejudicando assim, a transferéncia de elétrons e
troca de ions. Conforme observado na Figura 35, a maior resposta de corrente foi

obtida em pH 5, sendo este selecionado para os préximos estudos.
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5.3.1.3. Avaliacdo do efeito da composi¢cdo e concentragéo do eletrdlito
Para avaliar o efeito do eletrdlito suporte na resposta voltamétrica de Pb, foram

utilizadas as solugbes de tampao acetato e fosfato, ambas com concentracdo de

0,2mol L e pH 5 e os resultados s&o apresentados na Figura 36.

Figura 36. Grafico do efeito do eletrolito suporte sobre a resposta voltamétrica
de 6,4 pg de Pb imobilizado no eletrodo modificado (Pbgmob) CPE). Condi¢des
experimentais DPV: 15 mL de eletrdlito suporte (pH 5), Einiciai: -1,2 V; Efina: -0,4 V;
amplitude: 25 mV; tm: 0,05sev: 10 mV s™,
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A partir dos valores de corrente de pico obtidos para a oxidagdao de Pb nos
diferentes eletrdlitos, pode-se concluir que o tampao fosfato proporcionou uma resposta
analitica (154 + 7,8 pA) 2,7 vezes superior ao valor de corrente obtida para o tampao
acetato (56,7 £ 2,5 pA). Essa maior corrente obtida na presenca de fosfato pode ser
justificado pela tendéncia dessas espécies em formar complexos estaveis, através dos
valores das constantes de estabilidade (log K) de 15,48 e 21,07 para PbHPO, e
PbH,PO,", respectivamente (SMITH e MARTELL, 1989) favorecendo desta forma, a
troca ibnica entre a fase Il e a fase lll do sistema eletrodico de trés fases. Ja as
espécies de acetato possuem valores menores para o logK de 2,15 para Pb(Ac)” e 3,18
para Pb(Ac), (SMITH e MARTELL, 1989) o que pode minimizar a troca ibnica e
consequentemente resultar em uma diminuicdo da resposta voltamétrica.

Levando em conta o propdsito analitico deste trabalho, foi selecionado o tampao
fosfato como eletrélito suporte, uma vez que a obtencao de correntes mais altas pode
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levar a determinacgdes eletroanaliticas como maior sensibilidade e menor limite de
deteccao.
Avaliou-se também o efeito da concentracdo do tampao fosfato em relacédo a

resposta analitica de Pb imobilizado e os resultados est&do demonstrados na Figura 37.

Figura 37. Voltamogramas de pulso diferencial para 6,4 ug de Pb imobilizado
utilizando o tampao fosfato 0,1; 0,2 e 0,4 mol L™ (pH 5). Condicdes experimentais DPV:
15 mL de eletrdlito suporte, Einiciai: -1,2 V; Efinai: -0,4 V; amplitude: 25 mV; t,: 0,05 s e
v:10mVs™.
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Foi possivel observar que em concentragbes maiores de eletrdlito a corrente de
pico obtida foi maior. Os valores de correntes de Pb obtidos em meio de tampao fosfato
0,1, 0,2 e 0,4 mol L™ foram 37 + 2,158 £ 6 e 144 + 1 PA, respectivamente. Apesar da
oxidacdo de Pb imobilizado apresentaram maior magnitude de corrente em 0,2 e 0,4
mol L', os resultados indicam que nao ha diferenga estatisticamente significativa
(p= 0,08) entre essas duas concentragbes, em um intervalo de confianga de 95%.

Deste modo, 0,2 mol L™ foi selecionado para os demais experimentos.

5.3.2. Avaliagao dos parametros DPV
Os parametros experimentais da DPV foram otimizados utilizando o eletrodo

Pbmob./ CPE contendo 6,4 ug de Pb imobilizado em tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 5).
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Tabela 8. Parametros experimentais DPV investigados e valores selecionados.

Parametros Faixa estudada Valor selecionado
Velocidade de varredura (mV s™) 25-10 10
Amplitude (mV) 25-100 70
Tempo de modulagéo (ms) 10 - 50 20

A selecao dos valores para cada parametro foi feita, levando em consideracao a
maior magnitude de corrente anddica (/,a) € melhor resolugdo do sinal analitico. Os
intervalos estudados e os respectivos valores selecionados estdo demonstrados na
Tabela 8. Desta forma, os valores de velocidade de varredura, amplitude e tempo de

modulagao selecionados foram 10 mV s, 70 mV e 20 ms, respectivamente.

5.3.3. Avaliagao da resposta eletroquimica do Pb imobilizado
A cinética reacional do Pb quando imobilizado na superficie do eletrodo Pbimob. )/
CPE foi investigado por CV em tampao fosfato 0,2 mol L™ (pH 5) e os resultados estdo

demonstrados na Figura 38.

Figura 38. Voltamogramas ciclicos de 6,4 ug de Pb imobilizado em 50, 100, 200,
300, 400, 500, 600 e 700 mV s™' (Inset a relagao entre I,z (UA) vs v (mV s™')). Condigdes
experimentais: 15 mL de tampéo fosfato 0,2 mol L™ (pH 5), Einiciai: -1,0 V € Efinai: -0,2 V.
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Como pode ser observado, o Pb apresenta apenas um pico de oxidagdo em um
potencial de -0,58 V (Figura 38), indicando um comportamento eletroquimico
irreversivel no eletrodo proposto.

Os voltamogramas ciclicos registrados na Figura 38 mostram um aumento e um
pequeno deslocamento do pico anodico, a medida que a velocidade de varredura
aumenta. Observa-se uma relagdo linear da corrente anddica com o aumento da
velocidade de varredura (v) (inset Figura 38), obtendo-se um coeficiente de
determinacao (R2) de 0,979 indicando que o processo € controlado por adsorgao
(BRETT e BRETT, 1993). Adicionalmente, as relacdes entre I,z versus a vi?2
(50 a 700 mV s™) e log loa vs log v (50 a 700 mV s™') também foram avaliadas e os

resultados estdo apresentados na Figura 39.

Figura 39. Grafico log /4 vs log v (mV s™). Condicdes experimentais: 15 mL de

tampao fosfato 0,2 mol L’ (pH 5), Einiciai: -1,0 V e Efinai: -0,2 V. Inset: relacdo entre a Iy,
1/2
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A relagdo entre Iy, versus a v'? (50 a 700 mV s™') apresentou uma relagao linear
com R? de 0,992 indicando que o processo é controlado por difusdo (BRETT e BRETT,
1993). Uma vez que, as avaliagdes anteriores ndo sdo conclusivas em relagdo a
cinética reacional, avaliou-se a relagdo entre log l,s vs log v e como pode ser
observado na Figura 39, o coeficiente angular obtido na regresséo foi de 0,45. Este

valor esta préximo do valor teérico (0,5) para sistemas controlados por difusdo (BRETT
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e BRETT, 1993) e, sendo assim, pode-se afirmar que a cinética reacional é controlada

por difuséo.

5.3.4. Avaliagcao do desempenho analitico

Apos a otimizagao dos parametros experimentais, o desempenho analitico do
método utilizando a DPV para a determinacédo de Pb foi avaliado. Um dos parametros
avaliados foi a faixa linear utilizando-se a calibracédo externa através da imobilizagao de
diferentes massas de Pb (0,042 a 3,2 ug) na superficie dos CPE e os resultados estao

demonstrados na Figura 40.

Figura 40. Voltamogramas de DPV contendo diferentes massas de Pb
imobilizado (0,042, 0,16, 0,64, 1,3, 1,9, 2,5 e 3,2 pg) no Pbmeby CPE. Inset. curva
analitica (/pa versus massa de Pb). Condi¢des experimentais DPV: 15 mL de tamp&o
fosfato 0,2 mol L™ (pH 5), Einiai: -1,2 V; Efinai: -0,4 V; amplitude: 70 mV; tm: 0,02 s e
v: 10 mV s™.
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Pode-se perceber que a corrente de pico anddica aumenta linearmente com a
massa de Pb imobilizado. A equacdo da regressao linear e o coeficiente de
determinagéo obtidos para a curva analitica foram /pa (WA) = -2 pA + 107,6 pA pg'1 Pb
(ug) e R2 = 0,999, respectivamente. A partir da curva de calibracdo externa, calculou-se
0 LOD e LOQ e os valores obtidos foram de 4 e 13 ng, respectivamente. Esses valores

estdo abaixo do limite maximo estabelecido pela legislagdo para a concentragado de
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acetato de chumbo (0,6 %) em tinturas capilares (corresponde uma massa de 0,0038 g
de Pb) (ANVISA, 2013).

Os resultados utilizando o método proposto foram comparados com outros
trabalhos encontrados na literatura que aplicam técnicas voltamétricas para a
determinacao de Pb utilizando diferentes eletrodos de trabalho e os resultados estao

demonstrados na Tabela 9.

Tabela 9. Comparacao entre os valores de LOD obtidos para o método voltamétrico
proposto utilizando o Pbmeb.)/ CPE e para outros métodos eletroanaliticos reportados
na literatura.

Eletrodo Técnica LOD Referéncia
GCE modificado ASDPV 0,08 ug L ZHAO et al., 2016
(MWCNT-EBP-NA/ GCE)
GCE modificado SWASV 0,3 ug L’ Ll et al., 2016
(MWCNTSs)
GCE modificado SWASV 0,05 ug L™ ZHU et al., 2014
(Au-GN-Cys)/ Bi
GCE modificado ASDPV 0,4 ugL™” CHAMJANGALI et al., 2015
MWCNT's/poly (PCV)/Bi
Pb(mob.y) CPE DPV 4ngL’ Proposto

Pode-se observar na Tabela 9 que o eletrodo proposto apresentou melhor
resposta em termos de limite de deteccdo em comparagéo aos métodos reportados na
literatura para a determinacédo de Pb. Cabe salientar que nos trabalhos publicados na
literatura que utilizam métodos eletroanaliticos para a determinacdo de Pb, ndo ha
mencao dos valores de LOD em relagdo massa imobilizada do analito na superficie do
eletrodo, mas sim da concentragao do analito em solugao.

Para o estudo da repetibilidade intra-dia, cujos resultados estao apresentados na
Figura 41A é possivel observar uma pequena diferenga de corrente (RSD < 4%) entre

os 5 eletrodos imobilizados com 1,3 pg de Pb.
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Figura 41. (A) Avaliacdo da repetibilidade intra-dia do Pbimeb./CPE contendo 1,3
ug de Pb imobilizado (B) avaliagéo da repetibilidade inter-dia do PbimenyCPE contendo
2,5 yg de chumbo imobilizado. Condi¢cées experimentais DPV: 15 mL de tampao
fosfato 0,2 mol L™ (pH 5), Einiciai: -1,2 V; Esinaiz -0,4 V; amplitude: 70 mV; tn: 0,02 s e
v:10mVs™.
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Os valores de corrente do pico andédico monitorados entre 2 dias (Figura 41B),
também apresentaram um desvio padrao relativo inferior a 4%. Com isso podemos
concluir que os resultados obtidos nos estudos da repetibilidade intra e inter-dia,
exibiram boa precisdo e boa estabilidade de resposta do Pb imobilizado no eletrodo
proposto.

A estabilidade de resposta do Pbimen.y CPE foi avaliada de 2 maneiras, sendo a
primeira avaliagao feita através de 50 ciclos a uma velocidade de varredura constante
(50 mV s') e a segunda através de 30 sucessivas medigdes feitas por DPV sob as
condi¢cbes otimizadas anteriormente. Neste estudo foi imobilizado 2,5 ug de Pb sobre a
superficie do Pbimeb.)) CPE e os valores de RSD para os 50 voltamogramas ciclicos e
30 sucessivas medigdes utilizando a DPV foram de 6,5% e 5,5%, respectivamente,

demonstrando a alta estabilidade da resposta do Pb imobilizado no eletrodo proposto.

5.3.5. Estudo de interferente

A possivel interferéncia do cloreto de amoénio e do propilenoglicol (compostos
presentes em todas as amostras de tinturas capilares analisadas neste trabalho) foram
investigados. Para avaliar o efeito destes compostos, 3,2 ug de Pb foi imobilizada e sua
resposta voltamétrica foi analisada na auséncia e na presenga de 3,2 yg de cada

possivel interferente e os resultados estdo demonstrados na Figura 42.
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Figura 42. Influéncia do cloreto de aménio e do propilenoglicol na resposta de
corrente anddica de 3,2 ug de Pb imobilizado. Condigbes experimentais DPV: 15 mL de
tampéao fosfato 0,2 mol L (pH 5), Einicial: -1,2 V; Efinai: -0,4 V; amplitude: 70 mV; ty,: 0,02

sev:10mVs™.
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Como pode ser observado (Figura 42) as respostas de corrente anddica
registradas na presenca do cloreto de aménio e propilenoglicol ndo apresentaram
influencia significativa (p= 0,09, com um nivel de confiangca de 95%) na resposta

voltamétrica de Pb.

5.3.6. Determinacao de Pb em amostras de tintas de cabelo

A aplicabilidade do método proposto foi avaliada por meio da determinacao de
Pb em trés amostras de tinturas capilares (T4, T2 e T3) através da imobilizagao de 10 ug
de amostra (Figura 5, secdo 4.5.3) na superficie do Pbmep.)/ CPE.

Para avaliar o desempenho do método proposto empregando o Pbmob)y CPE
combinado com a VIM utilizou-se como método comparativo a Absor¢cdo Atbmica
(condi¢des experimentais descritas na se¢do 4.3). A otimizagdo das temperaturas foi
feita fixando-se a temperatura de atomizacdo em 1500 °C para o estudo da
temperatura de pirdlise (600 a 1300 °C), enquanto que para o estudo da temperatura
de atomizagao (1400 a 2400 °C) foi fixada a temperatura de pirdlise que se obteve
maior sinal de absorbancia e os resultados da otimizacdo estdo demonstrados na

Figura 43.
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Figura 43. Grafico das curvas de temperaturas de pirdlise e atomizagcdo com
50 ug L™ de Pb, 5 uL da solugdo do modificador quimico Pd(NOs3), (1000 pg L™) em

meio aquoso e na amostra (T1).
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Como pode ser observado no grafico da Figura 43, a partir das curvas de
pirdlises, no padrao de Pb em meio aquoso e na amostra digerida em meio acido, foi
possivel observar que a intensidade de sinal em absorvancia se mantém constante até
1200 °C e em valores maiores comeca a diminuir. Na faixa de 600 °C a 1200 °C, as
absorbancias nao apresentaram diferenca significativa (teste de Tukey-Kramer). Dessa
forma, a temperatura de pirdlise de 1000 °C foi escolhida, pois apresentou
comportamento térmico semelhante tanto em meio aquoso quanto na amostra com
menores RSDs (<1,97%) quando comparado as demais temperaturas. Para a
atomizacao foi escolhida a temperatura de 2000 °C por apresentar a maior intensidade
de sinal de absorbancia em comparagao com as outras temperaturas, tanto para a
amostra quanto para a solugdo padrdo. Levando em consideragdo 0 mesmo
comportamento térmico obtido entre a amostra e a solugao padrao a calibracgao foi feita
no padrao de Pb em meio aquoso.

A avaliagcao das temperaturas de pirélise e atomizagao feitas na amostra e no
padrdao aquoso de Pb foi importante, pois através desse estudo foi possivel avaliar o
comportamento térmico do Pb em ambos os meios, a fim obter uma condi¢do com
maior intensidade de sinal e menor RSD. Além disso, a utilizagdo do modificador

quimico foi importante, pois torna o analito menos volatil, possibilitando uma separacao
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térmica mais eficiente dos concomitantes da matriz da amostra, antes da atomizacgao
(TSALEV et al., 2000).
As condi¢des utilizadas para a analise de Pb por Absorcdo Atdmica sdo

apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10. Programacéo utilizada para a determinacédo de Pb por HR-CS GF AAS.

Etapa Temperatura (°C)  Rampa (°Cs”’) Tempo(s) Ar (L min")
Secagem 1 90 3 20 2,0
Secagem 2 110 5 20 2,0

Pirdlise 1000 300 15 2,0
Auto-zero 1000 0
Atomizacao 2000 1500
Limpeza 2450 500 4 2,0

Os resultados obtidos das concentracdes de Pb nas diferentes tinturas capilares

por VIM e Absorgao Atdbmica estdo demonstrados na Tabela 11.

Tabela 11. Valores de Pb quantificados em amostras de tinturas capilares (T4, T2 e T3),
pelos métodos voltamétrico proposto (P) e comparativo (C) (n=3)

Concentragao de Pb (%)

Amostra E (%)
Método comparativo Método proposto
T, 0,37 £ 0,02 0,36 + 0,01 2,7
T, 0,13+ 0,02 0,14 £ 0,01 7,7
T3 <LOD <LOD -

n=3, E=100 x (P - C)/ C

Como pode ser observado, as concentragbes quantificadas por VIM nas
amostras T1 e T, (0,36 e 0,14%, respectivamente) estdo dentro do preconizado pela
ANVISA que estabelece limite maximo para acetato de chumbo (0,6%) ou seja 0,38%
de Pb (ANVISA, 2013). Na amostra T3 o analito ndo foi detectado. Comparando os
resultados apresentados, foram obtidos valores de erro relativo entre 2,7 e 7,7%,

demonstrando uma excelente concordancia dos dados obtidos por ambos os métodos.
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As concentragdes de Pb obtidas utilizando a técnica espectrométrica foram
concordantes (texperimenta= 3,6 inferior ao valor tabelado tiabelado= 4,3) com os valores
obtidos utilizando o meétodo proposto confirmando assim a precisdo do método
desenvolvido. Estes resultados indicam que ndo houve diferenca significativa, a um
nivel de confianca de 95%, estando os erros dentro de um intervalo aceitavel
(RODRIGUES, 2014).

O método proposto mostrou-se bastante interessante, podendo ser aplicado nas
amostras de tintura, sem requerer etapas demoradas para a preparag¢ao da amostra e
sim apenas uma simples diluicdo, além de apresentar custo relativamente baixo e
facilidade de preparacao do eletrodo, nao necessitando de reagentes e instrumentacao
dispendiosa quando comparado aos demais métodos empregados na literatura. Além
disso, a execucdo do procedimento de imobilizacdo da amostra € feita de forma
simples e rapida, sendo uma alternativa para o monitoramento de Pb em amostras de
tinturas capilares.

Tendo em vista que as tintas analisadas neste trabalho sdo oferecidas ao
consumidor em diversos estabelecimentos comerciais e consumidas por pessoas de
diferentes faixas etarias, o monitoramento de Pb é pertinente, uma vez que quando
entra no organismo humano pode levar a uma série de problemas hormonais,
gastrointestinais, musculares, at¢é mesmo o surgimento de cancer, entre outros
(VICENTINI et al., 2014).



6. CONCLUSOES

Um novo avanco na area de quimica analitica utilizando a técnica de VIM foi
relatado neste trabalho. Trés novos eletrodos foram desenvolvidos, utilizando a VIM
combinada a imobilizag&o por drop coating e os métodos propostos proporcionaram um
aumento da resposta analitica e baixos limites de deteccéo.

Como condutor, o CB apresentou os melhores resultados no desempenho
eletroquimico e analitico e esse comportamento pode ser atribuido a sua boa
estabilidade quimica, excelente condutividade elétrica e grande area superficial. A
associagao de um polimero (aderente) ao CB resultou em um filme condutor com
excelente aderéncia em substratos de carbono vitreo, assim como boa resposta
quando utilizado no desenvolvimento do CPE, garantindo assim uma alta robustez para
os eletrodos modificados desenvolvidos.

Na preparagdo dos eletrodos uma pequena quantidade de amostra foi
imobilizada e caracteristicas como simplicidade na preparagao, resposta rapida, custo
relativamente baixo, alta sensibilidade e seletividade, além de baixo consumo de
solventes se destacam quando comparado a outros métodos analiticos.
Adicionalmente, os métodos desenvolvidos neste trabalho apresentaram resultados
satisfatérios em termos de linearidade, precisdo e exatiddo evidenciando a viabilidade
da aplicacao dos eletrodos modificados propostos.

O HQ(mob.)-CB-CTS-ECH/GCE foi utilizado para analise de HQ em cremes
dermatoldgicos por VIM e os resultados obtidos foram concordantes com os
determinados pelo método comparativo (UV-Vis).

Quando se utilizou o eletrodo modificado EUjmep)-CB-DHP/GCE para
determinacdo de EU em amostras de 6leos de cravo e comparou-se os resultados com
o método comparativo (espectrofotométrico), valores de erro relativo de 0,08 a 3,54%
foram obtidos, demonstrando assim a concordancia dos resultados por ambos os
métodos. A utilizagdo do Pbmen/ECP também forneceu resultados concordantes com
o0 método comparativo (Absorgdo Atémica) sendo que valores de erro relativo de 2,7 a
7,7% foram obtidos, demonstrando também a concordancia dos resultados por ambos

0os métodos.
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Adicionalmente, foi observado que HQ(mob)-CB-CTS-ECH/GCE o processo €
controlado tanto por adsorgdo quanto por difusdo. Ja para os eletrodos modificados
EU(imob.)-CB-DHP/GCE e Pbimeb ) ECP 0s processos redox do EU e Pb s&o controlados
por adsorcéao e difusédo, respectivamente.

De modo geral, o desenvolvimento desse trabalho representa uma importante
inovacao demonstrando o potencial da VIM no cenéario da quimica referente aos
estudos eletroanaliticos de substancias solidas ou liquidas, soluveis ou pouco soluveis.
Além disso, a inédita combinacédo da VIM com a imobilizacdo adotada (drop coating)
pode ser aplicada em estudos futuros, podendo servir como fonte para o
desenvolvimento de outras pesquisas em diferentes matrizes, com novas perspectivas

no ambito da analise quantitativa e caracterizacées de processos redox.
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Abstract New progress in the application of voltammetry of
immobilized microparticles {(VIM) technique in electroanalyt-
ical chemistry is reported in this work through the determina-
tion of hydroquinone in dermatologic cream samples. The
designed electrode was based on a glassy carbon electrode
modified with a crosslinked chitosan film containing
immobilized carbon black nanoparticles and hydroquinone
standards or sample. The electrochemical features of
immobilized hydroquinone were explored, which a fast elec-
tron transfer kinetic was verified from the perfect reversible
redox behavior of this molecule. All the experimental condi-
tions were optimized, including supporting electrolyte condi-
tion (composition, pH, and ionic strength) and technical pa-
rameters of differential pulse voltammetry (DPV). Under the
optimized experimental conditions, the analytical curve was
linear by a wide concentration range from 2.7 to 43 ng, with
detection and quantification limits of 0.045 and 0.15 ng, re-
spectively. Two commercial dermatologic cream samples
were successfully immobilized and analyzed using the pro-
posed VIM procedure, and the results were similar to those
recorded by a spectrophotometric comparative procedure. Our
recorded by a spectrophotometric comparative procedure. Our
set of results represents a unique and exciting advance in the
scenano of electroanalytical chemistry for future applications.
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Introduction

It is well known and common that in electroanalysis, the an-
alytical determinations occur involving current measurement
in an applied potential, in order to conduct an oxidation and/or
reduction process providing that the target molecule are dis-
solved in a conductive supporting electrolyte. Therefore, itisa
two-phase system, where the electron transfer processes occur
in the interface between the solid phase (e.g., solid electrode)
and the liquid phase (supporting electrolyte containing the
analyte solubilized) [1]. From a practical analytical viewpoint,
for the analysis of solid matrices samples, a sample prepara-
tion from the dissolution of the solids is necessary, hampering
their use in direct analysis when this solid is insoluble in the
suppaorting electrolyte. Until the end of 1980s, the solid-state
supporting electrolyte. Until the end of 1980s, the solid-state
electrochemistry was studied only for production and energy
storage (e.g., photovoltaic cells) and virtually no work was
carried out in the electrochemical analysis field [2].

Scholz and co-workers reported the first study about direct
analysis of solid-state materials using the electroanalytical
techniques in 1989 [3], when they developed a sensor based
on a solid analyte immobilized in paraffin-impregnated graph-
ite electrode (PIGE). The studied materials were different
lead-antimony alloys, and trace level mass (in order of
10°* g) was mechanically transferred onto electrode surface
following anodic dissolution of metals using differential pulse
voltammetry (DPV), providing information regarding the
composition of these alloys. This technique was called at that
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time “adsormptive stripping analysis™ and later “voltammetry of
immobilized microparticles™ (VIM) [4-7].

VIM may provide high analytical signals to very low quan-
tities of immaobilized microparticles. This feature is contrasted
with “conventional” voltammetric methods, since the analyt-
ical signal is due to redox processes that occur in the double
layer and therefore, a small part of analyte is dissolved in the
supporting electrolyte solution. In these conventional ap-
proaches, low signals are measured (small current values) to
low analyte concentration levels, affecting directly the detec-
tion and quantification limits. In the case of VIM, the obtained
analytical signal is an average response of many particles
immobilized onto electrode surface, providing a high response
with a very small amount of analyte [2, 8].

There are many works using VIM for detection of organic
compounds, such as herbal formulation and their adulterants
[9, 10], organic dves [11], pesticides [12], and others. Novak
and co-workers [ 13] developed a method for cannabinoid de-
tection in hemp samples using a PIGE, reporting low-cost
analysis through the electrochemical oxidation of phenol
group. In another study, the VIM was applied for plant taxo-
nomic characterization where the electrochemical signals
monitored were polyphenolic compounds from leaf extract
microparticle films [14]. Jovanovié and co-workers [15] stud-
ied pungency level of hot peppers by capsaicin detection using
the cyclic voltammetry (CV) and square-wave voltammetry
techniques immobilizing pepper samples on PIGE.

Although several works found in literature which use VIM
are on qualitative or semi-quantitative analysis, articles ad-
dressing quantitative analysis have also been reported
[16-26]. In this way, VIM can be used as an alternative ana-
Iytical tool to replace other sophisticated methods of high cost
and time analysis, which are normally dependent on complex
sample pretreatment steps.

Chitosan (CTS) is a biopolymer widely used in electroan-
alytical in the development of modified electrodes, due to its
characteristics of'good adhesion on traditional electrochemical
surfaces, high mechanical strength, and relatively low cost
since it is a renewable resource [27-29]. Moreover, when
the chitosan is crosslinked, it exhibits excellent adherence on
glassy carbon substrates, which ensures a high robustness for
the modified electrode [14].

In order to ensure a high electrochemical and analytical
performance, it is clear the necessity of using a conductive
material, not only to help the immobilization of solid sample
but also to ease the electron and ion conduction. In this sense,
the powdered carbon materials may be an option due to their
known conductivity, low background current, and wide po-
tential window [30, 31]. Among the carbon materials, carbon
black stands out. This nanostructured material have several
properties that make it interesting for electrochemical analysis
(ncluding VIM) beyond the aforementioned properties, such
as high surface area, thermal and electrical stability, and a very
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low cost, cheapening the cost of analysis. Due to these great
properties, the carbon black has been used in electroanalytical
chemistry as sensor and biosensor in a large number of works
[32-34], including studies about phenolic compound determi-
nation such as hydroquinone [33].

The hydroquinone (1.4-dihydroxybenzene) is widely used
in various applications such as biological, cosmetic, and in-
dustrial processes (dermatological cream, coal-tar production,
paper manufacturing or in photographic developing) [35, 36].
This compound has been widely applied in the field of cos-
metics to be a strong depigmentation agent having the main
function of inhibiting melanin production [37]. Its use is indi-
cated for skin whitening, effectively being in the range from 2
to 5% m/m [38, 39]. Otherwise, excess of hydroquinone can
cause redness, burning, blood poisoning, nausea, abdominal
pains, convulsion, and even coma [37]. Its monitoring is jus-
tified due to its high toxicity and low degradability in the
environment, even at very low concentrations [40, 41].
According to Brazil’s National Health Surveillance Agency,
the maximum permissible concentration of hydroquinone in
skin care products is 2% m/m, but levels of handled products
can reach up to 4% m/m [42]. On the other hand, studies and
information on safe use of hydroquinone have been published
by the Food and Drug Administration (FDA), indicating that
hydroquinone may act as a cancer-causing agent (carcinogen),
forcing many Furopean countries to ban its use in order to
minimize risks to public health [43]. Electroanalytical tools
are featured as potential alternative methods to the sensing
of hydroquinone [44-46].

Therefore, the aim of this research is to develop a simple
and fast new method based on combination of VIM technique
and carbon black-based crosslinked chitosan films to the im-
mobilization of commercial dermatologic cream samples for
the hydroquinone direct determination.

Experimental
Reagents and solutions

Hydroquinone (H(Q), epichlorohydrin (ECH), chitosan (CTS,
low molar mass and degree deacetylation of 80%), and 25%
(m/v) glutaraldehyde (GA) aqueous solution were purchased
from Sigma-Aldrich. NaOH, reagents for phosphate bufter
(H;PO,, KH,PO,, K,;HPO,, and KsPO,) and KCl were ac-
quired from Acros. The VXC72R carbon black (CB) was
kindly supplied by Cabot Corporation. Graphite powder was
acquired from Fisher Chemical. All other chemicals used were
of analytical grade. The solutions were prepared using ultra-
pure water (resistivity >18.0 M c¢cm) obtained from a
Millipore Milli-() system (Billerica, US A). The hydroquinone
standard solution was prepared daily by dissolving 0.002 g of
hydroquinone in 25 mL of ultrapure water at room
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temperature (25 + 2 *C). The CTS stock solution (1.0% m/v)
was prepared by dissolving 1.0 g of CTS powderin 100 mL of
1.0% (w'v) acetic acid solution at room temperature and kept
under constant stirring for 3 h until complete dissolution.

The ECH solution 1.0% (v/v)was obtained from dilution of
100 pL of the 99% (v/'v) stock solution in 10 mL of
0.01 mol L' NaOH solution.

CTS and ECH solution were stored at 4 °C in a refrigerator
when not in use.

Instrumentation

For the cleaning procedure of the glassy carbon electrode sur-
face (GCE, @ =3 mm) as well as for preparation of the carbon
black dispersions, it was employed an ultrasonic bath
UltraCleaner 1400 A from Unique Ultrasonic Systems
(Indaiatuba, Brazil). The pH measurements were performed
using an Orion Expandable lon Analyzer (model EA-940,
USA), employing a combined glass electrode with an Ag/
AgCl (3.0 mol L' KC1) external reference electrode.

Electrochemical experiments were performed using a
Potentiostat/Galvanostat Autolab PGSTAT204 (Metrohm-
Autolab, Utrecht, Netherlands) controlled by the NOVA 2.0
software (Eco Chemie) fitted with an electrochemical cell
containing three electrodes (15 mL) being the following: the
working electrode, which was the GCE modified with a
crosslinked chitosan film containing immobilized CB parti-
cles and the hydroquinone standard or sample, an Ag/AgCl
(3.0 mol L' KC1) as the reference electrode, and a Pt foil as
the auxiliary electrode.

CVand DPV measurements were performed in 0.2 mol L™
phosphate buffer solution (pH = 5.0). The experimental con-
ditions for DPV technique were start potential = —0.1 V, end
potential = 0.35 V, modulation amplitude = 80 mV, modula-
tion time = 35 ms, and scan rate = 5 mV s . CV experiments
were performed at scan rate of 50 mV s .

The measurements of the comparative method for hydro-
quinone determination (spectrophotometric method) [47]
were camied out using a Shimadzu UV-2550 spectrophotom-
eter with 1.0 cm quartz cell. The hydroguinone was deter-
mined at 293 nm using peak height.

Preparation of the modified working electrode

Figure 1 shows a scheme of the steps followed for preparation
and construction of the modified electrode. The GCE was
modified with a crosslinked chitosan film containing conduc-
tive carbon black nanoparticles and microparticles of hydro-
quinone standard or sample.

Prior to the electrode modification, the GCE surface was
carefully polished and rinsed with ultrapure water. Following,
it was sonicated in isopropyl alcohol (2 min), with ultrapure
water (2 min) and then dried at room temperature.

The carbon black dispersion was prepared by dispersing
1.3 mg of carbon black in 1.0 mL of CTS solution (1.0% m/
v). This mixture was placed under ultrasonic agitation for
30 min. Afterwards, 100 pL of hydroquinone standard (or
sample) and 200 pL of 1.0% (v/v) ECH solution were added,
and this dispersion was sonicated for 8 min. Eight microliters
of the obtained dispersion was transferred to the GCE surface
and then the solvent was evaporated for 2 h at room temper-
ature. The obtained sensor was named as HQ g1 -CB-CTS-
ECH/GCE.

Analytical procedure

Initially, preliminary studies were performed using CV and
DPV in order to obtain information about the hydroqui-
none electroactivity when it is immobilized within a car-
bon black-based crosslinked chitosan film. In this step, we
also tested the advantage of carbon black as the conductive
carbon material from the comparison with graphite pow-
der, as a classic and low-cost conductive carbon form.
After selecting the conductive material for hydroquinone
determination, the best working conditions were obtained
from a systematic study of the experimental parameters,
such as supporting electrolyte (pH, ionic strength, and

chemical composition), and the DPV parameters (scan rate,
amplitude, and modulation time). For the studies related to
supporting electrolyte, CV experiments were performed at
scan rate of 50 mV s | with pH ranging between 4.0 and
10.0. The analytical curve for hydroquinone was obtained
from DPV measurements conducted for modified GCEs
containing different amounts of hydrogquinone
immobilized within the film. The limits of detection
(LODs) and quantification (LOQ) were estimated using
the relationships 3 = (o,/m) and 10 = (o/m), where m, is
the standard deviation obtained for ten measurements of
blank solution (supporting electrolyte) and m is the analyt-
ical sensitivity [48].

The procedure for preparation of modified working
electrode was applied to the hydroquinone determination
in dermatologic cream samples. Two samples used in this
work were produced and purchased in Sdo Paulo State
(Brazil). A sample mass of 10.0 mg was mixed up to
2.0 mL with ultrapure water for the HQ) solubilization,
and 100 pL of this mixture was used for electrode immo-
bilization. Both samples were stored in the dark at room
temperature, and they were named Al and A2. The hy-
droquinone mass percentage of each sample was deter-
mined in triplicate using the analytical curve previously
obtained. The hydroquinone content specified by the man-
ufacturers is 4% m/m for both samples. All statistical cal-
culations were performed using excel software, and a sig-
nificance level of 95% was adopted.
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Fig. 1 Scheme of modified
electrode preparation to perform
hydroquinone determination by
ViM

Results and discussion

Electrochemical response of immobilized hydroquinone
molecules

In the first step of the work, the electroactivity of hydroqui-
none target analyte when immobilized within a conductive
film was investigated. In Fig. 2 are shown the cyclic voltam-
mograms recorded in 0.2 mol L™" phosphate buffer solution
(pH 5.0) using an HQg o, ,-CB-CTS-ECH/GCE-modified
electrode containing different mass of immobilized hydroqui-
none in a potential range from —0.1 to +0.35 V vs. Ag/AgCl
(3.0mol L " KCl) raised at 50 mV s '. The cyclic voltammo-
grams showed an oxidation peak at +0.18 V, and, changing the
potential scan direction, a reduction peak at +0.15 V can be
observed resulting in a peak potential separation (AE,) of
30 mV. The ratio between anodic (f,,) and cathodic current
(,c) was close to 1. Moreover, the peak potential separation
was independent of hydroguinone concentration, which is a
typical behavior of reversible redox processes and, addition-
ally, it involves the transter of two electrons once that AEp
value is near from the expected (29.6 mV) considering the
relationship from cyclic voltammetry theory [49]. CV experi-
ments at different scan rates (10-200 mV s~') were carried
out The anodic and cathodic peak currents ([p) varied with
scan rate, and a linear plot of Ip versus v %7 was obtained as it
is possible to observe in Fig. 3. With these results, we can infer
that the involved process is a mix of diffusion and adsorption
process. This behavior is in accordance with previous works
that report the electrochemistry of immobilized organic micro-
particles [8, 50] suggesting that the observed analytical signal
is an average of various immobilized microparticles with dif-
ferent sizes. A confirmation that H() remained immobilized
within crosslinked chitosan/carbon black film was observed
by cyclic voltammetry study (Fig. 4). One hundred scans were
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recorded and the obtained RSDs values were 5.3 and 10.8 for
anodic and cathodic currents, respectively. The high stability
of immobilized HQ could be attributed to the hydrogen bond
between the hydroxyl groups of HQ) molecule and amine
groups of chitosan polymer and/or the formation of
gquinhydrone, where a 1:1 molecular complex of
electrogenerated quinone [8]. Furthermore, we can infer that
the process is a genuine solid-state process [6, 7], where the
electron transfer and an ion transfer occur simultaneously [7].
Additionally, we believe that this H(}-reversible redox reac-
tion happens due to an insertion of ions from the electrolyte
into the microparticle surface. Once the immobilized micro-
particle is a good electronic conductor and the analyte has a
certain solubility in the solution [51], we believe that the dif-
fusion layer is limited to the interface between three-phase
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Fig. 2 Cyclic volammograms recorded m 0.2 mol L ! phosphate buffer
solution (pH 5.0) using the HQ\imob - CB-CTS-ECH/GCE-modified
electrode containing different immobilized hydroquinone mass/film:
0.00 (blank), 2.70, 5.40, 11.0, 16.0, and 24.0 ng
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Fig.3 Plots of I, vs.+"” obtained for anodic and cathodic peak currents
of HQjim,-CB-CTS-ECH/GC E-modified electrode

junction. So, the mass transfer can be descrbed by the planar
diffusion model [52]. In addition, considering the cyclic volt-
ammograms of Fig. 2, it was possible to note that anodic (f;.)
and cathodic peak currents ({,c) increased through the differ-
ent immobilized hydroguinone mass, suggesting the possibil-
ity of quantitative hydroquinone determination using volt-
ammetry of immobilized microparticles strategy.

Influence of experimental parameters

Initially, experiments were performed to find better prepara-
tion conditions of the chitosan film containing the target ana-
lyte immobilized. Thus, the influence of conductive material
type and crosslinking agent were evaluated, as well as the
strategy followed for construction of the crosslinked chitosan
film. The idea in these assays was to produce a stable chitosan
film over a GCE substrate ensuring a high analytical signal. In
the case of conductive material, the graphite powder and car-
bon black were evaluated considering the low cost, good con-
ductivity, and wide availability of these carbon-based mate-
rials. For both cases, the crosslinked chitosan films were pre-
pared containing 40 ng of immobilized hydroguinone.
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Fig. 4 Cyclic volammograms (100 cycles) recorded in 0.2 mol L :
phosphate buffer solution (pH 5.0) using the HQ(imon ) -CB- CTS-ECH/
GCE-modified electmde. CV conditions: start potential = —0.1 V, end
potential = 0.3 V, scan rate = S0 mV 57!

Figure 5a provides the differential pulse (DP) voltammograms
recorded using the GCEs modified with chitosan films based
on carbon black and graphite, and both present appropriate
conductivity to be used as modifier in the design of the pro-
posed chitosan film. As it can be seen, the use of crosslinked
CTS film containing carbon black showed a significant in-
crease in the hydroquinone analytical signal. Comparatively,
the anodic peak current obtained using the carbon black-
modified electrode was approximately 47 times greater than
that obtained using the graphite-modified electrode.
Therefore, carbon black was selected as the conductive mate-
rial for chitosan film construction for further studies. The best
performance of carbon black instead of graphite can be asso-
ciated with the higher surface area, derived from the high
porosity and nanometer scale of carbon black particles com-
pared to graphite powder as can be observed from the scan-
ning electron microscopy (SEM) images presented in Figs. 5h,
c. Figure 5d consists of SEM images recorded for the
crosslinked chitosan film containing CB nanoparticles (with
ECH crosslinking agent), showing that the chitosan film con-
fined carbon black nanoparticles forming a homogeneous
film.

Two different strategies to obtain crosslinked chitosan
films were tested using GA or ECH as a crosslinking agent.
Previous reports demonstrated that crosslinking agent could
interfere on the sensor response [28, 53]. Therefore, we eval-
uated the effect of crosslinking chitosan polymer via hydroxyl
(ECH) or amine ((GA) groups. For these assays, two
crosslinking agent solutions (2.5% (wv) GA and 1.0% (w/v)
ECH) were used and the analytical signal recorded for a hy-
droquinone immobilized (mass of 20 ng) was obtained (not
showed here). Under this condition, the peak current obtained
with ECH was about 65 times higher than the one obtained
using the GA crosslinked chitosan film. Therefore, ECH was
selected as the crosslinking agent for further studies.

The chitosan crosslinking procedure for preparation of the
modified electrode also was studied. For that, two simple pro-
cedures were tested. In both cases, a fixed immobilized hydro-
quinone mass of 50 ng was applied. In the first procedure, the
ECH crosslinking agent was added in the CB-CTS dispersion
and, therefore, the chitosan crosslinking reaction took place
before covering the GCE substrate. The experimental details
of this first procedure are those described in the experimental
section (see the "Preparation of the modified working
electrode™ section). In the case of the second procedure, an
aliquot of ECH solution was added on the GCE surface after
the addition of the CB-CTS dispersion containing hydroqui-
none on the GCE surface as follows: 6.8 uL of CB-CTS dis-
persion containing hydroquinone was dropped onto the GCE
surface and, next, 1.2 pL of 1L.0% (wv) ECH solution was
carefully added. The mixture onto GCE surface was mixed
carefully, and the solvent was evaporated for 2 h at room
temperature. Thus, the crosslinking chitosan reaction takes
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Fig. 5 a Differential pulse voltammograms recorded in 0.2 mol L™
phosphate buffer solution (pH 5.0) using the GCEs modified with
crosslinked chitosan-CB and crosslinked chitosan-graphite films contain-
ing 40.0 ng of immaobilized hydroquinone. DPV conditions: start

place directly on the electrode surface. The modified elec-
trodes used in the first procedure showed an enhanced and
more stable analytical signal towards hydroquinone electro-
oxidation (not showed here). The hydroquinone peak current
obtained by using this strategy was about three times higher
than those recorded by using the electrode obtained from the
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Fig. 6 a Differential pulse voltammograms recorded using the HOQ)imab -

CB-CTS-ECH/GCE-modified electrode containing 40.0 ng of

hydroquinone in phosphate buffer solution (pH 5.0) with different ionic
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potential = —0.1 ¥, end potential = +0.35 V. scan rate = 5 mV s L
amplitude = 25 mV, and interval ime = 50 ms. Inset: Graphic of [, vs.
carbon material. SEM image obtained for b carbon black. ¢ graphite, and
d cmsslinked chitosan-CB film

second strategy. Moreover, comparing the signal of three
modified electrodes, the relative standard deviation (RSD)
values obtained were 3.0 and 12.4% in the first and in the
second procedure, respectively. Therefore, the analytical sig-
nal recorded using the first preparation procedure was more
stable and reproducible. This strategy was adopted for the next
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strengths: 0.1, 0.2, and 0.4 mol L ! DPV conditions: start
potential = —0.1 V, end potential = +0.35 V, scan rate = 5 mV s,
amplimde = 80 mV, and interval time = 35 ms. b Graphic of [, vs. pH
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lable 1 Selection of DPV parameters

Parameter Stdied range Optimum value
Scanrate (mV 5 ') 2.5-10 5

Amplitude (mV) 10-100 80

Modulation time (ms) 10-40 35

assays and, the best performance from the use of this srategy
can be related to a better homogeneity of the obtained film.
The influence of chemical composition, pH, ionic strength,
and supporting electrolyte were investigated. Regarding the
chemical composition, 0.1 mol L™ KCI, 0.1 mol L™ acetate
buffer solution (pH = 5.0), and 0.1 mol L™" phosphate buffer
solution (pH = 5.0) were tested. The intensity and shape of the
anodic peak current points that the best response for the pro-
posed electrode was obtained in the phosphate buffer solution.
Then, the influence of the phosphate buffer ionic strength
solution was studied for 0.1, 0.2, and 0.4 mol L™ solutions
at pH = 5.0. In Fig. 6a, we can observe that the anodic peak
current increased up to 0.4 mol L' ionic strength; however, it
was selected 0.2 mol L™, since for 0.4 mol L™ ionic strength,
the gain in current was not significant (p =0.07) and led to a
positive shift of the peak potential. The pH dependence of
hydroguinone electrochemical response was studied using
0.2 mol L™" phosphate buffer solutions with pH ranging be-
tween 4.0 and 10.0. The graphic of [, versus pH is shown in
Fig. 6b. The obtained DP voltammograms demonstrated that
the supporting electrolyte pH directly influenced the hydro-
quinone oxidation reaction. Besides, the hydroguinone oxida-
tion peak current was higher between pH 4.0 and 5.0, and with
the pH increase, this signal gradually decreased, as expected,
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Fig. 7 Differential pulse voltammograms recorded in 0.2 mol L !
phosphate buffer solution (pH 5.0) using the HQ\,,, 4, ,-CB-CTS-ECH/
GCE-modified electrode containing different immobilized
hydroquinone mass: 0.00 (blank), 2.70, 5.40, 11.0, 16.0, 21.5, 27.0,
32.0, 38,0, and 43.0 ng. DPV conditions: start potential = —0.1 V, end
potential = +0.35 V, scan rate = S mV s L amplitude = 80 mV, and
mterval ime = 35 ms. Inset: analytical curve (I, vs. hydroguinone mass)

since the redox reaction involves protons. Therefore,
0.2 mol L' phosphate buffer solution (pH 5.0) was chosen
as the supporting electrolyte for further experiments.

The parameters of DPV technique were optimized, being
as follows: scan rate (v), amplitude (A), and modulation time
(t.,). The scan rate is one of the most important parameters to
be studied, since it is directly related with the resolution and
peak magnitude. Table 1 summarizes the ranges evaliated for
each parameter and the selected values, respectively. The op-
timal values of each parameter were obtained taking into ac-
count the maximum peak current for the oxidation of
immobilized hydroquinone (40 ng).

Analytical features

Under the optimized experimental conditions, the analytical
curve for hydroquinone was constructed to evaluate the ana-
lytical performance of the developed method. For this, DP
voltammograms were recorded for HQynoen -CB-CTS-ECH/
GCE-modified electrodes containing different concentrations
(in mass by film) of immobilized hydroquinone. Figure 7
shows the DP voltammograms and the respective analytical
curve (in inset). The analytical signal of hydrogquinone electro-
oxidation was linear in the range from 2.7 to 43 ng, vielding
the following linear regression equation (inset of Fig. 7) 4,
(Ay=—(341)* 1077 + (6% 1) * 10* hydroquinone mass (g).
The linear correlation coefficient of the calibration curve was
0.997, indicating a suitable linearity. The predicted LOD and
LOQ values were 0.045 and 0.1 5 ng of hydroquinone, respec-
tively. Therefore, high analytical sensitivity and very low de-
tectability level were achieved from the combination of con-
ductive and high surface area carbon black particles, high
adherent crosslinked chitosan film and voltammetry of
immobilized microparticles. We point out that the proposed

I

G T T
Hydroquinone Hydroquinone
+
Interferents

Fig. 8 Analytical signals recorded for hydroquinone standard in the
presence and absence of potential interferent substances (fluocinolone
acetonide and tretinoin)
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Fig. 9 Differential pulse voltammograms recorded in 0.2 mol L™
phosphate buffer solution (pH 5.0) using the HQyima -CB-CTS-ECH/
GCE-modified electrode containing 700 ng of immobilized
dermatologic cream mass (samples A, and A;). DPV conditions: start
potential = —0.1 V, end potential = +0.35 V. scan rate = S mV s L
amplitude = 80 mV, and interval time = 35 ms

analytical method is the first application of VIM for quantita-
tive analysis, acting as pioneer work in opening several future
possibilities for applications in analytical chemistry.
The repeatability of the modified electrode preparation was
performed from experiments with two levels of immobilized
hydroquinone mass (17 and 33 ng). In this study, three elec-
trodes were prepared for each level of immobilized mass and
independent measurements for each electrode were performed
in triplicate. For both levels of immobilized hydroguinone
mass, the relative standard deviation (RSD) showed low
values (<5.0%), providing evidence of the repeatability, feasi-
bility, and facility on the preparation of the proposed
electrode.
The response stability of the modified electrode containing
22 ng of immobilized hydroguinone was evaluated by 30
successive measurements using DPV, in order to observe the
lifetime response of the electrode. With this procedure, an
RSD of 6.5% was obtained for peak current. Therefore, it
was clear that after being immobilized within CB-CTS matrix,
a very low mass of hydroquinone is lost from the electrode by
mobility of hydroguinone molecules from the film to the aque-
ous medium and the sensor can be applied with high stability
for DPV measurements.

The possible interference effects of some majority concom-
itant substances found in dermatologic cream samples were
also investigated. Among the majority of substances present in
this type of samples, fluocinolone acetonide and tretinoin
stands out. The possible interference of these substances on
the hydroquinone determination by the proposed VIM proce-
dure was evaluated from measurements performed in the ab-
sence and presence of these compounds. The tested HQ/
majority compound ratios for fluocinolone acetonide and tre-
tinoin were 400:1 and 80:1, respectively (which are the typical
ratios found in commercial cosmetic products). From the com-
parison of H() analytical signal in the presence and absence of
the possible potential interferents (Fig. 8), a relative standard
deviation (RSD) equal to —1.7% was obtained. This low RSD
value demonstrated the selectivity of the proposed VIM pro-
cedure related to major substances present at cosmetic matrix
samples.

Analysis of cosmetic samples

The proposed method based on combination of VIM tech-
nique and carbon black-based crosslinked chitosan films was
applied for hydroquinone determination in two commercial
dermatologic cream samples. In Fig. 9, it is possible to ob-
serve the voltammograms for both samples. The results ob-
tained for the sample analysis by the proposed and compara-
tive (UV-vis spectrophotometry) procedure are summarized in
Table 2, and it is possible to observe similar results between
both methods. In the sample A1, the hydroquinone concentra-
tion quantified were 0.044 and 0.038 mg kg ' by comparative
and proposed method, respectively. To the sample A2, the
valies of hydroguinone obtained were 0.046 and 0.042 by
comparative and proposed method, respectively. The hydro-
quinone content specified by the manufacturers is 4% m/m for
both samples, and the results obtained with the proposed
method (3.8 and 4.2% for Al and A2, respectively) showed
similar concentration levels to that described by manufactures.
However, sample A2 presented hydrogquinone concentrations
level higher than the recommended by Brazil's National
Health Surveillance Agency (4% m/m) [42]. The RSD per-
centages obtained for the comparnison of labeled hydroquinone
content and obtained by the proposed VIM procedure (RSD,)
were lower than +5.0%. Companng the results obtained by the

Table 2 Concentration levels of

hydrogquinone in the analysis of Sample Hydroquinone content (mg kg ™) RSD*(%)  RSD.” (%)
commercial dermatologic cream
samples Labeled vahe Comparative method Proposed method

Ay 004 0.044 £ 0.001 0.038 £+ 0.001 =50 —13.6

Az 0.04 0.046 +0.001 0.042 + 0.001 +5.0 —8.7

*RSD; = 100 = (proposed — labeledy/labeled
PRSD, = 100 * (proposed — comparative )comparative
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proposed and comparative procedures, RSD values (RSDs)
for Al and A2 were —13.6 and —8.7%, respectively, demon-
strating the concordance of the results obtained by both
methods. In addition, the statistical paired ¢ test was applied,
with the foperimentar (7-97) lower than the fy,.opetica Value
(12.71) at a 95% confidence level, proving that the results of
both procedures are statistically equal. These set of results
proved the accuracy and reliability of the proposed VIM pro-
cedure, demonstrating the viability of this analytical strategy
for hydroquinone monitoring in dermatologic cream samples.

Conclusions

A new advance in the analytical exploring of VIM technique
was reported in this work. This electroanalytical technique
was combined with simple dropping-coating to provide deter-
mination of hydroquinone in dermatologic cream samples.
The hydroquinone standard and samples were immobilized
within a crosslinked chitosan film containing carbon black
particles. All pertinent experimental parameters were subject-
ed to optimization, and under optimum conditions, an analyt-
ical curve for hydroquinone was constructed in the linear
range of 2.7 to 43 ng (correlation coefficient of 0.994) with
LOD and LOQ of 0.045 and 0.15 ng. respectively. Through
repeatability and lifetime studies, the proposed procedure ef-
ficacy of particle immobilization was demonstrated. Finally,
cosmefic samples based on hydroquinone were directly and
successfully analyzed by the proposed VIM procedure and the
results are in accordance with the comparative method. The
results reported in this work represent an exciting novelty for
the electroanalytical chemistry scenario, and different new
applications of VIM can be developed.
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