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RESUMO

Titulo: Desenvolvimento de sensor quimicamente modificado com carbon black

e pectina para detec¢ao de benzofenona-3

Autor: Mayara Cristina Mombach Lorenz

Orientadora: Prof2. Dr2. Daiane Dias

A benzofenona-3 (BZ3) € um ingrediente ativo muito utilizado em formulacgdes
cosméticas como filtro UV e em virtude disso tem gerado bastante preocupacao
devido a comprovagédo em estudos recentes de atuar como desregulador enddcrino
comum entre a populagao. Por isso, propde-se neste trabalho, o uso de carbon black
juntamente com o biopolimero pectina na modificagdo de um eletrodo de carbono
vitreo (CB-PEC/GCE) para a determinacdo de BZ3 em amostras de cosmeéticos.
Dentre os processos de reticulagao quimica ou fisica que a pectina foi submetida para
reticular o polimero, a reticulagdo fisica (25 varreduras ciclicas em solugéo de
K4Fe(CN)s em meio de KCI) foi a que apresentou uma melhor resposta eletroquimica
para o BZ3. Além disso, em analise realizada por microscopia eletrénica de varredura
(MEV) observou-se a formacgéo de pequenos cristais na superficie do sensor apos a
reticulacao fisica do biopolimero. Através da avaliacdo do BZ3 por voltametria de
pulso diferencial (DPV), o eletrdlito suporte escolhido foi o tampéao Britton-Robinson
(0,1 mol L"), com melhor resposta de corrente obtida em pH 6,0. Para os parametros
inerentes a DPV, o potencial de deposi¢cao de -0,7 V, potencial step de -0,012 V e
amplitude de 0,09 V foram as condi¢des otimizadas. Em experimentos futuros, serao
realizadas avaliagbes das figuras de mérito do método, assim como, caracterizagao
eletroquimica por espectroscopia de impedancia eletroquimica e determinacdo da
area eletroativa do sensor eletroquimico proposto. Até o momento, o sensor mostrou-
se adequado e estavel para a determinacao de BZ3 e espera-se utiliza-lo com sucesso

na quantificagdo deste analito em amostras de formulagdes cosméticas.

Palavras-chave: benzofenona, carbon black, pectina, sensor eletroquimico.
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ABSTRACT

Title: Development of chemically modified sensor with carbon black and pectin
for the detection of benzophenone-3
Author: Mayara Cristina Mombach Lorenz

Advisor: Prof2. Dr2. Daiane Dias

Benzophenone-3 (BZ3) is an active ingredient most used in cosmetic
formulations as a UV filter and because of that it has generated a lot concern due to
evidence in recent studies to act as a common endocrine disruptor among the
poppulation. Therefore, we propose the use of carbon black and pectin biopolymer in
the modification of a glassy carbon electrode (CB-PEC/GCE) for the determination of
BZ3 in cosmetic samples. Among the chemical or physical cross-linking processes that
pectin was subjected to cross-link the polymer, physical cross-linking (25 cyclic scans
in KaFe (CN)s solution in KCI medium) presented the best electrochemical response
for BZ3. In addition, in analysis performed by scanning electron microscopy (SEM), the
formation of small crystals on the sensor surface was observed after the physical
cross-linking of the biopolymer. Using differential pulse voltammetry (DPV), the best
current response of BZ3 was obtained in Britton-Robinson buffer (0.1 mol L") pH 6.0.
For the parameters inherent to DPV, deposition potential of -0.7 V, step potential of -
0.012 V and amplitude of 0.09 V were the optimized conditions. In future experiments,
evaluations of the figures of merit of the method will be carried out, as well as,
electrochemical characterization by electrochemical impedance spectroscopy and
determination of the electroactive area of the proposed electrochemical sensor. So far,
the sensor has been shown to be suitable and stable for the determination of BZ3 and
it is expected to be used successfully in the quantification of this analyte in samples of

cosmetic formulations.

Keywords: benzophenone, carbon black, pectin, electrochemical sensor.
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1.INTRODUGAO

Com a crescente preocupacido aos danos causados pelos raios ultravioletas
(UV) incididos diariamente na superficie terrestre, filtros ultravioletas de natureza
organica, também conhecidos como filtros quimicos, tém sido incorporados a
protetores solares e cosméticos em geral, a fim de diminuir os danos causados por
esse tipo de radiag&o e principalmente prevenir o cancer de pele (AN; ANDERSON,
2018; CARDOSO; ARMONDES; FERREIRA, 2008). Filtros UV sdo moléculas que
absorvem a alta energia dos raios UV (com comprimentos de onda inferiores a 400
nm) e as transformam em comprimentos de onda mais longos de baixa energia (na
faixa da luz visivel ou no infravermelho) que sdo menos nocivos a saude (NEVES et
al., 2019; SCHALKA; REIS, 2011).

Dentre os filtros organicos presentes no mercado, a benzofenona-3 (BZ3, 2-
hidroxi-4-metéxibenzofenona, também conhecida como oxibenzona) € um dos
principios ativos utilizados nas formulagdes cosméticas oferecendo protecédo contra
raios UVA (320-400 nm) e UVB (290-320 nm) (CARDOSO et al., 2007; VIDAL et al.,
2008). Porém, estudos recentes apontam suas caracteristicas lipofilicas com grande
potencial de bioacumulacdo e biomagnificacdo ao longo da cadeia alimentar, sendo
considerado um desregulador enddcrino e um poluente comum nas areas costeiras,
causando a descoloracao e morte gradativa de recifes de corais (DOWNS et al., 2016;
JIMENEZ-DIAZ et al., 2013; ZHANG; LEE, 2012).

O BZ3 é permitido em uma concentragdo maxima de 6% nas formulagdes
cosmeéticas prontas para uso nos paises da Uniao Europeia e Estados Unidos, e 10%
nos paises do Mercosul, incluindo o Brasil (ANVISA, 2016; FDA, 1999; UNIAO
EUROPEIA, 2009). Assim, o desenvolvimento de métodos analiticos simples, rapidos
e de baixo custo que fazem a determinagcdo do BZ3 em cosméticos sao de
fundamental importancia para a regulamentagao deste composto devido aos efeitos
colaterais indesejados atrelados ao seu uso (HOJEROVA; PERACKOVA;
BERANKOVA, 2017; JIMENEZ-DIAZ et al., 2013; SALVADOR; CHISVERT, 2005).

Os métodos mais utilizados atualmente para a quantificagdo de BZ3 em

cosméticos e produtos de cuidado pessoal sdo a cromatografia gasosa acoplada ao
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detector de espectrometria de massas (GC-MS, do inglés gas chromatography — mass
spectrometry) (RUBIO et al., 2019; VILA et al., 2015) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC, do inglés high performance liquid chromatography) acoplado ao
detector UV/Vis (CHISVERT; SALVADOR; PASCUAL-MARTI, 2001; CHISVERT;
TARAZONA; SALVADOR, 2013; YANG et al., 2011) ou arranjo de diodos (ALMEIDA
etal., 2013; WHARTON et al., 2015), sendo a HPLC a técnica recomendada para este
fim no Guia de Controle de Qualidade de Produtos Cosméticos publicado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (ANVISA, 2008).

Métodos desenvolvidos utilizando cromatografia geralmente sdo bastante
sensiveis apresentando baixos limites de detecgao (LD) e quantificagdo (LQ), mas na
maioria das vezes, demandam muito tempo de analise, pois necessitam de etapas
exaustivas de preparo de amostra, além de gerar uma quantidade alta de residuos
(BONI et al., 2010). Por outro lado, os métodos eletroquimicos tém surgido como uma
alternativa, mas ainda pouco utilizada para a quantificacdo destes compostos em
formulacdes de protetores solares (LORES et al., 2016). Estes métodos, em especial
a voltametria, possuem a vantagem de serem mais rapidos quando comparados aos
meétodos cromatograficos devido ao menor tempo dedicado ao preparo da amostra,
menor geracao de residuos e também menor custo com a possibilidade de utilizar
materiais sustentaveis na fabricagdo e/ou modificagdo de eletrodos (LARANJEIRA et
al., 2011).

Além disso, na voltametria é possivel utilizar materiais alternativos para a
fabricacdo ou modificagao de sensores para a detecgao e quantificacdo de analitos
diversos, devido a crescente preocupacgado com a toxicidade do convencional eletrodo
de mercurio (BONI et al., 2010). Assim, os sensores quimicamente modificados com
nanoparticulas, nanomateriais, biomoléculas, entre outros utilizados como sensores
eletroquimicos apresentam sensibilidade, seletividade, exatiddo e, precisao
semelhantes aos eletrodos convencionais, pois melhoram a transferéncia eletrénica
na interface eletrodo/solu¢cdo, aumentando assim a resposta eletroquimica do analito
(ARINO et al., 2017).

Materiais carbonaceos como o carbon black (CB) sao utilizados como
condutores na modificacdo de sensores, pois apresenta propriedades como alta
condutividade, ampla area superficial, estabilidade e robustez, além de ter um menor
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custo-beneficio quando comparado com grafeno, grafite e nanotubos de carbono,
obtendo respostas eletroquimicas semelhantes (MAZZARACCHIO et al., 2019). O CB
pode ser combinado com biopolimeros como por exemplo, a pectina, para a obtengao
de dispersdes homogéneas que quando depositadas sobre a superficie limpa e polida
de um eletrodo sdlido, formam filmes capazes de obter respostas eletroquimicas
aprimoradas para determinados analitos (AREVALO et al., 2017).

A pectina, um biopolimero composto por unidades de acido D-galacturénico, é
extraida principalmente de frutas citricas, tendo sua principal aplicagao na industria
alimenticia e farmacéutica como agente gelificante (CHIRUG et al., 2018; LASCOL et
al., 2018). Por ser um polissacarideo com uma alta solubilidade em agua, processos
de reticulagdo sdo necessarios para diminuir a sua solubilidade e aumentar a sua
estabilidade. A pectina pode ser reticulada a partir de agentes como glutaraldeido
(GA) e epicloridrina (ECH), por exemplo, mas também interage com cations mono e
divalentes, dependendo dos grupos funcionais presentes na pectina.

Considerando que, estudos utilizando CB e pectina na modificagdo de sensores
ainda s&o escassos, 0 presente trabalho apresenta o desenvolvimento de um sensor
eletroquimico elaborado com materiais sustentaveis (eletrodo de carbono vitreo
modificado com filme de pectina e CB) de facil preparo podendo ser utilizado varias
vezes ao longo do dia na quantificagdo de BZ3 sem precisar de manutencgao e que

pode ser aplicado em amostras de formulagdes cosméticas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Propor um sensor eletroquimico quimicamente modificado a base de filme de
pectina e carbon black para posterior aplicagado na determinagao de BZ3 em amostras

de protetores solares comerciais.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a influéncia da pectina (extraida de casca de laranja) na imobilizagéo
de CB em eletrodo de carbono vitreo (via drop casting) na resposta voltamétrica de
BZ3;

e Avaliar o efeito de agentes reticulantes (GA e ECH) no procedimento de
reticulagcédo da pectina e na resposta voltamétrica de BZ3;

e Avaliar o efeito de reticulacdo da pectina através de voltametrias ciclicas
realizadas em KCI 0,5 mol L' e em meio de KsFe(CN)s 0,1 mol L' e KCI 0,5 mol L™
e, posterior avaliagdo na resposta voltamétrica de BZ3;

e Avaliar o efeito do pH, composicdo e concentracdo do eletrélito suporte na
resposta voltamétrica de BZ3;

e Caracterizar morfologicamente o sensor utilizando microscopia eletrénica de
varredura (MEV);

e Otimizar os parametros voltamétricos (faixa de varredura, potencial de
deposigao, potencial step e amplitude) através da técnica de voltametria de pulso
diferencial (DPV, do inglés differential pulse voltammetry), utilizando o sensor
eletroquimico desenvolvido, na resposta voltamétrica de BZ3;

¢ Avaliar a estabilidade do sensor eletroquimico desenvolvido;

e Avaliar o comportamento eletroquimico de BZ3 no sensor eletroquimico
desenvolvido;

e Analisar amostra de protetor solar comercial por espectrofotometria UV/Vis.



22

3.REFERENCIAL TEORICO

3.1 Filtros UV

A demanda por protecdo solar tem aumentado em todo o mundo nas ultimas
décadas, devido aos efeitos nocivos causados pela radiagdo ultravioleta como
queimaduras solares, envelhecimento da pele e o crescente numero de casos de
cancer de pele diagnosticados anualmente (OSTERWALDER; SOHN; HERZOG,
2014; SEO et al., 2019). Para isso, cremes dermatolégicos e outros produtos
cosméticos contendo substancias conhecidas como filtros UV em suas formulagbes
tem sido importantes instrumentos para a diminuigdo destes danos.

Com o intuito de oferecer produtos com alta protecéo, formulagdes com Fator
de Protecgéo Solar (FPS) cada vez maiores tem sido langados no mercado, sendo que
atualmente, cerca de 70% destes produtos chegam a alcangar um FPS igual ou
superior a 30 (OSTERWALDER; SOHN; HERZOG, 2014; SOHN et al., 2020). Em
virtude disto, combinagdes com diferentes filtros UV sao feitas para aumentar o FPS
sem precisar aumentar a concentragdo do ingrediente ativo que o compde, sendo
utilizadas duas classes de compostos para este fim: os filtros UV orgéanicos e os
inorganicos.

Filtros UV inorganicos, também conhecidos como filtros fisicos, sdo moléculas
inorganicas (como TiO2 e ZnO) que refletem a radiagdo, enquanto os filtros UV
organicos (também conhecidos como filtros quimicos) absorvem a radiagao com alta
energia e transformam em radiagdes de menor energia que sao inofensivas aos seres
humanos (CHISVERT; SALVADOR, 2018; FLOR; DAVOLOS; CORREA, 2007). Os
filtros orgénicos sé&o classificados em diferentes familias de acordo com sua estrutura
quimica, como as benzofenonas, acido p-aminobenzdico e derivados, salicilatos,
cinamatos, benzotriazois, canforas e seus derivados, entre outros (CADENA-AIZAGA
et al., 2020; CHISVERT; SALVADOR, 2018).

Estes compostos geralmente possuem estruturas aromaticas simples ou
multiplas, com cadeias laterais mostrando diferentes graus de saturacéo. Além disso,
sdo geralmente soluveis em matrizes gordurosas, embora possam conter fragdes

ionizaveis como a fragdo sulfénica (-SOsH) ou carboxilato (-COOH), os quais
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permitem a sua solubilidade em agua (CHISVERT,; SALVADOR, 2018). Devido as
suas caracteristicas lipofilicas e seu uso principalmente na aplicagdo sobre a pele,
alguns destes compostos podem ser absorvidos, metabolizados e eventualmente
bioacumulados e/ou excretados (CHISVERT et al., 2012; GIOKAS; SALVADOR,;
CHISVERT, 2007).

Estudos apontam a presenca de filtros UV orgéanicos na urina (CALAFAT et al.,
2008; FREDERIKSEN et al., 2017; KAWAGUCHI et al., 2009; KRAUSE et al., 2017),
placenta humana (JIMENEZ-DIAZ et al., 2013), leite materno (MOLINS-DELGADO et
al., 2018) e plasma humano (JANJUA et al., 2008) possibilitando desencadear
atividades estrogénicas e antiandrogénicas, podendo afetar a fungcéo da tireoide, a
puberdade, o crescimento e desenvolvimento dos 6rgaos genitais (KRAUSE et al.,
2012, 2017; LORIGO; MARIANA; CAIRRAO, 2018; WATANABE et al., 2015).

Além disso, filtros UV organicos tém se mostrado serem persistentes no meio
ambiente, sendo considerados compostos de preocupagdo emergente, ja que os
mesmos sao encontrados com muita frequéncia em agua do mar, aguas superficiais
e subterraneas, e em sedimentos (APEL; JOERSS; EBINGHAUS, 2018; SUNYER et
al., 2019; TSUI et al., 2015; ZHANG; LEE, 2012). Estudos toxicoldgicos realizados
com espécies marinhas também demonstram os variados efeitos toxicos exercidos
por estes compostos no ambiente e absorvidos pelas espécies em contato,
desencadeando principalmente atividades hormonais e mudangas indesejadas
durante as diversas fases de desenvolvimento (ARAUJO et al., 2018; CHEN et al.,
2018; LOZANO et al., 2020; WATANABE et al., 2015).

Estes compostos podem ser introduzidos no ambiente marinho de forma direta,
através dos banhistas que aplicam filtros UV organicos sobre a pele antes de entrarem
na agua do mar (valido também para aguas recreacionais em geral e piscinas), e
também de forma indireta, através da descarga de efluentes das estagbes de
tratamento de esgoto. Por isso é que os filtros UV organicos, em especial a
benzofenona-3, tem causado grande preocupagdao entre ambientalistas por
apresentar efeitos nocivos nos ecossistemas de recifes de corais, pois em
concentragdes suficientes (6,5 ug L' na presenca de luz e 10 ug L' na auséncia de

luz), BZ3 pode danificar o DNA dos corais, causar deformidades nos corais juvenis,
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aumentar a suscetibilidade a infec¢des virais e tornar os corais mais suscetiveis ao
branqueamento (DANOVARO et al., 2008; DOWNS et al., 2016; LEVINE, 2020).
Regides turisticas banhadas pelo Oceano Pacifico, como os arquipélagos do
Havai (estado norte-americano) e a Republica de Palau (pais na Oceania), por
exemplo, aprovaram leis que proibem a venda e distribui¢cdo de protetores solares que
contenham em sua composi¢cdo BZ3 e outros 10 ingredientes, com o intuito de
preservar o seu ecossistema marinho, incentivando também o uso de protetores reef-
friendly (amigo do recife, ou seja, que n&do causam danos aos recifes de corais) e de
outros métodos de protegcédo que nao prejudiquem a vida marinha (LEVINE, 2020). Por
isso, é de extrema importancia o estudo e determinagcdo da concentracdo destes

compostos em produtos cosméticos, em respeito a vida humana e ao meio ambiente.

3.2 Benzofenona-3

Benzofenona-3 (BZ3, 2-hidroxi-4-metdxibenzofenona, também conhecida
como oxibenzona) € um ingrediente ativo utilizado como agente de protecéo solar em
uma grande variedade de produtos cosméticos, mas também atua como fotoiniciador
em tintas e vernizes, como estabilizador de revestimentos plasticos de superficie para
evitar a fotodegradacédo de polimeros e é aprovado como aditivo alimentar indireto
pela Administragdao de Medicamentos e Alimentos dos Estados Unidos (FDA, do inglés
U.S. Food and Drug Administration) (FDA, 2019; GHAZIPURA et al., 2017; KIM; CHOI,
2014). As benzofenonas em geral, possuem propriedades de absorgédo de raios UV,
caracteristica de suas estruturas compostas por dois anéis benzénicos unidos por um
grupo carbonil (diferindo nos grupos funcionais interligados em diferentes posi¢des do
anel), como mostrado na Figura 1 (KIM; CHOI, 2014).

Figura 1. Estrutura molecular do BZ3.

OH O
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BZ3 € um composto fotoestavel que absorve a radiagao na faixa do UVB ao
UVA (288 a 325 nm) e a transforma em comprimentos de onda maiores que séo
menos danosos ao corpo humano. E lipofilico com potencial de bioacumulacéo, sendo
seu ponto de ebuligdo igual a 370,3 °C e seu log de Kow aproximadamente a 4,0
sugerindo a sua lenta biodegradagao e baixa volatilizagdo em aguas superficiais,
favorecendo a sua adsorgdo em sedimentos e sélidos em suspensdo (CALAFAT et
al., 2008; GHAZIPURA et al., 2017; KIM; CHOI, 2014).

Devido ao seu potencial lipofilico, estima-se que cerca de 1 a 10% de BZ3 seja
absorvido pela pele a partir de aplicacao topica de produtos que contenham BZ3 em
sua formulagéo, sendo parcialmente excretada na urina em sua forma original ou
também na forma de metabdlitos (benzofenona-1, benzofenona-8 e 2,3,4-trihidroxi
benzofenona) (KIM; CHOI, 2014; SCHNEIDER; LIM, 2019). Em estudo realizado pelos
Centros de Controle e Prevencdo de Doencas dos EUA, no ano de 2008, BZ3 foi
encontrada em 96,8% das amostras de urina analisadas, indicando que a populagao
americana esta amplamente exposta a BZ3 oriunda, principalmente, do uso diario de
produtos cosméticos (CALAFAT et al., 2008).

Além de ser comumente detectada na urina, BZ3 também tem sido encontrada
em amostras de leite materno (MOLINS-DELGADO et al., 2018) e plasma humano
(JANJUA et al., 2008). Em consequéncia, estudos tem relacionado BZ3 como um
desregulador enddcrino, suspeitando que o mesmo pode reduzir a duragao do periodo
gestacional (GHAZIPURA et al., 2017; TANG et al., 2013; ZHONG et al., 2020),
influenciar no crescimento fetal subétimo (FERGUSON et al., 2018), causar apoptose
de células neuronais (WNUK et al., 2018) e ser associada com a doenga de
Hirschsprung (anormalidade intestinal que afeta neonatos) (DINARDO; DOWNS,
2019).

BZ3 também é frequentemente o filtro UV organico com maior indice de
deteccdo entre as amostras ambientais, com altas concentragdes encontradas
principalmente em aguas recreacionais (praias, piscinas publicas, lagos, entre outros)
durante o ano todo, mas tem maior ocorréncia durante o verdo (EKPEGHERE et al.,
2016; SCHNEIDER; LIM, 2019). Pesquisadores tem comprovado varios efeitos
adversos do BZ3 na biodiversidade aquatica, sendo sua toxicidade similar a de metais

como cobre, mercurio, chumbo, cadmio e zinco no meio ambiente, comparando-se
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aos seus valores de ECso (concentracdo de efeito em 50% da populacdo estudada),
encontrados no estudo realizado por Paredes et al. (2014).

Como apenas um maximo de 10% de BZ3 aplicado sobre a pele é absorvido
pelo organismo, o restante acaba sendo lavado em fonte de aguas naturais ou no
préprio banho, sendo entdo levado para as estagdes de tratamento de agua e esgoto
(SCHNEIDER; LIM, 2019). Devido as caracteristicas fisico-quimicas, BZ3 acaba
também tendo como destino final as aguas superficiais e subterraneas, pois 0 mesmo
nao consegue ser removido das fontes de agua pelos tratamentos convencionas de
agua e esgoto (CADENA-AIZAGA et al., 2020; SCHNEIDER; LIM, 2019).

Nas regides costeiras, altas concentracées de BZ3 tem causado danos aos
recifes de corais (que abrigam milhares de espécies de algas e animais marinhos)
sofrendo estresse oxidativo e expelindo as algas de sua superficie tornando o coral
branco (fendmeno conhecido como branqueamento) e que geralmente leva a morte
do coral (DOWNS et al., 2016; SCHNEIDER; LIM, 2019). Neste sentido, leis tém sido
implementadas afim de banir o uso de filtros solares por banhistas e mergulhadores,
que contenham em sua formulagdo BZ3 com o intuito de preservar a biodiversidade
dos recifes de corais em diversas regides turisticas, como o estado americano do
Havai e a Republica de Palau (LEVINE, 2020).

Ao encontro disto, legislagbes em todo o mundo também dispde sobre as
concentracbes maximas de BZ3 permitidas no produto pronto para uso, para amenizar
os efeitos adversos observados para a saude humana como também os danos
causados ao meio ambiente. Na Unido Europeia (UE) e Estados Unidos, a
concentragdo maxima permitida € de 6%. Além disso, na UE, produtos cosméticos
que contenham concentragdées maiores que 0,5%, a expressao “contém benzofenona-
3” deve estar inclusa no rétulo do produto (FDA, 1999; UNIAO EUROPEIA, 2009). Ja
nos paises do Mercosul, incluindo o Brasil, BZ3 pode ser utilizada em até 10% da
formulagao final dos produtos cosméticos (ANVISA, 2016). Assim, desenvolvimento
de métodos analiticos que facam a quantificacdo de BZ3 em cosmeéticos sao
necessarios afim de regulamentacgao, especialmente métodos que sejam rapidos, de

facil manipulagao e que tenham um bom custo-beneficio.
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3.3 Determinacao analitica de BZ3

A Tabela 1 e 2 apresentam os trabalhos que realizam a determinagdo de BZ3
em amostras de cosméticos, fazendo uso de técnicas de separagao e voltamétricas,
respectivamente.

Pode-se observar nas Tabela 1 e 2, que os trabalhos listados que fazem a
determinacdo de BZ3 em cosméticos foram mais estudados por técnicas de
separagao considerando as caracteristicas fisico-quimicas destes compostos, sendo
que mais de 50% dos trabalhos citados na Tabela 1 utilizaram a cromatografia liquida
pela sua tradicionalidade e por ser um equipamento fundamental em laboratérios de
pesquisa. Além disto, as técnicas cromatograficas possuem a vantagem de realizar a
quantificacdo de varios filtros UV em uma mesma analise cromatografica, como
mostrado na Tabela 1.

Apesar da espectrofotometria UV/Vis ser pouco utilizada para a quantificagao
de BZ3 em cosméticos, a mesma pode ser utilizada adequadamente para este fim,
com preparo de amostra simples (diluigdo em tetrahidrofurano com filtragdo, por
exemplo), desde que a quantificacdo seja feita apenas para analitos que absorvem
comprimentos de onda em faixas diferentes, para que nao haja sobreposig¢ao de sinal
(CHISVERT; SALVADOR; PASCUAL-MARTI, 2001). Por este motivo, a separagao
cromatografica com posterior detecgdo por UV/Vis ou DAD é mais indicada para
analises simultaneas multianalitos.

Ja as técnicas voltamétricas, representam uma menor parcela dentre os
trabalhos publicados (Tabela 2) alcangando LDs maiores do que quando comparados
com LDs alcangados por métodos cromatograficos, por exemplo. Além disso,
percebe-se que os menores LDs s&o obtidos quando etapas de preparo de amostra
morosas sao realizados, que incluem processos de extracdo da amostra (descrito por
WU et al., 2008 e YANG et al., 2011, por exemplo) enquanto que para técnicas
voltamétricas etapas simples e rapidas que envolvem apenas diluicao, sonicagao e/ou
agitacdo e centrifugacdo sdo necessarias (CARDOSO et al.,, 2007; CARDOSO;
ARMONDES; FERREIRA, 2008; LARANJEIRA et al., 2011). Por isso, para fins de
quantificacdo em amostras de cosméticos, o uso de técnicas com menor sensibilidade

(como a voltametria) em vista as técnicas anteriormente citadas é suficientemente
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Tabela 1. Relacdo de trabalhos que fazem a determinagdo de BZ3 em amostras de cosméticos utilizando técnicas de

separacao.
LD para BZ3 A
- Amostra Preparo de amostra  Técnica analitica P Referéncia
Analitos (ug L)
. ~ ALMEIDA et al.
A microextracao com ’
BZ3 e trés outras Protetor solar e HPLC-DAD 10 2013
benzofenonas barra adsortiva
Diluigdo em EtOH com _ CHANG; YOO;
BZ3 e outros 13fitros Uy Frotetorsolar L doefitracio o VVie 360 LEE, 2015
CHISVERT;
Protetor solar, )
) . Diluicdo em EtOH com . TARAZONA;
BZ3 e outros 14 filtos Uy~ PAlsamolablale Lo o e filtracdo LC-UVVis 90 SALVADOR,
logao spray 2013
Diluicdo em ORSI et al
Protetor solar em _ _ "
BZ3 e outros 11 filtros UV 10GH0 & em 6leo MeOH:CH3COOH com HPLC-UV/Vis 1200 2006
sonicacgao e filtragcao
DENCAUSSE et
Protetor solar Diluicdo em EtOH HPLC-DAD NI

BZ3 e 3 outros filtros UV

al., 2008



BZ3 e outros 5 filtros UV

BZ3 e outros 7 filtros UV

BZ3 e outros 9 filtros UV

BZ3 e outras 9

benzofenonas

BZ3 e outras 7

benzofenonas

BZ3 e outros 8 filtros UV

BZ3 e outros 7 filtros UV

Protetor solar,
batom e creme de Diluicdo em EtOH

balsamo

) Diluicdo em MeOH e
Oleo de bronzear _
sonicagao

Diluicdo em MeOH
Cosmeéticos com agitacao e
centrifugacao

Diluicdo em MeOH
Protetor solar com agitacao e

centrifugacéo
Diluigdo em acetonitrila
Protetor solar com agitacao e

centrifugacéo
Diluicdo em THF:alcool
Protetor solar isopropilico com

sonicacao e filtragao

Protetor solar Diluigao em MetOH

LTP-MS

DART-MS

MEKC-DAD

MEEKC-UV/Vis

CEC-DAD

UHPSFC-PDA

SFC-PDA

31,9

NI

NI

340-730

2660

NI

NI
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DING et al.,
2018

HAUNSCHMIDT
etal., 2011

HSIAO et al.,
2015

HUANG et al.,
2005a

HUANG et al.,
2005b

KHALIKOVA et
al., 2018

LESELLIER;
MITH;



BZ3 e outros 8 filtros UV

BZ3 e outros 10 filtros UV

BZ3 e BZ4

BZ3 e outras 3

benzofenonas

Cosméticos

(emulsao, pasta e

spray)

Cremes, logoes,

bases, p6 e batom

Protetor solar

Protetor solar

Diluicdo em MeOH
com agitagao e
centrifugacao
Diluicdo em
MeOH:THF:H20:HCIO4
ou somente em THF
(dependendo da
amostra) com

sonicagao
Diluicdo em

MeOH:H20 com

sonicacao e filtragéao

DDA-IL-DLLME

MEKC-DAD

HPLC-DAD

MEKC-DAD

MEKC-UV/Vis

456,5

300

2260

5,3
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DUBRULLE,
2015

LIN et al., 2015

LIU; WU, 2011

LOPEZ-
GAZPIO;
GARCIA-

ARRONA;
MILLAN, 2015

MA et al., 2015



BZ3 e outros 11 filtros UV

BZ3 e outros aditivos

BZ3 e outros 17 filtros UV

BZ3 e outros 14 filtros UV

BZ3 e outros 15 filtros UV

BZ3 e outras 6

benzofenonas

BZ3 e outras 6

benzofenonas

Cosméticos em Diluicdo em EtOH com

geral sonicacgao e filtragcao
Diluicdo em EtOH com

Protetor solar L _ B
agitacéo e filtragéao

Diluicdo em EtOH com
Protetor solar . _
sonicacao e filtragao

Creme facial, gloss

labial e maquiagens PLE
Protetor solar,

batom, esmalte e PLE
gel de cabelo

Protetor solar SFE

Protetor solar, L
B Diluigdo com MeOH ou
batom, logdo o
extracao liquido-liquido
refrescante e _ .
. . com filtracdo
antibacteriana

HPLC-DAD

GC-MS

LC-UV/Vis

HPLC-MS/MS

GC-MS/MS

CZE-UV/\Vis

HPLC-UV/Vis

170

142,67

1100

12

38

707

340

31

NYEBORG et
al., 2010

RUBIO et al.,
2019

SALVADOR,;
CHISVERT,
2005

VILA et al., 2016

VILA et al., 2015

WANG,; LEE,
2003

WANG, 1999



BZ3 e outros 9 filtros UV Protetor solar

BZ3, BZ1 e BZ2 Protetor solar

Protetor solar, logao
BZ3 e outros 4 filtros UV e base

BZ3 e outros 3 filtros UV Protetor solar

Diluicdo em EtOH com

sonicacgao e filtragcao

Diluicdo em MeOH
com sonicagao,
centrifugacéao e

filtragdo submetido a
CPE
Diluicdo em n-hexano
com sonicagao,
centrifugacéao e
filtragdo submetido a
HF-LPME

Diluicdo em MeOH 2-
propanol com

sonicacao e filtragéao

HPLC-DAD

MEKC-UV/Vis

HPLC-UV/Vis

HPLC-PDA

32

WHARTON et
250 al., 2015

WU et al., 2008

14.6
YANG et al.,
0,02 2011
AGHA: HAIDAR:
NI AL-KHAYAT,
2013

BZ3: benzofenona-3; HPLC-DAD: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos; MeOH: metanol; EtOH: etanol; HPLC-

UV/Vis: cromatografia de alta eficiéncia com detector UV/Vis; DART-MS: espectrometria de massa de analise direta em tempo real; THF: tetrahidrofurano; LC-
UV/Vis: cromatografia liquida com detector UV/Vis; LTP-MS: ionizagdo por plasma a baixa temperatura com espectrometria de massas; MEKC-DAD:

cromatografia eletrocinética micelar com detector de arranjo de diodos; MEKC-UV/Vis: cromatografia eletrocinética micelar com detector UV/Vis; MEEKC-

UV/Vis: cromatografia eletrocinética de microemulsao com detector UV/Vis; CEC-DAD: eletrocromatografia capilar com detector de arranjo de diodos; UHPSFC-
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PDA: cromatografia de fluido supercritico de ultra-alto desempenho com detector de arranjo de fotodiodos; SFC-PDA: cromatografia de fluido supercritico com

detector de arranjo de fotodiodos; BZ4: benzofenona-4; DDA-IL-DLLME: microextragdo dispersiva liquido-liquido com liquido iénico assistida por duplo

dispersante; GC-MS: cromatografia a gas com detector de espectrometria de massas; HPLC-MS/MS: cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado ao

espectrometro de massas sequencial; PLE: extragdo liquida pressurizada; GC-MS/MS: cromatografia gasosa acoplado ao espectrdmetro de massas

sequencial; SFE: extracdo por fluido supercritico; CZE-UV/Vis: eletroforese em zona capilar com detector UV/Vis; DMF: dimeltilformamida; BZ1: benzofenona-

1; BZ2: benzofenona-2; CPE: extragao de ponto de nuvem; HF-LPME: microextracdo em fase liquida de fibra oca; HPLC-PDA: cromatografia liquida de alta

eficiéncia com detector de arranjo de fotodiodos; NI: ndo informado.

Tabela 2: Relacdo de trabalhos que fazem a determinacdo de BZ3 em amostras de cosméticos utilizando técnicas

voltamétricas.

LD para BZ3

o for Referéncia
Analitos alvo Amostra Preparo de amostra Técnica analitica (ug L)
I CARDOSO et
Diluigado em MeOH com
BZ3, 4AMBC e Protetor solar _ ¢ ) . ) SWV 0,52 al.. 2007
OMC sonicacgao e centrifugacgao ’
CARDOSO;
I ARMONDES;
Diluicdo em MeOH com ’
BZ3, 4MBC e Protetor solar ¢ DPP 116,4 FERREIRA
sonicagao '
EHMC
2008
Diluigao em EtOH com sonicagao FERREIRA et
BZ3, OMC e OCR Protetor solar SWv NI al., 2013

e centrifugacao
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Diluigdo em MetOH com LARANJEIRA et

Protetor solar SWvVv 31,3
BZ3 sonicag&o al., 2011

Lo NEVES et al.
Diluigdo em MeOH com ,
BZ3, 4AMBC e Protetor solar _ ¢ ) . ] SWV 470 2019
EHMC sonicag&o e centrifugagéo

SILVA,

TR TR TRINDADE;

Diluigdo em MeOH com agitagao ’

BZ3, EHMC e Protetor solar ¢ . e DPP 127,8 FERREIRA
e centrifugacéo '

4MBC
2006
SUNYER et al.,

BZ3 e OCR Protetor solar Diluigdo em MeOH com filtracado DPAdSV 433,6 2019
Diluicdo em MeOH com agitacao
Protetor solar, e centrifugacao e dissolugédo em

BZ3, EHMC e EHS : fucaca PV NI YANG, 2002
’ batom e logao DMF com centrifugacéo (para

amostra de batom)

BZ3: benzofenona-3; 4MBC: 4-metilbenzilideno canfora; OMC: octil metoxicinamato; MeOH: metanol; SWV: voltametria de onda quadrada; DPP:
polarografia de pulso diferencial; EHMC: 2-etilhexil-4-metoxicinamato; EtOH: etanol; OCR: octocrileno; DPAdSV: voltametria de pulso diferencial de

redissolugdo adsortiva; EHS: 2-etilhexil(octil) salicilato; DPV: voltametria de pulso diferencial; DMF: dimeltilformamida; NI: nao informado.
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aceitavel, ja que neste tipo de amostra a concentragdo de BZ3 costuma ser
ligeiramente elevada.

Dentre os oito trabalhos que relatam quantificagao de BZ3 por voltametria, seis
deles utilizaram eletrodo de Hg como eletrodo de trabalho (CARDOSO et al., 2007;
CARDOSO; ARMONDES; FERREIRA, 2008; SILVA; TRINDADE; FERREIRA, 2006;
FERREIRA et al., 2013) ou eletrodo de ouro (NEVES et al., 2019) e carbono vitreo
(WANG, 2002) modificado com filme de Hg. Apesar da excelente performance
analitica dos eletrodos de Hg, muito se tem discutido sobre os riscos tdxicos que o
mesmo causa aos analistas e ao meio ambiente e, por isso, eletrodos de trabalho
desenvolvidos com materiais alternativos, principalmente do ambito da quimica verde,
estdo sendo cada vez mais utilizados.

Como exemplo, pode-se citar o trabalho desenvolvido por Sunyer et al. (2019),
que utilizaram eletrodos impressos a base de carbono para a quantificacido de BZ3,
eletrodos estes que sao descartaveis, facilmente fabricados com possibilidade de
analises in situ. Além disso, eletrodos sélidos como carbono vitreo, impressos e de
pasta de carbono, que possuem performance analitica inferior quando comparado
com eletrodo de Hg, podem ser facilmente modificados para melhorar a sua
sensibilidade. Neste sentido, sensores quimicamente modificados utilizados como
sensores eletroquimicos na analise de analitos e amostras diversas, sao o destaque

atual no campo da eletroanalitica.

3.4 Sensores quimicamente modificados

Os sensores quimicamente modificados sao definidos como materiais
condutores ou semicondutores que sao revestidos com materiais que alteram as
propriedades eletroquimicas, Opticas e outras propriedades da interface
eletrodo/solucdo (EDWARDS; BERGREN; PORTER, 2007). Estes materiais também
podem ser incorporados a materiais condutores, como o caso de eletrodos de pasta
de carbono. As principais vantagens dos sensores quimicamente modificados sdo a
estabilidade quimica e eletroquimica, maior resisténcia a incrustagao, maior janela util
de potencial, melhora na transferéncia eletrénica que consequentemente aumenta a

sensibilidade na deteccao de analitos e a possibilidade da utilizagcdo dos mesmos
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como sensores/biosensores eletroquimicos (EDWARDS; BERGREN; PORTER,
2007; BROWN, 2019).

As modificacbes podem ser feitas de diferentes formas, que se adaptam a
diferentes amostras e analitos com a possibilidade de utilizar materiais alternativos,
que diminuem o custo beneficio da fabricacdo destes sensores. Entre os tipos de
modificacdo, se destacam a eletropolimerizacédo, a deposicdo camada por camada,
funcionalizagéo do eletrodo com biomoléculas, método drop-casting (que consiste na
imobilizacdo de dispersao contendo o material modificador com o auxilio de uma
micropipeta), a incorporagdo do modificador a pasta de carbono, entre outros
(ASADIAN; GHALKHANI; SHAHROKHIAN, 2019).

Nanoparticulas, nanomateriais e biomoléculas sdo exemplos de materiais
utilizados na modificagéo dos eletrodos (ARINO et al., 2017). Dentre eles, os materiais
carbonaceos, como o CB, destacam-se pela excelente condutividade elétrica, alta
area superficial, alta porosidade e capacidade de adsorcéo, além de serem materiais
nao toxicos, biocompativeis e com a possibilidade de serem sintetizados a partir de
materiais de baixo custo com processos “ecofriendly” (amigavel ao meio ambiente)
(ASADIAN; GHALKHANI; SHAHROKHIAN, 2019; NESAKUMAR; BERCHMANS;
ALWARAPPAN, 2018).

CB é um nanomaterial de carbono amorfo pertencente a fuligem pura que pode
ser produzido pela combustdo incompleta de hidrocarbonetos e apresenta custo-
beneficio muito baixo quando comparado com outros materiais carbonaceos como
grafeno, grafite ou nanotubos de carbono, para aplicagdes eletroanaliticas (MACIEL
et al., 2017, 2018; MAZZARACCHIO et al., 2019). Para melhor aderéncia do CB na
superficie de eletrodos solidos, por exemplo, a utilizagdo de polimeros tem se
mostrado bastante promissora, por oferecer vantagens como estabilidade quimica e
fisica, utilizagdo em uma ampla faixa de pH, grupos funcionais reativos e estrutura
controlavel (MACIEL et al., 2019).

Polimeros naturais sao substitutos promissores aos polimeros sintéticos por
serem biodegradaveis, com grupos funcionais reativos de baixo custo, nenhuma
toxicidade e disponibilidade abundante na natureza (MACIEL et al., 2019). A pectina,

um polissacarideo oriundo de cascas de frutas citricas € um exemplo de biopolimero
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utilizado com sucesso na fabricacdo de sensores quimicamente modificados

empregados como sensores eletroquimicos na analise de amostras diversas.

3.5 Pectina

A pectina é um polissacarideo onipresente na parede celular de diversas
plantas, composta majoritariamente por unidades de acido D-galacturénico ligados na
posicdo a-1,4, como ilustrado na Figura 2 (PICOT-ALLAIN; RAMASAWMY;
EMMAMBUX, 2020).

Figura 2. Estrutura molecular do mondémero de pectina.

0O OH
oH ~o0—

n

As unidades de acido D-galacturénico podem conter graus variados de grupos
carboxil metilesterificados, dividindo a pectina em duas categorias, considerando o
grau de esterificagao (DE): pectina altamente metoxilada (pectina HM) com DE acima
de 50% e pectina pouco metoxilada (pectina LM) com DE abaixo de 50% (JONASSEN
et al., 2013; LESSA et al., 2017). O grau de esterificacdo diz muito sobre como a
pectina interage em diferentes situacdes, refletindo nas diferentes areas em que a

mesma pode ser aplicada (industrial, farmacéutica, entre outras) (CELUS et al., 2018).

3.5.1 Obtencgao da pectina

A pectina comercial é obtida principalmente de polpa de maca, cascas de frutas
citricas e da polpa de beterraba. E obtida do subproduto gerado nas industrias de suco
de frutas, 6éleos essenciais (maca e frutas citricas) e também da industria agucareira
(beterraba) (PICOT-ALLAIN; RAMASAWMY; EMMAMBUX, 2020). A pectina também
pode ser obtida a partir de frutas tropicais/subtropicais como melao, banana, maméao,
manga e melancia (PICOT-ALLAIN; RAMASAWMY; EMMAMBUX, 2020; YAZHINI et
al., 2018; YAZHINI; SUJA, 2019).
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Convencionalmente, a pectina € extraida em meio acido (pH 1-3) utilizando
acidos minerais como acido nitrico, cloridrico ou sulfurico, mas acidos organicos
(como acido citrico e acético) também estdo sendo utilizados (LESSA et al., 2017,
PICOT-ALLAIN; RAMASAWMY; EMMAMBUX, 2020). Métodos como extragdo
assistida por ultrassom, por micro-ondas e por enzimas também tem se mostrado
promissoras, tendo como principal vantagem a diminui¢do do tempo de extragdo e o
aumento do rendimento em alguns casos. Porém, demonstrou-se que diferentes
fatores, que incluem temperatura de extragao, razédo solido-liquido, pH, tamanho de
particula, tempo e fonte de extracdo também afetam o rendimento e a qualidade da
pectina extraida (PICOT-ALLAIN; RAMASAWMY; EMMAMBUX, 2020).

3.5.2 Caracterizagao da pectina

A pectina extraida de diferentes fontes pode ser caracterizada utilizando varias
técnicas analiticas, para a compreensao de suas caracteristicas fisico-quimicas,
sendo crucial para determinar a sua funcionalidade e interagcdo com outras moléculas.
Como a pectina é formada a partir de diferentes moléculas ligadas as unidades de
acido D-galacturénico, é necessario determinar seu peso molecular médio. Para isso,
a cromatografia de excluséo por tamanho de alta presséo (também conhecida como
cromatografia de permeacao em gel) é a técnica comumente adotada para este fim,
que consiste nos diferentes tempos de eluicdo de moléculas de diferentes volumes,
sendo detectada ao final (geralmente por um refratdmetro) a quantidade de polimeros
eluidos (CINDIO; GABRIELE; LUPI, 2015).

Ja para determinar a pureza da pectina, pelo conteudo de acido D-
galacturénico presente na amostra, a espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) tem sido bastante utilizada. Esta técnica € capaz de
identificar os diferentes grupos funcionais presentes na estrutura principal da pectina,
especialmente o grupamento metil éster que é utilizada para classificar a pectina com
alto ou baixo DE. Métodos de titulacdo e HPLC também podem ser utilizadas para
este fim (CINDIO; GABRIELE; LUPI, 2015; LESSA et al.,, 2017; PICOT-ALLAIN;
RAMASAWMY; EMMAMBUX, 2020).

Determinar a pureza da pectina e dos grupamentos presentes em sua estrutura

também ¢é indispensavel para o estudo da viscosidade, sendo esta caracteristica
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importante para pectina utilizada como agente gelificante e espessante. Como a
pectina existe em meio aquoso em sua forma dissociada, processos de reticulacéo
com cations divalentes ou agentes reticulantes, por exemplo, s&o comumente

utilizados para aumentar a estabilidade da pectina em meio aquoso.

3.5.3 Reticulacao da pectina

Processos de reticulagdo sdo definidos como a unido quimica ou fisica
(também chamada de ionotrdpica) de uma rede polimérica a outra, tendo esta
classificagdo devido ao tipo de interagdo que acontece entre o polimero e o reticulante
(LASCOL et al., 2018).

A reticulagao quimica acontece quando o agente reticulante interage através
de ligagbes covalentes com o polimero, sendo estas interagbes consideradas
irreversiveis e como exemplo de agentes reticulantes podemos citar GA e ECH, como

demonstrado nas Figuras 3 e 4.

Figura 3. Esquema representativo do mecanismo de reticulagdo da pectina
com GA (Adaptado de CUI et al., 2017).
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Figura 4. Esquema representativo do mecanismo de reticulagdo da pectina
com ECH (Adaptado de CUI et al., 2017).

Ja areticulacao fisica sao consideradas reagdes reversiveis e acontece a partir
de ligacdes ibnicas entre o agente reticulante e as cadeias poliméricas, sendo os
cations mono e divalentes as espécies mais utilizadas na reticulagao fisica da pectina
(CUl et al., 2017).

A reticulagéo fisica da pectina realizada com cations divalentes sdo bem
estabelecidos na literatura, principalmente para o ion Ca?*, formando uma estrutura

chamada de “caixa de ovos”, como ilustrado na Figura 5 (CELUS et al., 2018).

Figura 5. Representagdo esquematica da interagdo entre a pectina e cations
divalentes, chamado de “caixa de ovos” (PICOT-ALLAIN; RAMASAWMY;
EMMAMBUX, 2020).
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Observa-se na Figura 5, que a interagéo entre a pectina e cations divalentes,
acontece pelos grupamentos carboxilicos presentes na estrutura da pectina. Por isso,
para este tipo de reticulagdo acontecer de forma eficiente, € importante o uso de
pectinas LM (com baixo teor de grupos metoxi), pois neste tipo de pectina estao
presentes um maior numero de grupamentos carboxilicos, que em condi¢cbes de pH
otimos, estado desprotonados e interagem com a carga oposta do cation, formando as
chamadas zonas de jungédo (JONASSEN et al., 2013; WEHR; MENZIES; BLAMEY,
2004).

Dentre a infinidade de cations divalentes que podem interagir com a pectina no
meio, pesquisadores relatam que quanto menor a afinidade do cation pela agua, maior
sera a afinidade pela pectina. Além disso, interagdes entre pectina e cations mono e
trivalentes também sao relatados como mecanismos de reticulacdo, porém como

acontece esta interacao, ainda esta sendo esclarecido (CELUS et al., 2018).

3.5.4 Aplicacao

De maneira geral, a pectina tem ampla aplicagdo na industria alimenticia,
atuando como agente gelificante de compotas e geleias, espessante em bebidas
(dando maior viscosidade a bebida) e estabilizante em laticinios (como bebidas
lacteas e iogurte), além de ser utilizada na fabricagcdo de uma variedade de doces.
Recentemente, tem sido utilizada para preparar peliculas e revestimentos
comestiveis, com o intuito de aumentar a vida util de frutas e legumes (CINDIO;
GABRIELE; LUPI, 2015).

No setor farmacéutico, pectina tem sido utilizada na fabricacdo de
medicamentos, devido a sua capacidade de liberagdo controlada dos ingredientes
ativos. Medicamentos utilizados para tratamento da flora intestinal que possuem
pectina em sua formulagao, por exemplo, resistem as enzimas digestivas liberando a
droga apenas quando o mesmo chega ao intestino (CINDIO; GABRIELE; LUPI, 2015;
PICOT-ALLAIN; RAMASAWMY; EMMAMBUX, 2020). Além disso, tem-se
demonstrado a sua eficiéncia na remogdo de metais toxicos (Zn?*, Pb?*, Cd?*, Cu?*,
La3*, entre outros) de estagbes de tratamento de agua e esgoto (CELUS et al., 2018;
KUSRINI et al., 2018).
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No campo da eletroanalitica, a pectina também sido utilizada com sucesso na
fabricacdo de sensores eletroquimicos para quantificacdo de analitos diversos em
uma ampla variedade de amostras, como ilustrado na Tabela 3.

Observa-se na Tabela 3 que a pectina foi utilizada principalmente na
estabilizacdo de nanoparticulas metalicas na superficie de eletrodo de carbono vitreo,
mas também foi utilizada com sucesso como modificador em pasta de carbono. Além
disso, sensores fabricados com pectina, demonstraram a sua viabilidade no uso em
amostras de alimentos, farmacos, amostras ambientais e biolégicas. Estes sensores
também apresentaram LDs satisfatérios para as analises realizadas, que foram da
faixa de alta sensibilidade (fmol L-') a baixa sensibilidade (mmol L"), além de
demonstrarem ter boa estabilidade, reprodutibilidade, repetibilidade e de facil
fabricacao.

Pela facilidade da preparacéo de filmes e de seu processo de reticulagdo, na
agregacao de nanoparticulas, biomoléculas e biomateriais, seu uso tem sido cada vez
mais incentivado nos ultimos anos, ja que mais de 90% dos trabalhos relatados na
Tabela 3, séo publicados nos ultimos seis anos. Assim como demonstrado na Tabela
3, materiais carbonaceos, como nanotubos de carbono de paredes multiplas e 6xido
de grafeno, combinados com pectina na modificagdo de eletrodos também sao

promissores na analise de analitos organicos e inorganicos.
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Tabela 3. Trabalhos publicados que utilizam a pectina na fabricacdo de sensores eletroquimicos.

Faixa util de
Eletrodo/Modificagao Analito Amostra LD Referéncia
trabalho

Imobilizagao de dispersdo de MWCNTs

e pectina sobre a superficie do GCE e _ o 0,098-10,86 ,
glicerol biodiesel 0,063 umol L' AREVALO et al., 2017
posterior formacéao de NPs de éxido de umol L
cobre

Deposicao eletroquimica de filme

o . 2 uyM-29 pymol
composto por polipirrol, pectina e Hg (1) agua L 4 fmol L~ ARULRAJ et al., 2016
grafeno sobre GCE
Imobilizagao de dispersdo de MWCNTs
sobre a superficie do GCE e posterior Sangue  0,1-1000 uymol DEVASENATHIPATHY
L-cisteina 19 nmol L'
formacgao de NPs de ouro estabilizada humano L etal., 2014a

com pectina reticulada com calcio



44

GO foi depositado na superficie do

GCE e imerso em solugao contendo

. . o _ _ Urina e 10-600 nmol DEVASENATHIPATHY
pectina reticulada com calcio e HAuCls, hidrazina . 1,6 nmol L
3 ; agua L et al., 2014b
para reducao de GO e formacéao de
nanoparticulas de ouro
20 nmol L'-0,9
umol L' (sob 6,1 nmol L
Deposicao eletroquimica de NPs de I y agitagao (sob agitagao ey ASENATHIPATHY
opamina armaco
ouro + pectina sobre GCE P constante) constante) etal., 2014c
0,9 ymol L-'-1 0,64 ymol L’
mmol L
Filme de pectina e MWCNTs com
eletrodeposi¢éo de NPs de oxido de o
. - . Triglicerideos  Sangue
cobre e imobilizagéo de dispersao de 0,001-0,1gL™" 3,2-36mgL™" DITOCCO etal., 2018

_ . totais humano
NPs magnéticas modificadas com

lipase sobre GCE



Imobilizagao sobre a superficie de
eletrodo de trabalho de carbono em

SPE de disperséao de pectina e enzimas

Formacao de NPs de ouro a partir da
eletrodeposicdo em uma solugao de
pectina reticulada com cobre e KAuCl4
sobre GCE

Imobilizagao de disperséo hidrogel de

GO reduzido com pectina sobre GCE

Investigar a
qualidade de
frutas com o

uso de

enzimas

H202

Dopamina e

paracetamol

frutas

Solugao
de
limpeza

de lentes

Sangue
humano e

farmacos

NI

1-2110 ymol L-

1

0,003-90,21
(dopamina)
0,003-91,04

(paracetamol)

umol L

NI

0,22 ymol L

1,5 nmol L
(dopamina) e
1,8 nmol L

(paracetamol)
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JAWAHEER et al.,
2002

RANI et al., 2019

KOKULNATHAN et al.,
2018



Eletrodeposicao de pectina reticulada

com calcio e NPs de ouro e posterior

imobilizagdo de antigeno da bactéria
alvo sobre GCE

Eletrodeposicao de NPs de cobre
suportadas em pectina sobre grafeno
inicialmente imobilizado na superficie

de GCE

Eletrodeposi¢ao de um filme composto
por NPs de ouro estabilizadas por
pectina reticulada por calcio sobre

superficie de GCE

Bactéria
Pseudomonas agua 0-9,0 CFU/mL
aeruginosa
Sangue
humanoe 10 WMol L~
solugdo 5,5 mmol L
Glicose e de (glicose)
H202 limpeza 1 umol L1
de lentes mmol L1
de (H202)
contato
100 —1500
pmol L
Amitrol agua (condigao de

baixa

concentragao)
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9x102 CFU/mL  KRITHIGA et al., 2016

2,1 ymol L

(glicose)
MANI et al., 2015a
0,35 umol L

(H202)

36 pmol L
(condicao de
MANI et al., 2015b
baixa

concentragao)



Biopolieletrdlito de quitosana e pectina

imobilizado sobre GCE

Modificagao feita com
MNPs/APBA/FBP e complexo de

pectina/tionina sobre eletrodo de ouro

Bionanocompdsito de pectina e
MWCNTSs foi incorporado a pasta de

carbono

Metronidazol

e metribuzin

Enzima

aldolase

Creatinina

Sangue
humano e

solo

Sangue

humano

urina

100 —1500
nmol L’
(condicao de
alta

concentragao)

0,01-465 pmol
L-1

0,1-1,25 UL

16 nmol L'—

3,3 ymol L

(condicao de
baixa

concentragao)

20 nmol L™
(condicao de
alta

concentragao)

0,009 pmol L

0,01 UL

0,6241 pmol L-

' (condigao de
baixa

concentragao)
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RANGANATHAN et al.,
2019

WANG et al., 2016

YAZHINI et al., 2018
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16,6 ymol L™= 0,0605 mmol

0,3 mmol L L' (condigao

(condicao de de alta
alta concentragao)
concentragao)
Compésito de pectina com
nanoparticulas de 6xido de cobre e
NI NI NI NI YAZHINI; SUJA, 2019

oxido de ferro foram misturadas a pasta

de carbono

GCE: Eletrodo de carbono vitreo; MWCNTs: Nanotubos de carbono de paredes multiplas; NPs: Nanoparticulas; GO: éxido de grafeno; SPE: eletrodo impresso;
MNPs/APBA/FBP: nanoparticulas magnéticas funcionalizadas por &cido 3-aminofenilboronico com imobilizagédo de frutose-1,6-bifosfato; CPE: eletrodo de pasta
de carbono; UL-': concentracao de atividade enzimatica; NI: ndo informado.
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4. MATERIAL E METODO

4.1 Instrumentacao

Todas as analises voltamétricas para a determinacao de BZ3, foram realizadas
em um Multipotenciostato/Galvanostato M204 (Autolab, Holanda) com analisador
voltamétrico 663 VA Stand (Metrohm, Suiga), conectados por uma interface IME 663
(Autolab, Suiga) e controlado pelo Software Nova 2.1. Os ensaios voltamétricos foram
realizados em uma célula eletroquimica composta por trés eletrodos, sendo: eletrodo
de referéncia de Ag/AgCl (KCI 3,0 mol L"), contra-eletrodo de platina e eletrodo de
trabalho composto por filme de pectina contendo carbon black sobre a superficie de
um eletrodo de carbono vitreo (CB-PEC/GCE).

Para os procedimentos de pesagem, foi utilizada uma balanga analitica de
precisato + 1 mg (Shimadzu, Japao). Para a pipetagem das solugdes,
micropipetadores automaticos com capacidade variavel de 0,1 a 10 pL (Eppendorf,
Alemanha) 10 a 100 pL, 100 a 1000 pL e de 1 a 10 mL (HTL, Poldnia) foram utilizados.

Agua ultrapura obtida em sistema de purificagdo Milli-Q (Direct-Q UV3®,
Alemanha) com resistividade 18,2 MQ cm-", foi utilizada para o preparo das solugdes
e lavagem das vidrarias. Para a aferigdo do pH das solugbdes, um pHmetro HI2221
(Hanna Instruments, Brasil), foi utilizado. Além disso, um banho ultrassénico
(Cristofoli, Brasil) foi utilizado para o preparo das dispersées e uma lixadeira/politriz
simples (Entex, Brasil) para o polimento e limpeza dos eletrodos.

As analises espectrofotométricas foram realizadas utilizando um
Espectrofotdmetro UV-2550 (Shimadzu, Japdo) com célula de quartzo de 1,0 cm. Para
as analises morfologicas dos filmes obtidos foi utilizado um Microscopio Eletrénico de
Varredura (MEV), em modo alto e baixo vacuo, JSM 6610 LV (JEOL, Japao), operando
a 15 kV e Metalizador Desk V (Denton Vacuum, Estados Unidos).

4.2 Reagentes e solugdes

Todos os reagentes citados abaixo e utilizados na realizagdo dos experimentos
foram de grau analitico e as solugdes preparadas em agua ultrapura.

e Acido acético (Neon, Brasil);

e Acido bérico (Synth, Brasil);
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e Acido nitrico (Synth, Brasil);

e Acido ortofosférico (Acros, Brasil);

e Benzofenona-3 (Sigma-Aldrich, EUA);

e Carbon black (VXC72R cedido pela empresa Cabot Corporation);

e Cloreto de potassio (Sigma-Aldrich, EUA);

e Epicloridrina (Sigma-Aldrich, EUA);

e Ferrocianeto de potassio (Isofar, Brasil);

e Fosfato de sddio dibasico (Sigma-Aldrich, EUA);

¢ Fosfato de sédio monobasico (Neon, Brasil);

e Glutaraldeido (Sigma-Aldrich, EUA);

e Hidréxido de sddio (NaOH) (Merck, Alemanha);

e Pectina (extraida de casca de laranja conforme Lessa et al., (2017) e cedida
pelo LaCoPol — UFPel).

4.2.1 Preparo das solugdes tampoes

As solucdes tampao utilizadas neste trabalho foram o tampao Britton-Robinson
(tamp&o BR) e fosfato. O tampé&o BR (0,1 mol L") foi preparado a partir da massa ou
volume adequado de acido ortofosférico (HsPOa4), acido bérico (HsBOs3), acido acético
(CH3COOH), hidroxido de sodio (NaOH) e cloreto de potassio (KCl), tendo seu pH
ajustado (de 4,0 a 8,0) a partir de uma solugdo de NaOH. A solugdo 0,1 mol L' pH 6,0
do tampao BR também foi diluida para se obter as concentra¢des de 0,01 e 0,05 mol
L-! para a realizagdo de alguns experimentos. Ja o tampao fosfato 0,1 mol L-! pH 6,0
foi obtido a partir da dissolucdo da massa adequada dos sais fosfato de sédio

monobasico (NaH2PO4) e fosfato de sodio dibasico (NazHPOa).

4.2.2 Preparo da solucao trabalho de BZ3

A solugéo trabalho de BZ3 1000 mg L foi preparada pela dissolugéo de 10 mg
do solido em 5 mL de etanol e 5 mL de agua ultrapura e conservada sob refrigeragéo
(10 °C) por no maximo 7 dias, sendo toda a otimizagao realizada a partir desta solugao

trabalho.
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4.3 Parametros avaliados no desenvolvimento do sensor eletroquimico
Anteriormente a imobilizagédo do filme sobre a superficie do eletrodo de carbono
vitreo (GCE, do inglés glassy carbon electrode) (& = 3 mm), o mesmo foi polido com
o auxilio de uma politriz, utilizando pano para polimento metalografico (Teclago, Brasil)
e suspensao de alumina 0,05 ym (Teclago, Brasil) para a obtengdo de uma superficie
limpa e espelhada. Posteriormente ao polimento, os eletrodos foram sonicados em
banho ultrassdnico em alcool isopropilico e agua ultrapura por 2 minutos em cada

etapa.

4.3.1 Procedimento de preparo do sensor eletroquimico

A dispersao utilizada para a modificacdo do GCE foi preparada seguindo o
procedimento desenvolvido por Pacheco et al., 2019, com modificagdes. Para isso, 1
mg de pectina foi solubilizada em 1 mL de agua ultrapura e mantida sob aquecimento
(50 °C) por 3 horas. Posteriormente, 1 mg de CB foi adicionado a esta solugdo e
solubilizado em banho ultrassénico por 50 minutos a 25 °C. A partir da disperséo
pronta, 8 uL foi imobilizado sob a superficie do GCE previamente limpa e polida, e
mantido em dessecador para a evaporagao do solvente (overnight). A Figura 6, mostra

um esquema do preparo do sensor sem etapa de reticulagdo, nomeado CB-PEC/GCE.

Figura 6. Esquema de preparagéo do CB-PEC/GCE.

i N
2
i
- o shoe ER || g . mp  mp |
B ke o (mL - :
Pectina ( ) Aquecimento Carbon Black Sonicacao 8 |_IL : Evaporagcao
(1mo) o0 W) O CB-PEC/GCE
por 3 horas
N B4

4.3.2 Avaliagao da influéncia do processo de reticulagao do filme de pectina na
resposta eletroquimica de BZ3
O melhor processo de reticulagao da pectina na resposta catalitica de BZ3,
assim como na estabilidade do sensor, foi avaliada a partir de processos quimicos e
fisico (ionotrépico). Foram realizadas trés avaliagdes, onde cabe destacar que para
ambas foram utilizadas a mesma proporgao CB:pectina (1:1).
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Para o processo de reticulagdo quimica, 0,2 mL dos agentes reticulantes GA
1% ou ECH 1% foram adicionados ao eppendorf contendo a dispersdo pronta de
pectina e CB. Apds a imobilizagdo do filme na superficie do eletrodo, o eletrodo de
carbono vitreo modificado com filme de pectina reticulada com glutaraldeido e carbon
black foi nomeado CB-PEC-GA/GCE e o eletrodo de carbono vitreo modificado com
filme de pectina reticulada com epicloridrina e carbon black foi nomeado CB-PEC-
ECH/GCE.

O processo de reticulagao fisica foi realizado em solugao de KsFe(CN)s 0,1 mol
L-* em meio de KCI 0,5 mol L' através de sucessivas varreduras (com avaliagio feita
de 10 a 50 ciclos) por voltametria ciclica (CV, do inglés cyclic voltammetry) apds o
filme de pectina contendo CB ser imobilizado na superficie do GCE. As condi¢des da
CV utilizada foram varreduras catddicas e anddicas na faixa de -0,3 a 0,9 V, com
velocidade de varredura de 100 mV/s. Para melhor organizagdo do trabalho, o
eletrodo de carbono vitreo modificado com carbon black e filme de pectina reticulada
fisicamente através de processo eletroquimico realizado em solugao de K4sFe(CN)s em
meio de KClI, foi nomeado CB-PEC-RF/GCE.

4.4 Caracterizacao eletroquimica de BZ3 e estudo da estabilidade da resposta
de BZ3 no sensor eletroquimico

O comportamento eletroquimico, no que se refere a cinética reacional de BZ3
foi investigado utilizando o CB-PEC-RF/GCE. Para isso foram feitas varreduras
ciclicas de -0,7 a -1,5 V, com velocidades de 10 a 100 mV s™', em 15 mL de tamp&o
BR (0,1 mol L' pH 6,0) contendo 15 mg L' de BZ3.

ApoOs a otimizacao das condigdes de reticulagédo do filme de pectina contendo
CB, avaliou-se a estabilidade do sensor através de 35 sucessivas varreduras
utilizando o CB-PEC-RF/GCE. O estudo da estabilidade foi realizado por DPV, com
Edeposicao de -0,7 V, Estep de -0,012 V, amplitude de 0,09 V e tdeposicao de 240 s entre
cada leitura. Na célula eletroquimica, tampao BR 0,1 mol L' pH 6,0 foi utilizado como

eletrolito suporte e 2 mg L' foi a concentragdo de BZ3 utilizada para esta avaliagao.
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4.5 Caracterizacao morfolégica do sensor eletroquimico

Os filmes obtidos através das dispersdbes foram caracterizados
morfologicamente através de imagens obtidas utilizando MEV. Para a realizagao desta
analise, as amostras contendo o filme de pectina reticulada com ECH e GA, foram
depositadas em um stub, através de uma fita adesiva dupla face e em seguida foram
metalizadas com ouro. Ja para a amostra de filme de pectina reticulada em solucéo
de K4sFe(CN)s 0,1 mol L' em meio de KCI0,5 mol L™, a analise foi realizada no préprio
eletrodo (CB-PEC-RF/GCE), a partir da fixagdo do mesmo em um suporte do
equipamento.

Para a metalizacdo, as amostras ficaram expostas por 180 s a uma corrente de
20 pA. Tanto a metalizagdo quanto a analise microscépica das amostras foram
realizadas no Centro de Microscopia da Zona-Sul (CEME-SUL), da Universidade
Federal do Rio Grande — FURG.

4.6 Parametros avaliados para determinagao voltamétrica

A reticulacao fisica do filme de pectina contendo CB foi realizada através de 25
sucessivas varreduras por CV em solugdo de KsFe(CN)s 0,1 mol L-' em meio de KCI
0,5 mol L'. Para a determinagdo voltamétrica de BZ3 foi utilizado na célula
eletroquimica como eletrélito suporte tamp&o BR 0,1 mol L' (pH 6,0). Na DPV, foi
utilizado um Edeposicao de -0,7 V, Estep de -0,012 V e amplitude de 0,09 V.

4.7 Determinacgao de BZ3 por espectrofotometria UV/Vis

Um teste preliminar para determinar a concentragao de BZ3 em uma amostra
de protetor solar FPS 60, foi realizado por espectrofotometria UV/Vis como método
comparativo, sendo a amostra adquirida no comércio local da cidade de Rio Grande
— RS. Para isso, 0,25 g da amostra foi transferida para um baldo volumétrico de 250
mL, solubilizada e o volume aferido com etanol. Posteriormente, a solugdo contendo
a amostra, foi homogeneizada em banho ultrassénico por 30 minutos.

Apds, 0,2 mL da amostra preparada foi adicionada a um tubo de Falcon e o
volume aferido (4 mL) com agua ultrapura. A curva analitica foi construida a partir da
adi¢ao de 0,2 mL de amostra mais padréo de BZ3 e volume aferido (4 mL) com agua

ultrapura (sendo adiges sucessivas do padrdo em 3, 6, 9, 12 e 15 mg L™"). Apds, a
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amostra e os demais pontos da curva foram analisados separadamente no

espectrofotdmetro utilizando a cubeta de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico.

4.8 Tratamento dos dados e analise estatistica

Os voltamogramas e graficos apresentados ao longo deste trabalho foram
todos obtidos a partir do software OriginPro 8 e a analise estatistica foi realizada
utilizando o software Statistica. Os resultados foram entdo expressos pela média e
avaliadas por analise de variancia (ANOVA) e comparadas pelo Teste de Tukey, com

um nivel de confianca de 95%.
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5. APRESENTAGCAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 Caracterizacao eletroquimica de BZ3 utilizando CB-PEC-RF/GCE
O comportamento eletroquimico de BZ3 foi avaliado utilizando o CB-PEC-
RF/GCE e os voltamogramas ciclicos sdo apresentados na Figura 7, utilizando

diferentes velocidades de varredura (de 10 a 100 mV s™').

Figura 7. Voltamogramas ciclicos de BZ3 em CB-PEC-RF/GCE em diferentes
velocidades de varredura na faixa de potencial de 10 a 100 mV s™'. Condigbes
experimentais: 15 mg L' de BZ3 em tampdo BR 0,1 mol L' (pH 6,0) e faixa de
potencial de -0,7 a-1,5 V.

i (uA)

100 mV's™

0.8 1.0 12 14
E (V) vs Ag/AgCl (KC13 mol L™)

Observa-se na Figura 7 que na faixa de potencial estudada, o BZ3 apresenta
apenas o pico de redug¢do, quando o mesmo interage na superficie do CB-PEC-
RF/GCE, em potencial proximo a -1,3 V vs Ag/AgCl, ou seja, este comportamento é
caracteristico de sistemas irreversiveis, nas condi¢gdes estudadas.

Na Figura 8, estdo apresentadas as relagbes de corrente e velocidade de
varredura para o pico de redugao de BZ3 na faixa de velocidade estudada (10 a 100
mV s'). Foram avaliadas as relagdes de corrente e velocidade de varredura (i vs v) e
o logaritmo da corrente e logaritmo da velocidade de varredura (log i vs log v), a fim
de avaliar a dependéncia da corrente de pico com o tipo de transporte de massa

preferencialmente envolvido.
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Figura 8. Graficos das relagbes ip e v (A), log ip € log v (B) do pico catddico para

as velocidades de varredura de 10 a 100 mV s™.
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Observa-se na Figura 8A, um comportamento linear para a relagéo de i vs v (R?
= 0,99) que é caracteristico de processos controlados por adsorgdo porque ocorre a
diminuicdo da camada de difusdo fazendo com que, mais moléculas de BZ3 sejam
adsorvidas na superficie do eletrodo e consequentemente trazendo maior
sensibilidade ao método (ELGRISHI et al., 2018). Para confirmar o tipo de transporte
de massa que controla esse processo, a relacédo entre log i vs log v (Figura 8B)
também foi avaliada e, seu coeficiente angular apresentou um valor de 1, que é
caracteristico de processos adsortivos (BRETT; BRETT, 1993). Portanto, o transporte
de massa envolvido majoritariamente na redugao de BZ3 na superficie do CB-PEC-
RF/GCE, é a adsorc¢ao.

5.2 Desenvolvimento do sensor eletroquimico
5.2.1 Avaliagao da influéncia do filme de pectina na resposta eletroquimica de
BZ3
Inicialmente foi realizada a avaliacdo da influéncia do filme de pectina nao
reticulada contendo CB (eletrodo CB-PEC/GCE), na resposta eletroquimica de BZ3,
através da DPV. Na Figura 9, é possivel observar os voltamogramas de pulso
diferencial obtidos utilizando-se o GCE sem modificacdo e com CB-PEC/GCE, na

auséncia e na presencga de 3 mg L' de BZ3.
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Figura 9. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos utilizando o GCE sem
modificagdo e com CB-PEC/GCE, na auséncia e na presenga de 3 mg L' de BZ3 (A)
e micrografia obtida para o filme de pectina com CB (B). Condi¢cbes experimentais: 15
mL de tampao BR 0,1 mol L' (pH 4,5). Parametros da DPV: Einicial: -1,0 V; Efinai: -1,3
V; Estep: -0,012 V; amplitude: 0,05 V; tm: 0,05 s; v: 25 mV s™"; Edeposicao: -0,9 V e tdeposicao:
240 s.
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Assim como descrito na literatura e também observado na Figura 9A, um pico
de reducao foi observado no potencial em torno de -1,18 V, quando uma varredura no
sentido catédico é realizada (CARDOSO; ARMONDES; FERREIRA, 2008;
FERREIRA et al., 2013; VIDAL et al., 2008). Observa-se também na Figura 9A, que
CB-PEC/GCE apresentou um aumento na resposta de corrente de BZ3, cerca de 2,8
vezes maior quando comparado com a resposta de corrente de BZ3 no GCE,
demonstrando que a modificagcdo do GCE aumenta a sensibilidade na detecgao de
BZ3 e tal modificacdo pode ser utilizada de maneira satisfatéria na deteccao
eletroquimica deste analito. Além disso, na micrografia apresentada na Figura 9B, o
filme formado pela dispersao de pectina nao reticulada e CB, mostra-se com boa
homogeneidade sem a formagédo de aglomerados, devido a boa interagdo existente
entre a pectina e o CB.

Na Figura 10, apresenta-se o voltamograma obtido com CB-PEC/GCE, com

faixa de concentragdo de BZ3 de 1 a 5 mg L' (A) e sua respectiva curva analitica (B).
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Figura 10. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para a curva analitica
de BZ3 em CB-PEC/GCE (A) e a respectiva curva analitica (B). Condigbes
experimentais: 15 mL de tampao BR 0,1 mol L' (pH 4,5). Parametros da DPV: Einiciar:
-1,0 V; Efinai: -1,3 V; Estep: -0,012 V; amplitude: 0,05 V; tm: 0,05 s; v: 25 mV s™'; Edeposiczo:
-0,9 V e tdeposicao: 240 s.
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Observa-se na Figura 10A que o pico de redugao de BZ3 apresenta um perfil
adequado com formato gaussiano e que a curva analitica observada em (B) apresenta
um coeficiente de determinagdo (R?) igual a 0,9877, o que demonstra uma boa
dispersao dos dados apresentados. A partir da apresentacao destes dados, CB-

PEC/GCE foi considerado adequado para a determinacao eletroquimica de BZ3.

5.2.2 Avaliagao da influéncia do processo de reticulagao do filme de pectina na

resposta eletroquimica de BZ3

Uma vez que filmes poliméricos tendem a ter baixa estabilidade, como o caso
da pectina que € soluvel em agua o que compromete suas propriedades mecanicas
(FARAHNAKY et al., 2018; KALATHAKI et al., 2019; TANG et al., 2012), inicialmente
avaliou-se a influéncia do processo de reticulagdo na resposta eletroquimica de BZ3
e também em relacdo a estabilidade dos eletrodos. Na Figura 11A estéo
demonstrados os voltamogramas de 3 mg L' de BZ3 em tampao BR 0,1 mol L' (pH
4,5) nos sensores obtidos com reticulagédo quimica (CB-PEC-ECH/GCE e CB-PEC-
GA/GCE) e fisica (CB-PEC-RF/GCE). Além disso, é demonstrada a diferenga na

resposta eletroquimica de BZ3 nos sensores (Figura 11B).
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Figura 11. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para 3 mg L' de BZ3
no filme submetido a reticulagdo quimica (CB-PEC-ECH/GCE e CB-PEC-GA/GCE) e
fisica (CB-PEC-RF/GCE) (A) e as respectivas curvas analiticas (B). Condigbes
experimentais: 15 mL de tampao BR 0,1 mol L' (pH 4,5). Parametros da DPV: Einicial:
-1,0 V; Efinai: -1,3 V; Estep: -0,012 V; amplitude: 0,05 V; tm: 0,05 s; v: 25 mV s™'; Edeposiczo:
-0,9 V e tdeposicao: 240 s.
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Na Figura 12, é apresentada a estabilidade do filme de pectina com os
diferentes filmes em solugdo com 3 mg L' de BZ3, resultado este obtido apos 20

varreduras consecutivas por DPV.

Figura 12. Avaliagdo da estabilidade do filme de pectina submetida a
reticulagdo quimica e fisica. Condigbes experimentais: 3 mg L' de BZ3, 15 mL de
tampao BR 0,1 mol L' (pH 4,5). Parametros da DPV: Einiciai: -1,0 V; Efinai: -1,3 V; Estep:
-0,012 V; amplitude: 0,05 V; tm: 0,05 s; v: 25 mV s™', Edeposicao: -0,9 V € tdeposiczo: 240s.
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Observa-se na Figura 12, que os filmes de pectina reticulada com GA e ECH
apresentam uma menor resposta de corrente quando comparadas com o filme de
pectina em solugdo de KsFe(CN)s em meio de KCI, que possui uma resposta
eletroquimica frente ao BZ3 cerca de 2,3 vezes maior para o GA e 3,2 para o ECH
(assim como os resultados demonstrados na Figura 11).

Pode-se observar na Figura 11 (A) e (B), que a maior resposta eletroquimica
para BZ3 é obtida no filme de pectina submetida a reticulagéo fisica (coeficiente
angular =4,852x107) e que a reticulagao realizada com GA e ECH (coeficiente angular
igual a 2,038x107 e 1,951x10”7, respectivamente) demonstram uma resposta de
corrente muito semelhante ao voltamograma obtido com filme de pectina néo
reticulada.

Visto que a pectina pode se reticular a partir de ligagbes ibnicas e/ou
covalentes, avaliou-se a interacdo entre a pectina e o reticulante a partir de
micrografias eletronicas de varredura, afim de caracterizar os diferentes tipos de filme
formados. Na Figura 13, estdo demonstradas as micrografias dos filmes de pectina

submetidos a processos de reticulagdo quimica e fisica.

Figura 13. Micrografias obtidas por MEV para as dispersdes de pectina e CB
apos reticulagdo com ECH (A), GA (B), reticulagao fisica realizada em solugéo de
K4Fe(CN)s em meio de KCI (C) e figura anterior ampliada em 2000x (D).
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Observa-se nas micrografias das dispersdées de CB-PEC-ECH e CB-PEC-GA
(Figura 13A e 13B) que o filmes formados apresentam-se com uma superficie
heterogénea, com rupturas e agregados irregulares em sua superficie, que podem
desfavorecer a interagao do filme com o analito. Ja nas Figuras 13C e 13D (CB-PEC-
RF), observa-se um filme homogéneo com a formagéo de alguns cristais formados
apos o processo de reticulagdo realizado na solugdo de KsFe(CN)s em meio de KCI.
Lessa et al., (2017), ao caracterizar a pectina extraida por analise de difragéo de raio-
X, observaram uma estrutura semicristalina da pectina, muito provavelmente devido
as interagdes de hidrogénio inter e intramoleculares que favorecem a ordenacéo das
cadeias, que apos a realizagao do procedimento eletroquimico pode ter favorecido
ainda mais a formacgao de cristais de sal de pectina formado com ion K* e também
pela aplicacdo de um potencial ao realizar sucessivas varreduras por CV, cristais
estes que s&o melhor observados na Figura 13D (LOVRIC; SCHOLZ, 1997; RIGBY,
et al., 2000; WALKINSHAW; ARNOTT, 1981). Adicionalmente, a Figura 14 apresenta
os voltamogramas ciclicos oriundos da reticulagao fisica de CB-PEC/GCE, a fim de

investigar a ocorréncia de uma possivel eletropolimerizagdo durante o processo.

Figura 14: Voltamogramas ciclicos da reticulagao fisica de CB-PEC/GCE.
Condigbes experimentais: 25 ciclos em solugdo de K4sFe(CN)s 0,1 mol L' em meio de
KCI 0,5 mol L, na faixa de potencial de -0,3 a 0,9 V com velocidade de varredura de
100 mV s,

T T T T T T T T T T
-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8

E (V) vs Ag/AgCl 3 mol L
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E possivel observar na Figura 14, que ndo houve um aumento na resposta de
corrente anodica e catdédica com o aumento no numero de ciclos, permanecendo
praticamente estavel. Desta forma, considera-se que ndao houve um processo de
eletropolimerizagao da pectina durante a realizagdo do experimento de reticulagao
fisica (NAJAFI-ASHTIANI; BAHARI, 2016).

De forma complementar, a diferenga observada entre os filmes, tanto nas
micrografias quanto na resposta eletroquimica de BZ3, pode se dever ao fato de que
a reticulagcado da pectina com GA e ECH acontece através dos grupamentos OH-
presentes na estrutura molecular da pectina, grupamento este que possivelmente
também é o sitio de interagdo com a molécula de BZ3 (como demonstrado no
esquema das Figuras 3 e 4, da se¢ao 3.5.3). Neste caso, BZ3 ira se ligar somente aos
grupamentos OH- restantes da pectina, que nao foram utilizados durante o processo
de reticulagdo com GA e ECH (CUl et al., 2017).

Ja no processo de reticulagdo fisica, a interagdo do KsFe(CN)s acontece
através dos grupamentos carboxilicos da pectina, deixando todos os grupamentos
OH- livres para interagir com as moléculas de BZ3 (Figura 15), o que justifica a maior
resposta eletroquimica observada na Figura 11 (CUI et al., 2017; KYOMUGASHO et
al., 2017).

Figura 15. Esquema representativo do possivel mecanismo de reticulagao

fisica da pectina com solugao de KsFe(CN)s em meio de KCI.
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Adicionalmente, acredita-se que este processo de reticulagdo diminui a

-x---0

o

solubilidade da pectina em meio aquoso. Como descrito por Jonassen et al., 2013, a
adicdo de sal (como KCI ou NaCl) pode induzir um efeito salting out do sistema
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polimérico, resultando em uma maior tendéncia de agregagédo do polimero, como

ilustra a Figura 16.

Figura 16. Esquema simplificado da agregacgao da pectina na presenga de sais
monovalentes (JONASSEN et al., 2013).

Portanto, os cations monovalentes se ligam a pectina apenas por meio de
ligacdes eletrostaticas sem a presenga de zonas de jungdo que € observado na
pectina reticulada com cations divalentes (CELUS et al., 2018), facilitando a
agregacao dos mondémeros de pectina, que € resultado da blindagem dos grupos
carboxila com o ion K* (WEHR; MENZIES; BLAMEY, 2004). Além disso, considerando
que a pectina utilizada neste trabalho tem confirmado a sua desesterificacdo (LESSA
et al., 2017), caracteristica esta importante, pois quanto menor o grau de esterificagao
maior € o numero de grupos carboxilicos livres em sua estrutura, dando a pectina uma
alta densidade de carga em condi¢cdes de pH 6timos (pH bem acima do valor de seu

valor de pKa (~3,5)), como mostrado no esquema da Figura 17.

Figura 17. Esquema representativo do processo de desprotonagao da pectina

em relagao ao pH.
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Assim, o K* ira interagir com os grupamentos carboxilicos presentes na
estrutura molecular da pectina, devido a atragao existente entre as altas densidades
das cargas opostas. Porém, o procedimento eletroquimico realizado neste trabalho
incluiu a presencga de KsFe(CN)s (K* e Fe(CN)s* em meio aquoso), ou seja, acredita-
se que a reticulagdo seja realizada pelo ion K* e que o ion Fe(CN)s* atua na
estabilizagdo desta interagéo, ja que o mesmo € um anion volumoso e com isso pode
estabilizar a interacédo entre a carboxila da pectina e o potassio, deixando os
grupamento OH- ainda mais livres para interagir com BZ3.

Supondo que o processo de reticulacao fisica e a diminuicdo da solubilidade da
pectina em meio aquoso pode acontecer na presenca de KCI e/ou na presenca de
K4Fe(CN)s, avaliou-se a influéncia do numero de ciclos na reticulagao do filme com e
sem a presencga de KsFe(CN)s 0,1 mol L-! assim como na resposta eletroquimica de

BZ3, resultado este demonstrado na Figura 18.

Figura 18. Avaliagcdo da influéncia do numero de ciclos na estabilidade do
sensor e na resposta eletroquimica de BZ3. Condi¢des experimentais: 15 mL de
tampao BR 0,1 mol L' (pH 4,5), 3 mg L-' de BZ3. Parametros da DPV: Einicia: -1,0 V;
Efinal: -1,3 V; Estep: -0,012 V; amplitude: 0,05 V; tm: 0,05 s; v: 25 mV s'; Edeposiczo: -0,9
V e tdeposicao: 240 s.
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Na Figura 18, é possivel observar que as correntes obtidas no experimento com
25 e 50 ciclos ndo possuem diferencga significativa tanto no procedimento realizado
em KCI (p = 0,21) quanto em KsFe(CN)s em meio de KCI (p = 0,19). Porém, observa-
se que a resposta eletroquimica de BZ3 no procedimento de reticulacédo do filme de
pectina realizado somente em KCI| apresenta resposta de corrente menor nos
diferentes numeros de ciclos testados, quando comparado ao procedimento realizado
em KsFe(CN)s em meio de KCI. Como mencionado anteriormente, o anion Fe(CN)s*
possivelmente estabiliza a interagao entre o grupo carboxila da pectina e o potassio
de maneira mais efetiva por se tratar de um anion mais volumoso que o anion CI-,
deixando os grupamentos OH- mais livres para interagir com BZ3.

Levando-se em consideragdo a diminuigdo do tempo do procedimento de
reticulacao do filme de pectina no eletrodo assim como a maior resposta de corrente
para o BZ3, o procedimento com 25 ciclos em meio de KsFe(CN)s 0,1 mol L' e KCI

0,5 mol L foi o escolhido para as proximas etapas do trabalho.

5.3 Otimizagcao do método para a determinagao de BZ3

Apos a definigdo do melhor procedimento para diminuir a solubilidade da
pectina e da constituicao final do eletrodo (carbono vitreo modificado com carbon
black e filme de pectina reticulada fisicamente através de processo eletroquimico
realizado em solugao de KsFe(CN)s em meio de KCI, CB-PEC-RF/GCE), realizou-se
a otimizacdo do método voltamétrico através de experimentos em que variou-se a
faixa de pH, composicdo e concentragdao do eletrdlito suporte e os parametros

inerentes a DPV.

5.3.1 Avaliagao do efeito do pH, composicao eletrolitica e concentragdo na
resposta voltamétrica de BZ3
Na Figura 19A e B séo apresentados os voltamogramas e o grafico de corrente

vs a influéncia do pH na resposta eletroquimica de BZ3, avaliado através de DPV.
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Figura 19. Avaliagdo da influéncia do pH na resposta eletroquimica do BZ3.
Condigdes experimentais: 15 mL de tampao BR 0,1 mol L' (pH 4,0 a 8,0 com
incrementos de 1,0), 3 mg L' de BZ3. Parametros da DPV: Einiciai: -1,0 V; Efinal: -1,5 V;
Estep: -0,012 V; amplitude: 0,05 V; tm: 0,05 s; v: 25 mV s'; Edeposicao: -0,9 V € tdeposicao:
240 s.
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Observa-se na Figura 19A e B que as maiores correntes de pico sao obtidas
em pH proximos ao neutro (6,0 e 7,0), com diminuigdo desta resposta a medida que
o pH aumenta. Este comportamento tem relagdo com a desprotonacao da pectina em
meio neutro ou levemente acido que tem disponivel um maior numero de sitios de
ligacao para BZ3, ao contrario de pH mais elevados (pH 8,0) onde ha uma competigao
entre os ions OH" do meio alcalino e o grupo carboxilico da pectina pelos ions K*
(JONASSEN et al., 2013). Realizou-se o Teste de Tukey (com nivel de significancia
de 95%) nas respostas médias de corrente obtidas em pH 6,0 e 7,0 e verificou-se que
nao ha diferengas significativas entre esses resultados (p = 0,05). Levando-se em
consideragao a resposta de corrente obtida em pH 6,0 e 7,0 (1,055 £ 0,094 pA e 1,079
t+ 0,109 pA, respectivamente), escolheu-se o pH 6,0 para as proximas etapas de
otimizagdo do método, por apresentar um menor valor de desvio padrao.

Observa-se também na Figura 19A, que ha um deslocamento de pico para
potenciais mais negativos a medida que o pH aumenta, comportamento este
caracteristico de processos redox que apresentam influéncia de prétons na reacao
(BRETT; BRETT, 1993; RAZAK; GAZY; WAHBI, 2002). Além disso, na Figura 20, é

mostrado a relacéo entre Epc € pH, obtido no intervalo de pH estudado.
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Figura 20. Grafico de E vs pH.
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Pode-se observar na Figura 20, que a equagao de regressao linear e o
coeficiente de correlagdo (R?) obtidos foram Epc (V) =-0,947 — 0,051 pH (V pH") pH e
R2= 0,99, respectivamente. O valor da inclinagao obtido (-51 mV) indica que a reagéo
eletroquimica envolve o mesmo numero de prétons e elétrons transferidos, valor este
que é proximo ao valor tedrico de 59,2 mV/pH (BRETT; BRETT, 1993; NEMATOLLAHI
et al., 2009).

Chandrasekaran, Noel e Krishnan (1991) relatam um processo de transferéncia
de 2 elétrons e 2 prétons na redugao de BZ3, sendo que o valor do numero de elétrons
envolvidos na reacao calculado pelos autores, em meio neutro ou préximo ao neutro
em um GCE, foi de 1,7 ou aproximadamente 2 (VIDAL et al., 2008), como sugere a

reacdo demonstrada na Figura 21.

Figura 21. Esquema representativo do mecanismo de redugéo de BZ3 (VIDAL

et al., 2008).

OH
OH O H OH

+2¢
- H3C
HiC ~o

Apos a escolha do melhor pH, foi avaliada a composicao do eletrdlito de

suporte, ja que o0 mesmo, na voltametria, é responsavel por minimizar o processo de

migracao presente no transporte de massa, para que esse transporte seja realizado
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preferencialmente por difusdo (BARD; FAULKNER, 2001). Para isso, duas
composigdes eletroliticas foram testadas: tampéo fosfato e tampao BR (ambos com
concentragédo 0,1 mol L' e pH 6,0). Na Figura 22 é apresentado o gréafico de corrente

vs composigao do eletrolito de suporte.

Figura 22. Avaliagcdo da influéncia da composicao do eletrdlito suporte na
resposta eletroquimica de BZ3. Condi¢cbes experimentais: 15 mL de tampao BR e
fosfato 0,1 mol L' (pH 6,0), 3 mg L' de BZ3. Parametros da DPV: Einicial: -1,0 V; Efina:
-1,3 V; Estep: -0,012 V; amplitude: 0,05 V; tm: 0,05 s; v: 25 mV s'; Egeposicao: -0,9 V e
tdeposicao: 240 s.
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Pode-se observar na Figura 22 que em ambos os eletrdlitos, a resposta de
corrente foi estatisticamente igual (p = 0,08) (1,152+0,083 para tampao BR e
0,984+0,133 para tampéo fosfato), porém em tampao BR BZ3 apresentou um perfil
mais gaussiano (resultado ndo apresentado). Por isso, a composi¢cao do eletrdlito
suporte escolhido para as proximas etapas foi o tampao BR.

Apés a escolha do pH e do eletrdlito, foi realizada a avaliagdo da concentragao
do eletrdlito, variando-se a concentragao do tampao BR (pH 6,0) em 0,01, 0,05 e 0,1
mol L-'. As intensidades de corrente de pico obtidas estdo demonstradas na Figura
23.
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Figura 23. Avaliagdo da influéncia da concentragdo do eletrélito suporte na
resposta eletroquimica de BZ3. Condicdes experimentais: 15 mL de tampdo BR 0,01,
0,05 e 0,1 mol L' (pH 6,0), 3 mg L' de BZ3. Parametros da DPV: Einiciai: -1,0 V; Efina:
-1,3 V; Estep: -0,012 V; amplitude: 0,05 V; tm: 0,05 s; v: 25 mV s'; Egeposicao: -0,9 V e

tdeposigéoi 240 s.
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Observando a Figura 23, percebe-se que a maior intensidade de corrente de
pico catdédico para BZ3, é obtida na concentragao de 0,1 mol L-1, assim como, o menor
desvio padrao entre os experimentos (1,113 £ 0,033 pA). Além disso, o valor de p
obtido no Teste de Tukey, ndao demonstrou diferenga significativa entre a
concentragéo de 0,1 e 0,05 mol L' (p = 0,12). Portanto, o eletrdlito suporte composto
pelo tampdo BR 0,1 mol L' (pH 6,0) foi o eletrolito escolhido para garantir adequada
condutividade elétrica ao sistema e para minimizar o transporte de massa ocorrido por

migragao.

5.3.2 Avaliagao dos parametros inerente a técnica de DPV

Considerando-se o pico catédico de BZ3, também avaliou-se a resposta
voltamétrica do analito através das variaveis instrumentais da técnica de DPV, a fim
de otimizacdo do método.

Na Figura 24 é apresentado o grafico de intensidade de corrente de pico vs
potencial de deposigéo (V), avaliados aplicando-se potencial de deposi¢ao de -0,4 a
-0,8 V.
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Figura 24. Avaliacdo do efeito do potencial de deposi¢do na resposta
eletroquimica de BZ3. Condigdes experimentais: 15 mL de tamp&o BR 0,1 mol L-" (pH
6,0), 1 mg L' de BZ3.Parametros da DPV: Einiciai: -1,0 V; Efinai: -1,3 V; Estep: -0,012 V;
amplitude: 0,05 V; tm: 0,05 s; v: 25 mV s e tgeposiczo: 240 s.
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Observa-se na Figura 24 que os valores de intensidade de corrente obtidos,
aumentaram e mantiveram-se constantes em potenciais de -0,7 € -0,6 V (p = 0,56), e
tendo um decaimento na resposta de corrente a potenciais mais positivos (anddicos).
Devido a isso, o potencial de deposicao -0,7 V foi escolhido para as proximas etapas.

Posteriormente, avaliou-se também o efeito do potencial step (Estep) Sobre a
resposta eletroquimica de BZ3. Para isso, variou-se o Estep entre -0,008 V e -0,016 V
(com incrementos de 0,002 V), sendo os resultados obtidos para esta avaliagao

apresentados na Figura 25.
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Figura 25. Grafico de intensidade de corrente vs Estep Obtidos na avaliagdo do
efeito do potencial step na resposta eletroquimica do BZ3. Condi¢gdes experimentais:
15 mL de tamp&o BR 0,1 mol L' (pH 6,0), 1 mg L' de BZ3. Parametros da DPV: Einicial:
-1,0 V; Efinai: -1,3 V; amplitude: 0,05 V; tm: 0,05 s; v: 25 mV s™'; Edeposicao: -0,07 V e

tdeposigéoi 240 s.
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Observa-se na Figura 25 que a maior corrente de pico é obtida no potencial de
-0,012 V (3,105 £ 0,018 pA). Havendo diferengas significativas entre a média de
intensidade de corrente encontrada para o valor de -0,012 V e a média dos demais
valores utilizados (p < 0,05), fixou-se entdo como parametro do Estep, 0 valor de -0,012
V para os estudos posteriores.

O préximo parametro avaliado foi o efeito da modulagao da amplitude sobre a
resposta eletroquimica de BZ3, variada entre 0,05 a 0,13 V (com intervalos de 0,02

V), com resultados demonstrados na Figura 26.
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Figura 26. Grafico de intensidade de corrente vs potencial obtidos na avaliagéao
do efeito da modulagdo da amplitude na resposta eletroquimica do BZ3. Condi¢des
experimentais: 15 mL de tamp&o BR 0,1 mol L-! (pH 6,0), 1 mg L-! de BZ3. Parametros
da DPV: Einicial: -1,0 V; Efinai: -1,3 V; tm: 0,05 s; v: 25 mV s; Edeposicao: -0,07 V; Estep:: -
0,012 V e tdeposicao: 240 s.
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Como observado na Figura 26, a maior corrente de pico é obtida quando uma
amplitude de 0,09 V é aplicada (2,19 £ 0,066 uA). No Teste de Tukey realizado, o valor
de p foi menor que 0,05 (p < 0,05) para a média de intensidade de corrente encontrada
para o valor de 0,09 V e a média dos demais valores testados, e por isso, a modulagao
de amplitude de 0,09 V foi escolhida para as proximas etapas do trabalho.

Em sintese, as condigdes do método voltamétrico para a determinagéao de BZ3
utilizando o sensor eletroquimico CB-PEC-RF/GCE em amostras de formulacdes

cosmeéticas otimizadas, estdo sumarizadas na Tabela 4.
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Tabela 4. Parametros otimizados para a determinacdo de BZ3 por DPV
utilizando CB-PEC-RF/GCE.

Parametro Condicgao otimizada

25 ciclos em solugéo de K4sFe(CN)s 0,1 mol L

em meio de KCI 0,5 mol L™’
Procedimento de reticulacdo da
pectina Condigbes CV: varreduras anddicas e

catodicas de -0,3 a 0,9 V com velocidade de

varredura de 100 mV/s.

pH 6,0
Composicéao do eletrdlito Tampao BR
Concentragao do eletrdlito 0,1 mol L
Potencial de deposicao -0,7V
Potencial step -0,012V
Modulagao da amplitude 0,09V
Potencial inicial -0,5V
Potencial final 1,5V

Destaca-se também o tempo habil de preparo do sensor CB-PEC-RF/GCE, que
€ de cerca de 12 horas, mas apesar de ser um tempo longo, aproveita-se o final de
expediente no laboratério para a imobilizacdo do filme e posterior evaporacao do
solvente por overnight e no dia seguinte, com aproximadamente 10 minutos a
reticulacao fisica do sensor é realizada podendo-se entao utilizar o CB-PEC-RF/GCE
preparado em varias analises ao longo do dia, assim como demonstrado no estudo

de estabilidade apresentado a seguir.

5.4 Estabilidade da resposta de BZ3 em CB-PEC-RF/GCE
Na Figura 27, estdo apresentados alguns dos voltamogramas obtidos afim de

investigar a estabilidade da resposta eletroquimica de BZ3 em CB-PEC-RF/GCE.
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Figura 27. Voltamogramas de pulso diferencial obtidos para o estudo da
estabilidade do sensor eletroquimico na presenga de 2 mg L' de BZ3 no eletrodo CB-
PEC-RF/GCE. Condigbes experimentais: 15 mL de tamp&o BR 0,1 mol L' (pH 6,0), 2
mg L' de BZ3. Parametros da DPV: Einicial: -1,1 V; Efinai: -1,4 V; tm: 0,05 s; v: 25 mV s
1: Edeposicio: -0,07 V; Estep:: -0,012 V; amplitude: 0,09 V e tdeposicao: 240 s.
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Pode-se observar na Figura 27, que os valores de correntes obtidos na 12, 242
e 352 varredura praticamente ndo sao alterados obtendo-se um RSD de 9%. A
estabilidade da resposta de corrente de BZ3 em CB-PEC-RF/GCE pode ser atribuida
a boa aderéncia do filme na superficie do GCE, além do processo de reticulagao fisica
da pectina que contribui para que a mesma nao se solubilize em meio aquoso, fazendo

com que o CB também nao se desprenda da superficie do eletrodo.

5.5 Teste preliminar de analise da amostra

O método espectrofotométrico foi utilizado para a determinacédo de BZ3 em uma
amostra de protetor solar FPS 60, sendo os experimentos realizados em triplicata.
Ressalta-se ainda que, os resultados obtidos foram apenas um teste preliminar
realizado e serao repetidos assim que possivel. O espectro de absorgao e respectiva

curva analitica na matriz para este teste, estdo demonstrados na Figura 28.
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Figura 28. Espectro de absorgcdo obtido para a amostra de protetor solar
contendo BZ3 através da analise por adicdo de padrao (A) e sua respectiva curva

analitica (B).

= Amostra 254

A ’ B
= Amostra+3 mgL de BZ3
= Amostra + 6 mg L' de BZ3

0,60+ Amostra + 9 mg L de BZ3 e i
-1 ~
s = Amostra + 12 mgLIdc BZ3 204 - -
s . P
145 12

L

s
o

< Amostra+ 15 mg L de BZ3 . _a
.g o P P
< -
< . y
o >
172} ~
< - y=0,7130x + 12,787
R’=0,95
260 280 300 320 340 360 380 400 0 3 5 9 2 15
Comprimento de onda (nm) Concentragdo de BZ3 (mg L")

E possivel observar no espectro de absorbancia (Figura 28A) que BZ3
apresenta maior absor¢ao na faixa de 280 a 325 nm, assim como descrito na literatura
(KIM; CHOI, 2014). Porém, observa-se que ha efeito de matriz, confirmado pelo perfil
da curva analitica.

Utilizando a equagao da reta obtida na Figura 28B, a concentracdo média de
BZ3 encontrada na amostra foi de 352,97 mg L' com um RSD de 1,55%, o que leva
a uma porcentagem média de 35,3% (m/m) de BZ3 no frasco de amostra adquirida
para analise. Em comparacdo com trabalhos encontrados na literatura, esta
concentragdo encontra-se muito acima do que ja foi relatado em amostras de
protetores solares, que obtiveram concentracdes em torno de 3 a 4%, abaixo do que
€ permitido pela legislacao (10% de BZ3 na formulagao pronta para uso) (ANVISA,
2016), utilizando métodos como espectrofotometria UV/Vis (CHISVERT, et al., 2001),
HPLC-UV/Vis (SALVADOR e CHISVERT, 2005; CHISVERT, et al., 2013), GC-MS/MS
(VILA, et al. 2015) e voltametria (LARANJEIRA, et al., 2011; NEVES, et al., 2018;
SILVA, et al., 2006; SUNYER, et al., 2019).

Esta alta concentracao encontrada deve-se ao fato de que o efeito de matriz
esta muito presente na amostra e para diminui-la 0 método de preparo de amostra
assim como o método de calibragdo (para a construgédo da curva) devera sofrer

algumas alteragdes. Assim, acredita-se que resultados mais confiaveis serdo obtidos
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para posterior comparagcdo com a analise da amostra utilizando o método otimizado

com o sensor CB-PEC-RF/GCE, em agdes futuras.
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6.EXPERIMENTOS ADICIONAIS

Devido a pandemia de Covid-19 que se alastrou ndo somente no Brasil, mas
em todo o mundo e obrigou representantes governamentais a tomarem medidas de
isolamento social, o que consequentemente afetou as atividades de pesquisa da
FURG, parte das atividades experimentais deste trabalho teve de ser suspendida nos
meses que antecederam a sua defesa. Por isso, quando as atividades forem
retomadas, alguns experimentos irdo ser realizados para completar o trabalho com o
intuito de publicar o artigo referente a essa dissertacao.

Os experimentos a serem realizados, sao:

e Avaliagao da faixa de trabalho, exatidao, precisao, limite de detecgao e
quantificagcao instrumental e do método utilizando CB-PEC-RF/GCE;

e Avaliar a influéncia de compostos interferentes (como outros filtros
UV organicos 3-(4-metilbenzilideno) canfora, 2-etilhexil 4-metoxicinamato e
octocrileno) na resposta eletroquimica de BZ3, utilizando CB-PEC-RF/GCE;

¢ Analisar a amostra de protetor solar FPS 60 pelo método otimizado com
CB-PEC-RF/GCE, afim de avaliar a exatiddo do método proposto comparando-se aos
resultados que serao repetidos por espectrofotometria UV/Vis;

e Avaliar a dispersdao CB-PEC-RF por espectroscopia de energia
dispersiva para avaliar a constituicdo dos cristais formados apds tratamento
eletroquimico do sensor;

e Analisar o sensor desenvolvido por espectroscopia de impedancia
eletroquimica afim de avaliar a resisténcia a transferéncia de carga do CB-PEC/GCE,
CB-PEC-GA/GCE, CB-PEC-ECH/GCE e CB-PEC-RF/GCE;

e Realizar analise por espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier e analise termogravimétrica de CB-PEC-GA, CB-PEC-ECH e CB-PEC-RF
para confirmar os sitios ativos aos quais acontecem os diferentes tipos de reticulacéo
e avaliar a influéncia da temperatura sobre o material reticulado;

e Determinar a area eletroativa de CB-PEC-RF/GCE.
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7. CONCLUSOES

Através das avaliagdes realizadas até o momento, é possivel inferir que o CB-
PEC-RF/GCE apresenta potencial para ser aplicado na quantificacédo de BZ3. O CB-
PEC-RF/GCE se mostrou de facil preparo, que com apenas 25 voltametrias ciclicas
em solugéo de KsFe(CN)e 0,1 mol L' em meio de KCI 0,5 mol L, reticula a pectina do
filme formado com CB e deixa os sitios de interacio livres na pectina para BZ3 se
reduzir, apresentando uma melhora na quantificacdo de BZ3, além de apresentar boa
estabilidade.

Em analise realizada por MEV, observou-se a formagao de cristais na superficie
do filme apds tratamento eletroquimico, o que torna o sensor desenvolvido ainda mais
interessante, ja que tal procedimento de preparo de eletrodo com pectina ainda nao
foi descrito na literatura. Porém, experimentos adicionais ainda precisam ser
realizados para confirmar a constituicdo elementar destes cristais e confirmar os sitios
de interacdo entre a pectina e os diferentes tipos de reticulantes estudados neste
trabalho.

Em experimentos posteriores, serdo feitas avaliagdes com o intuito de
comprovar a aplicabilidade do sensor eletroquimico desenvolvido através da analise
de amostra real, comparando-se os resultados obtidos com o método comparativo
(espectrofotometria UV/Vis). Além disso, um estudo eletroquimico (utilizando
espectroscopia de impedancia eletroquimica) dos diferentes sensores estudados
(CB-PEC/GCE, CB-PEC-GA/GCE, CB-PEC-ECH/GCE e CB-PEC-RF/GCE) sera
realizado para corroborar com os resultados ja obtidos, onde o CB-PEC-RF/GCE
demonstrou ter uma maior transferéncia de cargas. Com isso, objetiva-se aplicar com
sucesso 0 método voltamétrico otimizado com CB-PEC-RF/GCE na analise de BZ3
em amostras de formulagdes cosmeéticas, além de colaborar com estudos futuros
sobre a utilizagdo de polimeros naturais e materiais carbonaceos na fabricagao de

sensores eletroquimicos de baixo custo.
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