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RESUMO

DETERMINACAO DE PARABENOS EM ANTITRANSPIRANTES
EMPREGANDO VOLTAMETRIA SOB ELETRODO DE DIAMANTE E
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Esteres do 4cido p-hidroxibenzoico, tais como metilparabeno (MePa),
etilparabeno (EtPa) e propilparabeno (PrPa) sao conservantes quimicos amplamente
empregados em cosméticos, farmacos e alimentos. Uma vez que estes compostos
estdo associados a alergias, dermatites e propriedades estrogénicas, faz-se necessario
avaliar a concentragdo destas substancias nas diferentes matrizes. A ANVISA
estabelece para cosméticos uma concentracdo maxima de parabenos totais de 0,8 %
m/m.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar o comportamento eletroquimico dos
parabenos no eletrodo de diamante dopado com boro e o desenvolvimento de um
método voltamétrico para a determinagao de MePa, EtPa e PrPa em antitranspirantes
tipo roll on. As condi¢des otimizadas do método voltamétrico foram: técnica
voltametria ciclica; eletrolito suporte, tampao fosfato 0,1 mol L pH 7,0;
velocidade de varredura, 50 mV s'. Nestas condigdes, os parabenos sofrem
oxidacao em 0,85 V versus Ag/AgCl, KCl sat. O processo ¢ irreversivel e controlado
por difusdo. Para a quantificagdo dos parabenos totais, as amostras foram preparadas
usando a extracdo em fase so6lida e na quantifica¢do foi usada a hidroquinona como
padrdo interno. Para avaliar a exatiddo do método proposto, os resultados obtidos na
analise de amostras de antitranspirantes pelo método voltamétrico proposto foram
comparados com aqueles obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Todas as amostras analisadas (12 amostras de fabricantes diferentes)
apresentaram um teor de parabenos totais menores do que 0,38 % m/m. Destas, 6

amostras ndo especificaram corretamente a presenga dos parabenos nos rétulos.

PAILAVRAS CHAVE: Parabenos, voltametria, eletrodo de diamante dopado com

boro (DDB), antitranspirantes.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF PARABENS IN ANTIPERSPIRANTS BY
VOLTAMMETRY WITH DIAMOND ELECTRODE AND HIGH
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY

Esters of p-hydroxybenzoic acid, as methylparaben (MePa), ethylparaben
(EtPa) and propylparaben (PrPa) have been widely used as chemical preservatives in
cosmetics, drugs, foods, and others. As these compounds are linked with allergies,
dermatitis and estrogenic properties, it is necessary to control the concentration of
these substances in the different matrices. The ANVISA establish a maximum
concentration of 0.8 % w/w of total parabens in cosmetics.

The aims of this work were the study of the electrochemical behavior of
parabens on the boron-doped diamond electrode and the development of a
voltammetric method for the determination of parabens in antiperspirants (roll-on).
The optimized voltammetric conditions established were: cyclic voltammetry;
supporting electrolyte, phosphate buffer 0.1 mol L', pH 7.0; scan rate, 50 mV st At
these conditions, the parabens undergo oxidation at 0.85 V versus Ag/AgCl, KCI sat.
The process is irreversible and diffusion controlled. The sample preparation was
carried out using solid phase extraction and the total paraben quantitation was done
using hydroquinone as internal standard. The accuracy of the method was evaluated
through comparison of results obtained from analyses of antiperspirants by the
proposed voltammetric method with those obtained by high performance liquid
chromatography.

All samples analyzed (12 samples of different manufactures) presented a
content of total parabens lower than 0.38 % w/w. The presence of parabens in six

samples was not correctly specified at the label.

KEY WORDS: Parabens, voltammetry, boron-doped diamond (BDD) electrode,

antiperspirants.
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fosfato 0,10 mol L, pH 7,0 v = 50 mV s™. Amostra (1); Metilparabeno: (2),
(3) e (4) aliquotas de 125 uL MePa 100,0 mg L™

Figura IIL25 Fiagrama caracteristico obtido para o propilparabeno em
tampao fosfato 0,10 mol L, pH 7,0. Potencial aplicado: 1,2 V.
Propilparabeno: (1) 10 mg L. Vazdo: 1,5 mL min™.

Figura IIL.26 (A) Fiagrama caracteristico obtido para o propilparabeno (10
mg L'l) em tampao fosfato 0,10 mol L, pH 7.,0. Potencial aplicado: 1,8 € 2,0
V. Propilparabeno: (1) 10 mg L. Vazdo: 1,0 mL min™. (A1): curva corrente
versus numero de inje¢des no potencial de 1,8 V e (A2) curva corrente versus
numero de inje¢cdes no potencial de 2,0 V.

Figura IIL.27 Fiagrama caracteristico obtido para o propilparabeno em
tampao fosfato 0,10 mol L pH 7,0. Potencial aplicado: 1,2 V.
Propilparabeno: (1) 5mg L™; (2) 10 mg L™"; (3) 15 mg L™; (4) 20 mg L™"; (5)
25mg L (6)20mg L™ (7),15mg L™"; (8) 10 mg L™; (9) 5 mg L. Vazdo:
1,5 mL min™".

Figura II1.28 Curvas analiticas referentes ao fiagrama da Figura I11.27.

Figura IIL.29 Cromatograma caracteristico para o metilparabeno,
etilparabeno, propilparabeno e benzilparabeno, todos na concentragdo de 15
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mg L. Detetor eletroquimico: eletrodo DDB. Coluna analitica: octadecil,
fase movel: tampao fosfato 0,10 mol L pH 7,0 + acetonitrila (45:55 v/v).
Vazdo: 1,2 mL min™; potencial: 1,2 V.

Figura IV.1 Cromatograma obtido para os parabenos na concentracdo de
20,0 mg L™, usando BePa 6,0 mg L' como padrio interno. Fase estacionaria:
X Terra RP 18; Fase movel: H;O:ACN (60:40, v/v); vazao: 1,0 mL min; A =
254 nm. Tempos de retencgao (t,): MePa: t, = 5,9 min; EtPa: t, = 7,9 min; PrPa:
t.=11,4min ; BePa: t,= 17,1 min.

Figura IV.2 Cromatograma obtido para os parabenos na concentracdo de
20,0 mg L™, apds extragio em fase solida, usando BePa 6,0 mg L. Fase
estacionaria: X Terra RP 18; Fase movel: H,O:ACN (60:40, v/v); vazao: 1,0
mL min"; & = 254 nm. Tempos de retencio (t,): MePa: t, = 5,8; MePa: t, =
7,7, PrPa: t.=11,1; BePa: t,=16,9.

Figura IV.3 Cromatograma obtido para a amostra AT 4 apds extragdo em
fase solida, usando BePa 6,0 mg L. Fase estacionaria: X Terra RP 18; Fase
movel: HO:ACN (60:40, v/v); vazao: 1,0 mL min; A = 254 nm. Tempos de
retengdo (t,): MePa: t, =5,7; PrPa: t.=11,2; BePa: t, = 17,1.

Figura IV.4 Cromatogramas obtidos para (A) fenoxietanol e (B) 4-HBA, na
concentracdo de 30,0 mg L. Fase estacionaria: X Terra RP 18; Fase movel:
H,O:ACN (60:40, v/v); vazao: 1,0 mL min'; A = 254 nm. Tempos de
retengao (t,): (A) t;= 2,1 min; (B) t,= 1,3 min.
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PREFACIO

dissertacdo versa sobre o estudo do comportamento eletroquimico

de parabenos no eletrodo de diamante dopado com boro e

desenvolvimento e a validacao de um método voltamétrico para a

determinacdo de parabenos em cosméticos, em particular,
antitranspirantes do tipo roll on. Ainda, é apresentada a validacao de um método
de cromatografia liquida de alta eficiéncia para a determinacao de parabenos em
antitranspirantes.

O que motivou o presente trabalho é a caréncia de informacdes sobre o
controle de qualidade de produtos cosméticos no Brasil, assim como estudos
publicados na literatura cientifica. Em adig&o, verifica-se uma tendéncia crescente
na busca de novos materiais de eletrodos para aplicacao eletroanalitica. Neste
sentido tem se destacado o eletrodo de diamante, que por apresentar, entre outras
caracteristicas, uma larga janela eletroquimica de potencial em meio aquoso e nao
aquoso, baixa corrente de fundo, estabilidade em meios agressivos e baixa
sensibilidade ao oxigénio dissolvido, tem despertado o interesse de eletroquimicos
para seu uso em aplicagoes diversas.

Para facilitar a compreensdao dos resultados e discussdes desta
dissertacdo, a mesma esta apresentada em seis capitulos. O Capitulo | apresenta
uma revisdo bibliografica sobre o assunto. O Capitulo Il discorre os objetivos
propostos. O Capitulo Il apresenta o desenvolvimento e validagdo do método
voltamétrico para a determinacdo de parabenos em antitranspirantes, o Capitulo
IV descreve a implantagédo e validagdo de um método de cromatografia liquida de
alta eficiéncia para a determinagdo de parabenos em antitranspirantes. Os dois
ultimos capitulos (V e VI) apresentam as conclusdes obtidas e as referéncias

bibliograficas que deram suporte ao trabalho desenvolvido.
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CAPITULO I - INTRODUCAO
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I. INTRODUCAO

I.1. Antitranspirantes

No Brasil, a classificagdo de cosméticos, produtos de higiene, perfumes
e outros de natureza e finalidade idénticas, estd baseada nos artigos 3° e 26° da
Lei 6.360/76 e artigos 3°, 49° e 50°, do Decreto 79094/77. Os grupos de
produtos estdo enquadrados em quatro categorias: produtos de higiene,
cosmético, perfume e produto de uso infantil e classificados quanto ao grau de
risco a que oferecem: grau 1 — produtos com risco minimo e grau 2 —
produtos com risco potencial. Os critérios para essa classificagdo foram
definidos em funcdo da finalidade de uso do produto, areas do corpo
abrangidas, modo de usar e cuidados a serem observados, quando de sua
utilizacao (ANVISA, 2008).

De acordo com a definicdo conferida pela Legislacdo vigente, os
Cosméticos, Produtos de Higiene e Perfumes (também chamados de produtos
cosméticos) sdo preparagdes constituidas por substidncias naturais ou
sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano, pele, sistema
capilar, unhas, labios, 6rgdos genitais externos, dentes € membranas mucosas
da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-los,
perfuma-los, alterar sua aparéncia e/ou corrigir odores corporais e/ou protegé-
los ou manté-los em bom estado.

Os antitranspirantes sdo classificados na categoria de produtos de
higiene, destinados a inibir ou diminuir a transpiracao, podendo ou nao conter
corantes e perfumes, apresentadas em formas e veiculos apropriados, bem

como associados aos desodorantes. Os diferentes ativos preconizados para uso
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como antitranspirantes e suas recomendagdes de uso sao regulamentados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério de Satde
do Brasil através da Resolugdo RDC n° 79, de 28 de agosto de 2000
(ANVISA, 2000).

Todos os produtos referidos como antitranspirantes sdo classificados
como produtos de grau de risco 2, passiveis de registro, obedecendo as
formalidades legais. A respeito da fisiologia da transpiragdo € mecanismos de
acao dos antitranspirantes, COVINGTON (1996) acrescenta que o mecanismo
de absor¢do através da pele estd sujeito a fatores distintos, tais como:
solubilidade do ativo, formulagdo, concentracdo, tempo de exposi¢ao,
condi¢des fisiopatologicas da pele, entre outros. A transpiracdo assume
importante agdo no mecanismo fisioldgico relativo aos processos de regulagdo
da temperatura corporea (homeostase). Além disso, no suor foram encontradas
clevadas concentracoes de substancias, tais como acido lactico, uréia,
aminoacidos e cloreto de sodio, as quais tem sido atribuidas propriedades no
processo de hidratacdo natural. PAPA, 1967 proprés que, dentre as
substancias quimicas mais utilizadas nos antitranspirantes estdo a agua, os sais
de aluminio e seus complexos, fragrancia, alcool etilico, silicone, EDTA,
triclosano, butilidroxitolueno (BHT), dalcool cetoestearilico, glicerina,

metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno e butilparabeno.

1.2 Conservantes

Em uma formulacao, cosmética ou produto de higiene, uma das maiores

preocupacgdes ¢ a manutencdo da estabilidade do produto em questdo. Cada

componente, ativo ou ndo, pode afetar a estabilidade do produto assim como
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os processos relacionados a formulagdo, fabricacdo, acondicionamento,
condi¢des ambientais e transporte.

Nas formulagdes devem-se garantir trés tipos de estabilidade: fisica —
onde se prioriza a conservacao das propriedades fisicas originais do produto;
quimica — relagdo com a integridade da estrutura quimica (teor de ingredientes
utilizados) e a microbiologica, onde se prioriza conservar as caracteristicas
microbiologicas, conforme requisitos especificados. Os produtos cosméticos
mais susceptiveis a contaminagdo sdo 0s que apresentam agua em sua
formulacao (emulsdes, géis, suspensodes e solucodes). A utilizacdo de sistemas
conservantes adequados e validados, assim como o cumprimento das boas
praticas de fabricagdo (BPF), ¢ necessaria para a conservacao adequada das
formulacdes. Como o cumprimento das BPF atualmente ¢ algo bastante
comum na industria farmacéutica, de alimentos e de cosméticos, o que pode
sofrer grande variacdo ¢ o tipo de sistema conservante utilizado (ANVISA,
2000).

Os conservantes quimicos sdo substincias que impedem, previnem ou
retardam a deterioracdo de cosméticos, farmacos e alimentos por acao de
microorganismos. A eficiéncia de um agente antimicrobiano, ou conservante,
esta relacionada a trés fatores: efeito do pH, efeito do grau de dissociagdao do
acido (pKa) e acdo especifica do agente antimicrobiano. O nivel inicial de
contamina¢do microbioldgica também ¢ de grande relevancia, uma vez que
alguns conservantes, quando utilizados em baixas concentragdes, podem ser
metabolizados pelos microorganismos que eles deveriam inibir (ANTUNES &
CANHOS, 1983).

Dentre os conservantes permitidos pela legislacdo brasileira e mais
utilizados em produtos cosméticos, fArmacos e alimentos, estdo os ésteres do

acido p-hidroxibenzoico (parabenos, Figura I.1), tais como metilparabeno
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(MePa), etilparabeno (EtPa), propilparabeno (PrPa) e butilparabeno (BuPa).
Nos produtos cosméticos, podem ser encontrados em antitranspirantes,
protetores solares, xampus, entre outros; nos farmacos, desde pomadas
antifingicas a comprimidos que regulam a pressao arterial e, nos alimentos,
sdo encontrados em refrescos, enlatados de frutas e vegetais, geléias, frutas

secas, molhos e outros.

- o, =
—d OH — r—oH
{} b '::l .\'l. -.-'
(Metilparabeno — MePa) (Etilparabeno — EtPa)
o, = o
Y P
P I:l L G
(Propilparabeno — PrPa) (Butilparabeno — BuPa)

Figura I.1. Estrutura molecular dos parabenos mais utilizados em cosméticos.

Os parabenos possuem um amplo espectro de atividade antimicrobiana,
baixa toxicidade, baixa reatividade, sao resistentes a hidrolises em
aquecimento e resfriamento de agua (autoclave), ndo-volateis, tém baixa
tendéncia de absor¢do em embalagens, nao descolorem nem endurecem
formulagdes, sdao incolores, inodoros, estaveis em mudancas de pH,
biodegradaveis e tem custo reduzido (HANDA e cols, 2006). Os parabenos
possuem um elevado coeficiente de particdo 6leo/agua e a solubilidade em

agua diminui com o aumento do comprimento da cadeia no grupo éster
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(DARBRE e cols, 2004). O potencial de absor¢do percutdnea destes
conservantes ¢ influenciado pela distribuicdo de fases Ooleo/dgua das
formulagdes e este potencial ¢ frequentemente alterado pela adicao de
surfactante (OISHI, 2004).

Como ocorre com o acido benzoico, os parabenos parecem apresentar
maior atividade antimicrobiana na forma nao-dissociada. A reducdo de pH de
um produto cosmético, por exemplo, acarreta um aumento na propor¢ao de
moléculas nao-dissociadas do 4acido organico, que ¢ responsavel pela acao
antimicrobiana dos conservantes. A nao-dissociagdo destes compostos
lipofilicos facilita a penetracdo das membranas celulares dos
microorganismos, sobre os quais vai ser exercida ac¢do inibitoria do agente
conservante. Sugere-se que estes acidos lipofilicos inibam ou levam a morte
0s microorganismos, tanto pela alteragdo da permeabilidade das membranas
celulares, quanto pela interferéncia em reagdes metabolicas essenciais para o
crescimento ¢ atividade celular (ANTUNES & CANHOS, 1983). Sua
atividade antimicrobiana ¢ diretamente proporcional ao comprimento da
cadeia lateral e ndo aumenta com o abaixamento do pH na mesma intensidade
que ocorre com 0s benzoatos. O pKa desses compostos situam-se em torno de
8 (JAY, 1992; SIMAO, 1989; FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Segundo RASTOGTI e cols, 1995, em um estudo realizado com cremes
comercializados na Suécia, foi observado que 10 % ndo possuiam alguns dos
conservantes que estavam descritos nas embalagens e, em 17 % dos produtos
avaliados, pelo menos um de nove conservantes nao estavam declarados no
rotulo. Em outro estudo, a Agéncia de Protecdo Ambiental Dinamarquesa,
imniciou um estudo semelhante ao citado anteriormente e, dentre os
conservantes estudados, todos estavam presentes nas concentragdes permitidas

em cremes para a pele. De forma geral, 45 % dos cremes para a pele

7
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investigados, possuiam alguma diferenga entre o contedo e/ou tipo de
conservantes na amostra e os descritos no rétulo.

Os métodos reportados para a determinagao de parabenos em cosméticos,
alimentos e farmacos sao baseados, principalmente em Cromatografia Gasosa
de Alta Resolugdao (HRGC), Eletroforese Capilar (EC) e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC), porém variagdes entre esses métodos sao
bastante comuns, principalmente quando consideramos diferentes

formulagoes.

L1.2.1 Toxicologia

Estudos realizados com animais t€ém mostrado que os parabenos sao
rapidamente absorvidos pelo trato gastrointestinal e pelo sangue, hidrolisados
a acido p-hidroxibenzoico, conjugado e, finalmente, excretados pela urina
(DARBRE e cols, 2004). Eles também podem permanecer intactos no
organismo sendo, assim, acumulados nos tecidos do corpo de maneira similar
aos outros poluentes lipofilicos que sdo bioacumulativos (BORREMANS e
cols, 2004). A Associagao Européia de Cosméticos e Perfumaria, COLIPA
(The European Cosmetic, Toiletry and Perfumery Association), enfatizou que
os parabenos sdo hidrolisados na pele e nao atingem a corrente sanguinea.

OISHI, 2002 estudou diferentes concentragdes (0 a 1 %) de PrPa em
animais e concluiu que este conservante altera a funcdo reprodutiva em ratos
machos, incluindo reducao da quantidade de esperma, diminuicao da cauda do
espermatozdide e dos niveis de testosterona e que a sua atividade estrogénica €
semelhante a do composto 4-nonilfenol. Aos conservantes EtPa, PrPa e BuPa
atribuiu  atividade estrogénica 150.000, 30.000 e 10.000 vezes,

respectivamente, inferior ao composto 17p-estradiol. GOLDEN e cols, 2005

8
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avaliaram os efeitos da exposicao do utero (humano e animal) a quantidades
suficientes de parabenos e potentes compostos estrogénicos, tais como 17f3-
estradiol e concluiram que, devido aos diferentes potenciais estrogénicos
destes compostos, ndo ha base cientifica para afirmar que os parabenos podem
causar efeitos adversos no desenvolvimento fetal.

Para avaliar o BePa como receptor estrogénico, Darbre e colaboradores
(DARBRE e cols, 2003), estudaram linhagens de células humanas de cancer
de mama, denominadas MCF7. O parametro avaliado foi o peso uterino de
ratos imaturos. Doses de, no maximo, 100 ng de 17B-estradiol e quantidades
de 3,3; 10; 33 e 100 mg de BePa foram consideradas em dois experimentos,
avaliados durante trés dias. Os resultados obtidos evidenciaram a atividade
estrogénica do BePa (aumento do peso uterino de 33 mg), mas ressaltam que o
aumento do peso uterino € significativamente maior na presenga do estradiol.

Em 2004, Dabre e colaboradores mostraram que os parabenos ndo sao
mutagénicos, porém alguns estudos relatam que estes conservantes podem
causar alteracdes cromossOmicas, particularmente na presenca de bifenilas
policloradas (PCB). SHABIR (2004) atribuiu ao MePa a formagdao de
adenocarcinomas (cancer de célula epitelial que tem origem na regido de
glandula) em ratos; o BuPa e PrPa (0,01 — 1,0 %, numa dieta de quatro
semanas) sdo capazes de alterar a funcdo reprodutiva em ratos; o EtPa foi
considerado ndo teratogénico em concentracdes acima de 10 % e o BePa (7,5
g/kg) por trés dias proporcionou aumento do peso uterino.

Recentes descobertas destacam a atividade hormonal, mais
especificamente a atividade estrogénica (atividade hormonal feminina)
relacionada com o aumento de gene de expressao receptor de progesterona dos
parabenos e questionam a sua toxicidade, uma vez o estrogénio ¢ o maior fator

de crescimento e desenvolvimento dos casos de cancer em seres humanos
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(MASTEN, 2004). Estes conservantes tém sido encontrados em amostras de
células humanas de cancer de mama, entretanto ndo ha evidéncias que os
cosméticos contendo estes conservantes sejam sindnimos de risco a saude,
uma vez que a penetragdo e acumulo destes agentes antimicrobianos nos
tecidos € pouco provavel e, a concentracdo dos mesmos nos produtos em
questdo, esta abaixo da concentracdo maxima permitida. A atividade
estrogénica dos parabenos aumenta com o aumento do comprimento da cadeia
lateral com ramificagdes no grupo alquil ester e a ordem de atividade do
receptor estrogénico ¢ a seguinte: benzil > butil > propil = etil > metil. O
aumento da cadeia lateral diminui a solubilidade dos parabenos em agua e, por
isso, alguns destes conservantes podem ser acumulados nos tecidos do corpo
de maneira similar a outros contaminantes lipofilicos que sdo considerados
bioacumulativos (DARBRE e cols, 2004).

Os parabenos s3o usados como conservantes em desodorantes e
antitranspirantes aplicados nas axilas e podem contribuir com o aumento da
incidéncia de cancer de mama, uma vez que possuem atividade estrogénica e
que contribuem com o aumento do gene de expressao receptor de progesterona
(HARVEY & EVERETT, 2004).

Handa e colaboradores (2006) realizaram estudos in vitro com o MePa e
concluiram que este conservante pode ser considerado seguro, mas pode

provocar efeitos prejudiciais a pele humana quando exposta a luz do sol.

10
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1.3 Aspectos de Legislacao

Para garantir a seguranga dos consumidores, niveis de tolerancia tém
sido estabelecidos quanto a presenca de antimicrobianos em diversas matrizes,
tais como cosmeéticos, alimentos, fArmacos, entre outros. Assim, para proteger
a saude humana dos efeitos adversos de antimicrobianos, agéncias reguladoras
de cada pais tém estabelecido limites para as substincias autorizadas e
utilizadas nas matrizes em questao.

No Brasil, a Lista de Conservantes Permitidos para Produtos de Higiene
Pessoal, Cosméticos e Perfumes, ¢ regulada pela ANVISA através da
Resolugdao RDC n°® 162 de 11 de setembro de 2001, republicada no D.O. de
02/10/2001, que estabelece uma concentragdo maxima permitida para o acido
4-hidroxibenzobico, seus sais e €steres (parabenos) de 0,4 % (expresso como
acido) individual para um éster e 0,8 % (expresso como acido) para misturas
dos sais ou ésteres (ANVISA, 2001). Essa resolu¢ao ¢ basecada na diretiva
76/768/EEC, anexo VI, parte 1, referéncia 12 da Comunidade Européia
(European Communitties, 1976).

A submissao as normas dessa resolugdo ¢ de grande importancia, ja que
ha algum tempo sabe-se que os conservantes sdo substancias biologicamente
reativas (SCHNUCH, 1998).

Em 1984, foi estimado que os parabenos eram usados em 13200
formulacdes cosméticas e em 1995, de 215 produtos avaliados, 99 %
continham parabenos em sua formulacao (DARBRE e cols, 2004).

Entre os conservantes permitidos para cosméticos destacam-se o acido
benzodico, formaldeido, paraformaldeido, sulfitos e bissulfitos inorganicos,
clorobutanol, 4cido férmico, imidazolidinil uréia, 2-fenoxietanol, parabenos

(sais e ésteres) e bronopol (BERGFELD e cols, 2005).

11
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1.4 Métodos analiticos para determinac¢ao de parabenos

A determinagdo quantitativa dos conservantes ¢ do interesse e protecao
do consumidor, uma vez que estudos atribuiram propriedades estrogénicas aos
parabenos € que os mesmos estdo entre os maiores causadores de alergias e
dermatites de contato. Para garantir a qualidade de produtos cosméticos,
alimenticios, farmacos, e outros, e assegurar a saiude do consumidor, ¢
necessario que seja realizado o controle de qualidade dos produtos disponiveis
no mercado. Para tanto, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos
analiticos com sensibilidade e seletividade adequadas para quantificar a
presenca de conservantes nas diferentes matrizes.

Embora as técnicas cromatograficas sdo as mais empregadas na
determinagdo de parabenos, requerem um investimento inicial consideravel e,
em fun¢ao disto, poucas industrias no Brasil controlam seus produtos quanto
aos limites de conservantes aceitos para produtos de higiene pessoal. Desta
forma, novos métodos de andlises para a determinagdao de parabenos sdo de
grande interesse, principalmente se o custo for reduzido, envolverem menos
etapas de preparo de amostra, € menor consumo de solventes, assim como
também pouca manipulagdo das amostras.

Assim, as técnicas eletroanaliticas surgem com uma alternativa para a
determinagdo destes conservantes, pois além de simples e de baixo custo, elas
oferecem a possibilidade de se determinar a concentracdo do composto de

interesse diretamente na amostra, sem pré-tratamentos ou separagdes prévias.

12
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1.4.1 Tecnicas Voltamétricas

As técnicas eletroanaliticas estdo sendo cada vez mais utilizadas nas mais
diversas areas do conhecimento, com o objetivo de se obter informacdes
fundamentais sobre propriedades intrinsecas das substancias. Estudos de
processos de oxidacao e redugdo em varios meios, de adsor¢do em superficies
e de mecanismo de transferéncia de elétrons, exemplificam algumas das
aplicacoes das técnicas eletroanaliticas. Elas oferecem uma série de vantagens,
tais como: seletividade das determinagdes resultantes do processo redox das
espécies analiticas de interesse em func¢ao do potencial aplicado; seletividade
decorrente dos processos redox do analito em eletrodo de trabalho feito com
material especifico; grande sensibilidade e baixos limites de deteccao
resultante das técnicas de pré-concentragdo e modos de aquisi¢do de sinal que
proporciona ambiente com baixo sinal de fundo (SKOOG e cols, 1998).

Considerando que processos redox totalmente irreversiveis sdo muito
comuns em diversos tipos de compostos organicos contendo anéis aromaticos
homociclicos ou heterociclicos com grupos ligantes, vale ressaltar as
vantagens da voltametria de onda quadrada (SWV), tais como: elevada
sensibilidade com limites de deteccdo que, para alguns sistemas, atinge
valores de 10"° ¢ 10" mol L' (comparado as técnicas cromatograficas e
espectroscopicas); auséncia de restricdes quanto aos sistemas irreversiveis,
dispensa etapas prévias de tratamento ou preparagao de amostras, tempo de
analise e custos reduzidos.

Os parabenos sdo compostos fenolicos e a determinagdo eletroquimica de
compostos fendlicos empregando eletrodos sdlidos como platina, carbono
vitreo, ouro ¢ DDB apresentam problemas devido a perda de atividade da

superficie ativa do eletrodo durante o processo de oxidacdo interferindo,
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assim, nas andlises eletroquimicas (GATTRELL & KIRK, 1993). Quando a
oxidacdo de compostos fendlicos ocorre em eletrodos solidos, € possivel
observar a formagdo de um filme polimérico impermeavel e ndo reativo sobre
a superficie do eletrodo (passivagdo). Este fendmeno representa um sério
problema em andlises eletroquimicas de fendis, uma vez que bloqueia a
transferéncia de elétrons comprometendo, assim, a precisao do método. No
que diz respeito as aminas aromadticas, a polimerizacdo eletroquimica dos
filmes ¢ considerada vantagem, uma vez que protege o eletrodo contra a
corrosao ¢ produz um filme polimérico eletroativo (GUENBOUR e cols,
2000). Além do emprego de eletrodos modificados para reduzir o fendmeno
de envenenamento, foi verificado que o EDTA pode inibir processos de

polimerizacdo durante a determinacdo voltamétrica de catecolaminas

(CARVALHO e cols, 2003; WINTER, 2007).

1.4.1.1 Eletrodo de Diamante Dopado com Boro (DDB)

O diamante ¢ conhecido desde o ano 3.000 a.C. como um cristal
misterioso, indestrutivel e de brilho atraente, que sempre esteve associado a
sorte, fidelidade, riqueza, ostentagdo, entre outras. Em 1772, o quimico
Lavoisier foi o primeiro a desvendar a sua composi¢do e concluiu que o
diamante era um composto unicamente de carbono (TEOFILO, 2007).

O diamante ¢ o melhor isolante natural, mas quando dopado com boro
este material apresenta caracteristicas de um semicondutor com boa
condutividade ou filme quase metdlico dependendo da concentracdo de
dopagem utilizada (PREECHAWORAPUN e cols, 2006). A concentracao do
boro determina a resisténcia especifica do filme de diamante (GANDINI e

cols, 1999).
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Desta forma, o eletrodo de diamante dopado com boro (DDB) tem
despertado o interesse de eletroquimicos de todo o mundo, devido a
superioridade de suas propriedades eletroquimicas em relacdo aos outros
alotropos do carbono, como o carbono vitreo e o pirolitico (RAO &
FUJISHIMA, 2000; FUJISHIMA & RAO, 2001). Este material apresenta
varias propriedades atrativas, que incluem uma extensa janela eletroquimica
de potencial em meio aquoso € ndo aquoso, alta estabilidade em meios
agressivos, baixa corrente de fundo, estabilidade para algumas espécies redox
sem pré-tratamentos, baixa adsor¢do de moléculas orginicas polares e baixa
sensibilidade ao oxigénio dissolvido (PREECHAWORAPUN e cols, 2006).
SALAZAR-BANDA e cols, 2006 confirmam que pré-tratamentos catodicos
asseguram alta condutividade na superficie do eletrodo que facilita a interagdo
e adsor¢do de espécies eletroquimicas com esta superficie. Além disso,
ressalta que um pré-tratamento de -3 V por 30 minutos leva a uma resposta
eletroquimica totalmente reversivel associada a um H-terminal na superficie e,
portanto, que o H-terminal desempenha um importante papel na resposta
eletroquimica do eletrodo. A grande janela eletroquimica, compreendida entre
-2,5 V.a+2,5 V vs Ag/AgCl, se deve ao fato deste eletrodo possuir altos
sobrepotenciais para as reagdes de desprendimento de hidrogénio e oxigénio.
Eletrodos de diamante oferecem vantagens sobre os eletrodos convencionais
usados na eletroanalitica em termos de faixa linear, limite de detec¢do, tempo
de resposta, precisdo e estabilidade da resposta. Além disso, uma grande
vantagem deste material frente aos eletrodos so6lidos convencionais em
eletroanalitica estd em poder analisar compostos que apresentam alto potencial
de bloqueio eletroquimico. Entre os diversos compostos analisados estdo as
determinagdes realizadas em dinucleotideo nicotinamida adenina (NADH);

analises diretas e simultaneas de acido trico, acido ascorbico e dopamina; de
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guaiacol e cloroguaiacol; andlise direta de 4cido trico na presenca de &cido
ascorbico; determinacao de histamina e serotonina e citocromo C e L-cisteina
em meio alcalino (TEOFILO, 2007).

A respeito do mecanismo de oxidacdo eletroquimica dos parabenos no
eletrodo DDB, ndo ha registro na literatura para maiores informacdes.
OLIVEIRA e cols, 2007 discutem o mecanismo eletroquimico do benzeno no
eletrodo DDB. Os autores verificaram que o benzeno sofre oxidagao em meio
acido em 2,0 V vs Ag/AgCl e, como produtos formados foram identificados
hidroquinona, benzoquinona e catecol.

Algumas aplicacdes do eletrodo DDB estdo sumarizadas na Tabela I.1.
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Tabela 1.1 Aplicagdes do uso do eletrodo de diamante dopado com boro

(DDB) em compostos organicos.

Analito Matriz Técnica Referéncia
HPLC - UV
(produtos
Benzeno Benzeno OLIVEIRA e cols, 2007
degradacao);
CV -DDB
PREECHAWORAPUN
Sulfonamidas Ovo HPLC-FIA (DDB)
e cols, 2006
Anilina Anilina CV -DDB SPATARU e cols, 2007
SWYV (DDB ou
Au-UME) CODOGNOTO e cols,
Pentaclorofenol Solo
HPLC 2004
(comparativo)
Solucao
Azida de Sodio _ _ DDB SUZUKI e cols, 2007
fisiologica
HPLC com
Purina deteccao
Salmao . IVANDINI e cols, 2007
Pirimidina amperometrica
(CV —DDB)
) SWV — (DDB E
4 — nitrofenol Agua PEDROSA ¢ cols, 2004
HMDE)
4 — clorofenol Agua SWV — (DDB) | PEDROSA e cols, 2003
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1.4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Como as formulagdes farmacéuticas sao misturas complexas, muitos
pesquisadores associaram a determinagdo de parabenos com outros compostos
de interesse. De um modo geral, tdo importante quanto a técnica escolhida, ¢ o
preparo de amostras desenvolvido para cada formulacdo estudada, que tem
como fundamento eliminar interferentes ¢ determinar a concentracdo dos
analitos de interesse com exatiddo e precisao satisfatorios.

Uma técnica ideal de preparo de amostra, que inclui extragdo, limpeza e
concentracdo, deve apresentar facilidade no manuseio, baixo custo, ser
compativel com a faixa de detec¢do do instrumento de analise e apresentar boa
performance analitica, incluindo eficiéncia, seletividade e aplicabilidade para
determinagdes simultaneas (PAWLISZYN, 1997).

A literatura preconiza alguns trabalhos empregando cromatografia
liquida com deteccao eletroquimica usando o eletrodo de diamante dopado
com boro, tais como a andlise de sulfas (sulfadiazina, sulfamerazina e
sulfametazina), de clorofendis em amostras ambientais ¢ de pesticidas
carbamatos  (carbaril, carbofuram, metil 2-benzimidazolcarbamato,
bendiocarbo) (TEOFILO, 2007).

Nas Tabelas 1.2a, 1.2b, I.2¢, 1.2d e I.2e estdo resumidos alguns métodos
reportados na literatura para a determinacao de parabenos e multicomponentes

em cosméticos.

18



Dissertagdo de Mestrado

Francieli Carreira

Tabela 1.2a Preparos de amostra e técnicas utilizadas na determinagdo de conservantes em produtos cosméticos.

) Faixa
Analitos Preparo de Meétodo FE Fase M(fv.el ou Linear Referéncia
amostra eletrolito -1
(mg L")
2-fenoxietanol (ZI;E(?]O Ij'l)
1-fenoxipropan-2-ol HPLC- H,0-ACN
McPa, EtPa, PrPa, | LLE& o | UV WE‘Eer MeOH-THF 5200 32153;31\246%1:3
BuPa, BePa © 8;11100,' V;V) (254 nm) (65:25:10:5 v/v/v) ’
Isopropanol
LLE — (éter:
HAc 1%), | e MeOH:(H,0-HAc
uv Cis 1
ultrassom, (260 nm) 1%); Eletrolito: 1 — 40
MePa, EtPa, PrPa, | evaporar fase . tampao tetraborato LABAT e cols,
A e Capilar
BuPa organica, 70 om (15 mM, pH 5900 2000
MeOH: fase CE 75 ’) 9,2):MeOH (85:15,
mével (1:4 Hm VIV)
V/V)
Extracio: Fase movel A:
§a0: tampao fosfato (0,025
MeOH 1 pprc- mol L™, pH 6,8): |  sacha
MePa, PrPa (2 -4 mL) uv Fenil ACN (8020 vfv); | 139240 | REBBECK e
Cartucho . PrPa: cols, 2006
(254 nm) Fase movel B:
SCX N ) 150 - 270
Diluicio: H,0 tampao fosfato: ACN
' (20:80 v/v) gradiente

LLE: Extracdo liquido-liquido; THF: tetraidrofurano, HAc: dcido acético; CE: eletroforese capilar.
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Tabela 1.2b Preparos de amostra e técnicas utilizadas na determinagdo de conservantes em produtos cosmeéticos.

. Faixa
Analitos Preparo de Método FE Fase M(fv-el ou Linear Referéncia
amostra eletrolito .1
(mg L")
ACN .
. Eletrélito:
Megipzﬂgléggl)a’ ﬁllillrza:i(t)rrgto CE ((;ip élrir fosfato de amonio 5_50 ROSSI ¢ cols,
’ (UV/DAD) > | 5mM, pH 3- 65 2002
com H,O 75 um) 0
% ACN

(1:5 v/v)

MePa, EtPa, PrPa, Resgi%r"‘ C
* - .
BuPa, BHA, BHT®. | o0 | sFELcms | O MeOH: HO™ ) 45 5000 | LEE e cols, 2006
Acetato a-tocoferol N gradiente
Evaporacao
a-tocoferol
com N,
Tampao fosfato
MePa, EtPa, PrPa, | LLE -MeOH Capilar | com 100 mM
BuPa (triplicata) CE (MEKC) |- silica SDS e 1% 0,15-7,60 | HE e cols, 2006
4 P (210 nm) | fundida | MeOH (pH 2,28) | > >7" )
Ultrassom
58,5 cm Temperatura

capilar:35 °C

LLE: Extracdo liquido-liquido; CE: eletroforese capilar; SFE: extracdo por fluido supercritico; SDS — dodecil

sulfato de sodio; LC: cromatografia liquida; MS: espectrometria de massas.
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Tabela 1.2¢ Preparos de amostra e técnicas utilizadas na determinagao de conservantes em produtos cosméticos.

Analitos Preparo de Método FE Fase Mqv-el ou | Faixa Ll.’; ear Referéncia
amostra eletrolito (mg L")
2 mL CHCI;

Vitaminas | A(75°C, 20| pgppcyy MeOH : HiPO4 | \jeparng - 80 | HAVLIKOVA
MePa min) (214 nm) Cis (pH 2,5) PrPa: 5-20 | e cols, 2006
PrPa ketoprofen (PI), (65:35, v/v) ’

filtrar
tampao fostato
Guaifenesina HO:ACN HPLC- Synergi (p(};; ’705) :VI?VC)N
(75:25, v/v) ' ’ MePa:20 — 60 | GROSA e cols,
MePa o DAD Polar-RP, Eluente B:
vortex; diluir ~ PrPa: 5-15 2006
PrPa (1:5 vivY: filtrar (254 nm) | Phenomenex | (MeOH): tampao
> VIV, fostato: MeOH
(85:15 v/v)
Domperidona LLE — DMF tampao acetato
hI/IePa HC10,1 mol L' | HPLC-UV C amonio (0,5 %): 10 — 150 ALI e cols,
PrPa vortex; MeOH | (280 nm) 8 MeOH 2006
Centrifuga (40:60, v/v)
A01,d'0 LLE - MOeOH HPLC-UV Ciy MeOH: tampao MePa:3 — 100 SAAD e cols,
Benzoico; US (50 °C) (254 nm) acetato (pH 4,4) PrPa: 1 - 75 2005
MePa; PrPa | Vortex; Filtrar (50:50, v/v) '

PI: Padrdo Interno. LLE: Extracdo Liquido-Liquido; CE: eletroforese capilar;, SFE: extragdo por fluido
supercritico; SDS — docecil sulfato de sédio; DMF': Dimetilformamida; US: Ultrassom.
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Tabela 1.2d. Preparos de amostra e técnicas utilizadas na determinagdo de conservantes em produtos cosméticos.

Preparo de

Fase Movel ou

Faixa Linear

Analitos amostra Método FE eletrdlito (mg L) Referéncia
Fralatos | LLE ~MeOH | HPLC-DAD MeOH: H,0 Ftalatos:
MePa, EtPa, | Cleanup | (230nm) Cs 10100 SHEN ¢ cols, 2007
PrPa. BuPa cartuchos C18 » Parabenos:
’ (SPE) GC-MS | HP-5MS Hélio 20 — 200
LLE -Acetona
MePa, EtPa, . : RASTOGI e cols,
PrPa, BuPa, PI: iso- propil HPLC - - 100 — 8700 1995
BePa parabeno
MePa, Etpa, | LLE - THF: Hypersi | (0 omobisica
’ > | tampao fosfato | HPLC-UV BDS SOTTOFATTORI
PrPa, BuPa -1 (pH 3.,5; 0,025 0,9 -160
Multi (0.025 mol L™, | (220/240nm) | cyano- mol L) e cols, 1998
componentes pH 3,5);vortex propyl (40:60, v/v)
MePa, EtPa, | "TF —fase | pprcuyv |, | fampdofosfato fMePai2 =14 g prp o o)
PPa movel (254 nm) (pH 7,05): MeOH | EtPa, PrPa: 2004
Filtrar (47,5:52,5, v/v) 0,4-2,8
MePa, PrPa
Acido LLE — fase tampao acetato
Fenilférmico movel ng“fr_lgl;/ Cs (pH 4,2): MeOH | 0,026 — 4,9 SHA%{)% 6e cols,
Acido 2,4 (65:35, V/v)
hexadienoico

LLE: Extrac¢do Liquido-Liquido; SPE: extragcdo em fase solida.
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Tabela 1.2e Preparos de amostra e técnicas utilizadas na determinacao de conservantes em cosméticos.

Analitos Preparo de Método FE Fase M(,)v-el ou | Faixa Ll.’} ear Referéncia
amostra eletrolito (mg L)
LLE — ACN em Acetato de MePa:
o ] . :
MePa, PrPa 0, 10% HPLC Cig SMOMO | 500-1300 | KOKOLETSIe
Ranitidina Clean up . UV (254 (0,5 mol L ): PrPa: cols, 2005
cartuchos Oasis nm) ACN: MeOH 125 — 3'2 5 ’
HLB 3cc (SPE) (50:15:35, v/v/v)
MePa,EtPa, LLE —MeOH | HPLC-CL Cy MeOH: H,O 10— 40,0 ZHANG e cols,
PrPa, BuPa Ultrassom (254 nm) (60:40, v/v) 2005
filtrar
MePa. PrPa Amostras sdo HPLC- tanzp?_;)jcse;‘fato MePa:
N diluidas na fase uv Cis P T 375-2250 | KOLLMORGEN e
Cloridrato , MeOH: ACN _
Clorpromazine movel (230 nm) (75:22.5:27.5 PrPa: cols, 1998
(20-200 vezes) RN 50-300
V/IVIV)
HC10,1 mol L™ ?;; fi?ot?(r)n (I))Sg MePa:
MePa, PrPa, LLE -MeOH HPLC Fenil mol L, 1300 —2400 YE e cols, 2006
SPE: MeOH- H 6,8):20 ACN EtPa:
H,0 PO, ) 150 — 270

LLE: Extrac¢do Liquido-Liquido; SPE: extragcdo em fase solida.
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1.4.3 Analises por Injecao em Fluxo (FIA)

Sistemas de anélise em fluxo, particularmente os sistemas de anélise por
injecdo em fluxo (FIA) tém sido utilizados principalmente para a
mecanizagdo/automagdo de andlises quimicas. Empregando estes sistemas ¢
possivel a implementagao de todas as etapas envolvidas no processo de analise
quimica (amostragem, separagdes, diluigdes, pré-concentragdes, etc.).
Entretanto, embora pouco explorados neste sentido os sistemas também
apresentam grande potencialidade para a determinacdo de parametros fisico-
quimicos, tais como coeficiente de difusdo, viscosidade, capacidade
complexante de ligantes, parametros cinéticos e estequiometria de reacoes
(ROCHA e cols, 2000).

PREECHAWORAPUN e cols, 2006 propdoe a determinacdo de
sulfonamidas em ovo por sistema de injecdo em fluxo acoplado ao
cromatografo liquido de alta eficiéncia (HPLC) com detec¢ao amperométrica
usando eletrodo de diamante dopado com boro.

Um dos objetivos do presente trabalho foi avaliar a potencialidade do
eletrodo de diamante em uma célula em fluxo, para verificar a possibilidade
do uso do celetrodo de diamante em um detector eletroquimico
(amperométrico) a ser acoplado a um sistema de cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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CAPITULO II - OBJETIVOS
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O objetivo geral do projeto foi estudar o comportamento eletroquimico de

parabenos no eletrodo diamante dopado com boro e desenvolver e validar

metodologia analitica para determinacdo de parabenos em antitranspirantes

tipo roll on.

Os objetivos especificos do projeto foram:

1=

Estudar o comportamento eletroquimico dos parabenos MePa, EtPa e
PrPa no eletrodo de diamante, usando para tanto a voltametria;
Avaliar a potencialidade do eletrodo de diamante em uma célula em
fluxo, para verificar a possibilidade do uso do eletrodo de diamante
em um detector eletroquimico (amperométrico) a ser acoplado a um
sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Desenvolver uma metodologia eletroanalitica para determinacao dos
parabenos totais em cosméticos (antitranspirantes tipo roll on);
Otimizar e validar método usando HPLC para determinagdo dos
parabenos MePa, EtPa e PrPa em antitranspirantes tipo roll on.
Comparar os métodos HPLC e voltametria na determinacdo de
parabenos em amostras de antitranspirantes tipo roll on;

Analisar amostras de antitranspirantes e avaliar se os produtos estao

em conformidade com a legislagdo vigente.
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CAPITULO III

DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA
DETERMINACAO DE CONSERVANTES EM
ANTITRANSPIRANTES USANDO TECNICAS

VOLTAMETRICAS E SISTEMA DE ANALISE POR
INJECAO EM FLUXO (FIA)
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II1.1 Objetivo

Este capitulo tem como objetivo estudar o comportamento eletroquimico
dos parabenos MePa, EtPa e PrPa no eletrodo de diamante dopado com boro
(BDD), usando para tanto a voltametria; desenvolver uma metodologia
eletroanalitica para determinacdo dos parabenos em antitranspirantes tipo roll
on e aplicar o método na determinacdo dos parabenos encontrados nas

amostras comercializadas no Brasil.

II1.2 Procedimento Experimental

111.2.1 Equipamentos

Para os estudos eletroquimicos foi utilizado o Potenciostato —
Galvanostato AUTOLAB® PGSTAT 30 (ECO CHEMIE — Holanda) com
sistema de 3 eletrodos: eletrodo de trabalho: DDB 8000 ppm; eletrodo de
referéncia: Ag/AgCl, KClg, e eletrodo auxiliar: platina. O eletrodo de
diamante dopado com boro (8000 ppm) foi gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Luis A. Avaca do Instituto de Quimica de Sao Carlos, IQSC / USP.

A aquisicdo dos dados e o gerenciamento do potenciostato foram
realizados por um microcomputador ¢ mediante programa computacional
GPES (Holanda). Para a realizagcdo dos experimentos foi utilizada uma cela de
vidro Pyrex®, com capacidade de 10 mL, equipada com uma tampa em
Teflon® contendo orificios, para desoxigenacio da solu¢do com nitrogénio, e

para posicionamento dos eletrodos.
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Todas as solugdes tiveram seus valores de pH ajustados com auxilio de
um pH-metro da Digimed DM-20 e um eletrodo combinado de vidro também
da Digimed — Instrumentacdo Analitica (Brasil). O sistema de eletrodo de
vidro do pH-metro era diariamente calibrado com tampodes comerciais de pH
4,0 e 7,0.

O banho de ultra-som USC 700 Unique Thorton (Brasil) foi utilizado no
preparo de amostras e na degaseificacao da fase movel.

Para preparo de amostra foi utilizada uma centrifuga Excelsius II da
Fanem (Brasil).

A extracdo em fase solida (SPE) empregada no preparo de amostras foi
realizada utilizando um sistema de vacuo da Alltech (EUA) com capacidade
para 12 cartuchos.

Para as andlises em fluxo foi empregada: uma bomba peristalitca Ismatec
de quatro canais (EUA), um injetor proporcional em acrilico com uma alga de
amostragem de 20 pul. e uma célula eletroquimica contendo o eletrodo de
diamante como eletrodo de trabalho, fio de platina como eletrodo auxiliar e
um eletrodo de Ag/AgCl como eletrodo de referéncia (esquema da célula
apresentada na Figura III.1, pag. 31).

As determinagdes cromatograficas foram realizadas em um
equipamento Waters (EUA), constituido de um sistema de bombas binarias
(modelo 1525), detector de arranjo de diodos Waters 2996, injetor manual
Rheodyne (modelo 7725) e alga de amostragem de 50 uL. A aquisi¢ao dos
dados foi realizada pelo programa computacional Millenium (Waters, EUA).
Como fase estacionaria foi empregada uma coluna X Terra RP 18 Microsorb-
MV, 250 x 4,6 mm, 5 pm (Waters, EUA) e coluna de guarda X Terra RP 18
Microsorb-MV, 20 x 3,9 mm, 5 um (Waters, EUA).
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II1.2.2 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e no preparo de
solucdes utilizou-se agua purificada em sistema Milli-Q (resisténcia 18,2 MQ
cm) (Millipore, EUA).

Foram utilizados: fosfato de sodio dibésico, acido acético glacial,
hidroxido de sodio, acetonitrila (ACN) e 4acido sulfurico da Merck
(Alemanha). O acido borico foi da ACS (EUA), o acetato de s6dio e o metanol
(MeOH) da J. T. Baker (EUA) e o cloreto de potéssio da Mallinckrodt (EUA).

I11.2.3 Padroes Analiticos

Os padroes analiticos utilizados foram metilparabeno, etilparabeno,
propilparabeno e benzilparabeno 99%, da Sigma (EUA) e a hidroquinona, da
Merck (Alemanha).

I11.2.4 Preparo de solucoes

As solucdes estoque dos conservantes de concentracdo 1000 mg L'
foram preparadas separadamente e dissolvidas em acetonitrila. A
hidroquinona (HQ) foi utilizada como padrdo interno e a solugdo estoque de
concentragdo de 1000 mg L' foi preparada em agua. As solugdes de trabalho
na concentragio de 100 mg L™ foram diluidas com agua Milli Q ¢ as solugdes
de concentragdo abaixo desta foram diluidas diretamente no eletrélito suporte.

Para as medidas eletroquimicas, foram testados os seguintes eletrolitos:
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- tampéo Britton-Robinson (BR), 0,10 mol L™, 2 <pH < 12;
- tampao fostato, 0,010 e 0,10 mol L pH 7,0;
Os valores de pH dos eletrolitos foram ajustados com NaOH ou H3;PO,

1 mol L.

I11.2.5 Procedimentos

111.2.5.1 Otimizacdo das condicoes eletroguimicas

Para a realiza¢dao dos experimentos os eletrodos de DDB novos (sem uso)
foram inicialmente submetidos a um tratamento anodico (polarizacao a +3,0 V
vs Ag/AgCl por 10 min) para a remocao do filme hidrofobico que recobria sua
superficie. Apds a retirada do filme hidrofébico o eletrodo foi submetido a
uma nova polarizacdo por 10 minutos com potencial de -3,0 V vs Ag/AgCl
(tratamento catddico), para a ativagdo e condicionamento da superficie.
Adicionalmente, apos o tratamento inicial, sempre que necessdrio para a
recuperagdo da superficie eletrddica, o eletrodo era submetido somente ao
tratamento catddico (-3,0 V) por um periodo de 30 segundos em &cido
sulfarico 0,05 mol L. ApOs isso, o eletrodo foi lavado com agua. Deste
modo, sempre que necessario para a recuperacdo da superficie eletrodica, o
eletrodo era submetido a este tratamento garantindo, assim, a repetibilidade
das analises.

Em uma etapa prévia foram usadas diferentes técnicas voltamétricas
(voltametria ciclica e voltametria de onda quadrada) para avaliar qual seria a

mais adequada para fins analiticos.
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I111.2.5.1.1 Voltametria Ciclica (CV)

Os voltamogramas foram obtidos num intervalo de potencial de 0,0 a 1,5
V. Foram avaliados diferentes composicoes do eletrolito suporte (tampao BR
e tampao fosfato), pH (2 a 12 para o BR; 7 para o tampdo fosfato),
concentragio do tampdo fosfato (0,010 e 0,10 mol L") e velocidade de
varredura no intervalo de 10 a 400 mV s'. As curvas analiticas foram

construidas no intervalo de 2 a 10 mg L' para cada parabeno.

111.2.5.1.2 Estudos preliminares usando o eletrodo de diamante
em uma cela em fluxo

A célula utilizada para os estudos usando andlise por inje¢ao em fluxo e
detec¢do eletroquimica foi construida no laboratério e esta apresentada na
Figura III.1. Os eletrodos utilizados foram: eletrodo de trabalho: eletrodo de
diamante: (area: 2,5 mmz), eletrodo de referéncia: Ag/AgCl, KCI 3 mol L'e
eletrodo auxiliar: platina. A detecgdo eletroquimica foi realizada no potencial

de 1,2 V.
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Figura III.1 Célula em fluxo em acrilico, usando o eletrodo de diamante

como eletrodo de trabalho.

111.2.5.2 Determinacdo de parabenos por voltametria ciclica

111.2.5.2.1 Curvas analiticas — Padronizacdo interna

As curvas analiticas para cada parabeno foram construidas usando
hidroquinona como padrdo interno. As solugdes de trabalho dos padrdes
analiticos dos parabenos foram obtidas a partir das solucdes estoque de
concentracao 100 mg L', mediante dilui¢io das mesmas no eletrélito suporte
para as concentragdes finais de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 ¢ 10,0 mg L' A

concentrac¢io do padrio interno na cela voltamétrica foi fixada em 6,0 mg L.
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111.2.5.2.2 Preparo de amostras de antitranspirantes tipo roll

on para determinagdo de parabenos por voltametria ciclica

Foram pesados em torno de 1,0 g de amostra para baldo volumétrico de
10 mL e adicionados 5 mL de dgua. A mistura foi levada ao banho de ultra-
som por 10 minutos e o baldo avolumado com 4gua. A solu¢do foi transferida
para um tubo de centrifuga e a solugdo centrifugada a 986 g por 20 minutos.
Uma aliquota de 1,0 mL do sobrenadante foi aplicado em um cartucho de
extragdo em fase solida C;g (Bond Elut, 500 mg, 3mL da Varian, EUA).
previamente condicionado com 3 mL de metanol e 3 mL de 4dgua. O cartucho
foi lavado com 2 mL de 4gua e eluido com 3 mL de ACN. O eluato foi
transferido para balao volumétrico de 5,0 mL.

Para as medidas voltamétricas, o baldo foi avolumado com agua e
aliquotas de 0,3 — 1,5 mL, foram adicionadas na cela eletroquimica contendo 5
mL de eletrdlito suporte e 300 pL. de padrao interno na concentracao de 100
mg L. Posteriormente, purgou-se a solu¢do por 2 minutos com nitrogénio e
um voltamograma no intervalo de 0,0 a 1,5 V e velocidade de varredura 50
mV s foi registrado. Apos isso, foram adicionadas aliquotas da solugdo
padrao de MePa e os respectivos voltamogramas registrados. A quantificagao
foi realizada pelo método de adigdo de padrao, usando a hidroquinona como

padrdo interno. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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II1.3 Resultados e Discussao

Para possibilitar o desenvolvimento de um método voltamétrico para a
determinagdo de parabenos em formulagdes cosméticas fez-se necessario, em
uma primeira etapa, avaliar o comportamento eletroquimico dos parabenos no
eletrodo escolhido: o eletrodo de diamante dopado com boro. Ainda, ndo
existem relatos na literatura que empregam o eletrodo de diamante para a
determinagdo de parabenos.

Para tanto, diferentes técnicas, entre essas, a voltametria de onda
quadrada e a voltametria ciclica foram empregadas. Os estudos iniciais
objetivaram estudar a influéncia de alguns parametros como composi¢cdao do
eletrdlito suporte, pH, concentragdo do eletrolito suporte, adicdo de solventes
organicos sobre a intensidade da corrente de pico e o perfil dos

voltamogramas durante o processo redox.

I11.3.1 Estudo do comportamento voltamétrico dos parabenos
sobre o eletrodo de diamante dopado com boro usando voltametria
ciclica

Os parabenos (MePa, EtPa, PrPa e BePa) no DDB apresentam um pico
anddico em torno de 0,85 V vs Ag/AgCl, com caracteristicas de processo
irreversivel, uma vez que o voltamograma ndo apresenta pico catodico na
varredura reversa. Um voltamograma caracteristico para o MePa estd
apresentado na Figura II.2. Os voltamogramas para os demais parabenos
podem ser visualizados nas Figuras II1.5 a II1.7.

Os resultados indicam que nao ¢ viavel a separagdo dos parabenos por

voltametria ciclica, uma vez que todos sofrem oxidagdo no mesmo potencial.
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Figura IIL2 Voltamograma ciclico obtido para metilparabeno 50 mg L™ sobre

o eletrodo DDB. Eletrélito: tampdo BR 0,1 mol L, pH 7,0; =50 mV s™.

A avaliagdo da corrente de pico anddica em funcdo da velocidade de
varredura indicou que a oxidacdo dos parabenos sobre o eletrodo de DDB ¢
controlada pela difusdo das espécies na superficie eletrodica, uma vez que
estes compostos apresentam dependéncia linear da corrente de pico com a raiz
quadrada da velocidade de varredura. Este comportamento foi observado para
todos os conservantes estudados, nos eletrolitos suporte analisados. O grafico

para o MePa esté apresentado na Figura III.3.
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Figura IIL.3 Dependéncia da corrente de pico com a variagdo da raiz quadrada
da velocidade de varredura para metilparabeno (10 mg L) sobre o eletrodo

DDB em tampao fosfato 0,10 mol L, pH=17,0.

111.3.1.1 Estudo da influéncia do pH do meio

Para estudo da influéncia do pH do meio na resposta eletroquimica foi
utlilizado como eletrodlito suporte o tampao BR 2 < pH < 12, na concentracao
de 0,10 mol L. Os voltamogramas obtidos para os conservantes MePa, EtPa,
PrPa e BePa nos diferentes pH encontram-se nas Figuras 111.4 a I11.7. A partir
dos voltamogramas pode-se observar que tanto a corrente como o potencial de

pico, sdo influenciados pelo pH do meio.
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04 06 08 10 12 14 16
Ep/V vs Ag/AgCl

Figura III.4 Voltamogramas ciclicos obtidos para o metilparabeno
(50 mg L) sobre o eletrodo DDB em funcdo do pH, eletrélito suporte tamp3o
BR 0,10 mol L™; =50 mV s; 2 < pH < 12. pH (1) 2,0; (2) 4,0; (3) 6,0; (4)
7,0; (5) 8,0; (6) 10,0; (7) 12,0.

04 06 08 10 12 14 16
E/V vs Ag/AgCl

Figura IILS Voltamogramas ciclicos obtidos para o etilparabeno
(50 mg L") sobre o eletrodo DDB em fungdo do pH, eletrélito suporte tampao
BRO,10molL; u=50mVs';2< pH < 12. pH (1) 2,0; (2) 4,0; (3) 6,0; (4)
7,0; (5) 8,0; (6) 10,05 (7) 12,0.
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Figura III.6 Voltamogramas ciclicos obtidos para o propilparabeno
(50 mg L) sobre o eletrodo DDB em funcéo do pH, eletrolito suporte tampao
BR 0,10 mol L™; b =50 mV s; 2 < pH < 12. pH (1) 2,0; (2) 4,0; (3) 6,0; (4)
7,0; (5) 8,0; (6) 10,05 (7) 12,0.
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Figura IIL.7 Voltamogramas ciclicos obtidos para o benzilparabeno
(50 mg L) sobre o eletrodo DDB em fungdo do pH, eletrélito suporte tampio
BR 0,10 mol L™; =50 mV s; 2 < pH < 12. pH (1) 2,0; (2) 4,0; (3) 6,0; (4)
7,0; (5) 8,0; (6) 10,0; (7) 12,0.
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Através dos voltamogramas verifica-se que o potencial de pico ¢
deslocado para valores mais anddicos em funcdo da diminui¢do do pH do
meio, ou seja, a oxidacdo ¢ dificultada. Cabe destacar, que os parabenos
hidrolisam a acido 4-hidroxibenzoéico (4-HBA) em meio alcalino, o que torna
a determinacao destes compostos em pH > 7 ndo adequada.

Os graficos de potencial de pico (E,) em fungdo do pH sdo observados
nas Figuras II1.8, I11.9, II1.10 e III.11 e permitiram estabelecer os valores dos

pK. aparentes para os parabenos estudados (Tabela III.1).

1,5
1,49

5 131

I 1.2

< -4

® 1,1

> ]
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8 ]
0,9 -
0,81 I —

2 4 6 8 10 12
pH

Figura III.8 Variacdo do potencial de pico (Ep) em fung¢ao do pH do
metilparabeno (50 mg L), eletrélito suporte tampdo BR 0,10 mol L™, 2 < pH

<12;v=50mV s™.
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Ep vs Ag/AgCl

Figura IIL.9 Variagdo do potencial de pico (Ep) em fun¢do do pH do
etilparabeno (50 mg L™), eletrolito suporte tampdo BR 0,10 mol L™, 2 < pH <
12;v=50mV s’

1.3
1.2
1.1

1.0 1

E/V vs Ag/AgCI

0.9 1

0.8 +

0.7

Figura III.10 Variagdo do potencial de pico (Ep) em funcdo do pH do
propilparabeno (50 mg L™, eletrélito suporte tampdo BR 0,10 mol L™, 2 < pH
<12;v=50mV s™.
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Figura III.11 Variagdo do potencial de pico (Ep) em funcdo do pH do
benzilparabeno (50 mg L™), eletrélito suporte tampdo BR 0,10 mol L™, 2 < pH

<12;v=50mV s™.

Tabela I11.1 Valores de pKa obtidos para os parabenos em estudo.

Ed

Parabenos pk. obtido pk.
MePa 8,7
EtPa 8,1
2 %
PrPa 7.8 847
BePa 8,3

*ICMSFE': Internation Commission on Microbiological Specifications for

Foods (1980).

Os valores de pKa aparentes, determinados a partir dos voltamogramas,

variaram de 7,8 a 8,7. O pKa citado na literatura ¢ de 8,47. Uma vez que o
pKa aparente ¢ muito préximo do pKa da literatura conclui-se que o equilibrio

acido-base nao ¢ perturbado na dupla camada elétrica.
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111.3.1.2 Estudo da influéncia da composicdo do eletrolito

suporte

Para avaliar a influéncia da composi¢dao do eletrolito suporte sobre o
processo redox dos parabenos foram realizados testes com o tampao BR e
fosfato, em diferentes concentracdes (0,01 de 0,1 mol L™, no pH 7. O tampio
fosfato foi escolhido, uma vez que tinha-se como objetivo usar o eletrodo de
diamante em uma célula em fluxo para ser acoplada ao cromatégrafo liquido
de alta eficiéncia. Neste sentido o tampao fosfato seria compativel com a
coluna analitica de fase reversa.

Na Figura I1I.12 estdo apresentados os voltamogramas obtidos para o
BePa nos diferentes meios. Observa-se que o processo redox € pouco
influenciado pela composicao do eletrdlito suporte, quando esse se encontra
em uma concentra¢do de 0,10 mol L. Para uma concentra¢io de uma ordem
de magnitude maior, tanto a corrente de pico como o potencial de pico sdo
fortemente influenciados pela concentragao do eletrdlito suporte. Pode se
verificar que a corrente aumenta com a concentracao do eletrolito suporte € o
potencial de pico ¢ deslocado para potenciais menores, indicando que a
oxidac¢ao ¢ facilitada. Embora tenha se obtido uma maior sinal analitico com o
tampdo BR 0,10 mol L, pH 7 do que com o tampdo fosfato na mesma
concentragdo, o ultimo foi escolhido para os estudos subseqiientes, uma vez
que esse tampao seria mais adequado para ser usado como componente da fase

movel na cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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04 06 08 10 12 14
E/V vs Ag/AgCl

Figura III.12 Voltamogramas ciclicos (primeiro ciclo) obtidos para o
Benzilparabeno (50,0 mg L), nos seguintes eletrolitos suporte, pH 7,0: (A)
tampdo fosfato 0,010 mol L'; (B) tampdo BR 0,010 mol L™; (C) tampdo
fosfato 0,10 mol L™'; (D) tampao BR 0,10 mol L. v=50 mV 5.

Considerando que os parabenos sao compostos consideravelmente
apolares e que nao seria viavel separar os mesmos em uma coluna octadecil
sem uso de um solvente orginico (metanol ou acetonitrila) na fase movel foi
realizado um estudo para avaliar o efeito do solvente sobre o comportamento
redox dos parabenos. Para tanto, sucessivas adi¢des de acetonitrila ao tampao
fosfato 0,10 mol L™, pH 7, contendo BePa foram feitas e os voltamogramas
registrados (Figura II1.13). A partir dos voltamogramas verifica-se que a
acetonitrila leva a um aumento da intensidade da corrente de pico para o BePa,

sem contudo modificar o perfil voltamétrico, ou seja sem deslocar o potencial
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de pico. Esses resultados sugerem que a acetonitrila aumente a difusdo das
espécies eletroativas do seio da solugdo para a superficie eletrodica.

Sendo assim, fica evidenciado que a acetonitrila com tampao fosfato
podem ser empregados em medidas em fluxo, usando o eletrodo de diamante

na célula eletroquimica do sistema de deteccao (detector eletroquimico).

Padrao
167 . Adicdes ACN
12 1
<
3
2o 8
4_
0

002 04 06 08 1,0 12 14
E/V vs Ag/AgCI
Figura IIL.13 Voltamogramas ciclicos obtidos para o benzilparabeno
(30,0 mg L'l), v=50 mV s, eletrélito suporte: 5,0 mL de tampao fosfato 0,10

mol L™, pH 7,0, apds sucessivas adi¢cdes de 100 uL de acetonitrila na cela

eletroquimica.

I11.3.2 Desenvolvimento de método para a determinagdo de
parabenos em antitranspirantes usando a voltametria ciclica

Nos estudos preliminares realizados com a voltametria ciclica

estabeleceram-se as seguintes condi¢des de andlise: eletrdlito suporte: tampao
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fosfato 0,10 mol L™, pH 7,0; potencial inicial: 0,0 V; potencial de inversao 1,5
V e potencial final: 0,0 v; velocidade de varredura: 50 mV s”. No entanto, foi
verificado que também nesta técnica ocorreria, em menor extensao, a
passivagao da superficie eletrodica. No sentido de corrigir a perda da corrente

entre medidas sucessivas foi avaliado o uso de um padrdo interno.

111.3.2.1 Efeito do padrdo interno

O método de padronizagdo interna, de modo geral, relaciona a razdo sinal
analitico do analito / sinal do padrdao interno pela concentragdo do analito.
Esse procedimento visa melhorar a repetibilidade dos resultados. Embora o
método de padronizagdo interna ndo seja tradicionalmente empregado na
voltametria, pode apresentar vantagens frente a padronizacdo externa. As
caracteristicas basicas que o padrdo interno deve ter para poder ser empregado
na voltametria sdo: sofrer o processo redox em potencial diferente do analito
(separado por uma diferenca de potencial maior que 200 mV), ndo adsorver na
superficie do eletrodo, apresentar resposta no mesmo meio de andlise € nao
estar presente na amostra.

Levando em consideragdo esses parametros € a composi¢do dos
antitranspirantes, foram selecionados dois compostos para serem avaliados: a
benzofenona e a hidroquinona. Ambos compostos podem ser oxidados no
eletrodo de diamante no eletrdlito empregado.

A Figura II1.14 mostra o voltamograma obtido para a benzofenona, que
apresenta um Unico pico anoddico irreversivel em 0,89 V vs Ag/AgCl. Uma vez
que a benzofenona sofre reducao em potencial proximo ao dos parabenos, esse

composto nao pode ser usado como padrao interno.
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Figura III.14 Voltamograma ciclico obtido para a benzofenona (10 mg L™)

sobre o eletrodo DDB, tampao fosfato 0,10 mol L pH 7,0; v=50 mV s

O segundo composto avaliado foi a hidroquinona, que apresenta um pico

anddico irreversivel em 0,65 V vs Ag/AgCl (Figura I11.15).
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Figura IIL.15 Voltamograma ciclico obtido para a hidroquinona (10 mg L)
sobre o eletrodo DDB, tampao fosfato 0,10 mol L pH 7,0; v=50 mV s', na
concentracao de 10 mg L

O comportamento eletroquimico da hidroquinona na presenca de

metilparabeno est4 apresentado na Figura III.16.

Metilparabeno

Hidroquinona

Ip/uA

02 04 06 08 10 12 14 16
E/V vs Ag/AgCl

Figura II1.16 Voltamograma ciclico da hidroquinona (6 mg L) na presenca
de metilparabeno (10 mg L") em tampéo fosfato 0,10 mol L™, pH 7,0; v= 50

-1
mV s .
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A diferenca entre o potencial de pico da hidroquinona e do MePa ¢ de
320 mV (Figura I11.16), o que confere a hidroquinona potencialidade para ser
empregada como padrdo interno. O mesmo comportamento € observado na
presencga dos outros parabenos em estudo (resultados ndo apresentados).

Apos a selecdo do possivel padrao interno foi avaliado se a presenca
deste no eletrdlito suporte poderia vir a corrigir a perda na intensidade de
corrente do MePa durante medidas sucessivas. Os resultados obtidos na
analise de uma solucdo contendo a hidroquinona ¢ MePa durante 10

varreduras sucessivas esta apresentado na Figura I11.17.

2,4 T T T T T I T I T I 3,6
—0oO— Padronizagéo Interna
—e— Padronizacdo Externa
2.2 -3,4
< 5
) -
(¢ \‘\ @
E 2,0 T .\ B 352 '?"
3 . ®
% O \.\0 -
T~ (1)
E D\D\D ®. o)
o 1,81 ——o o o e 308
c —t 5
o >
8 1.6- 2.8
1 ,4 T T T T T T ! T 2a6
0 2 4 6 8 10

Numero de varreduras

Figura II1.17 Correntes de pico MePa (padronizacdo externa) e correntes de
pico do MePa/hidroquinona (padronizacao interna) em funcdo do niimero de
varreduras. Voltamogramas registrados em tampéo fosfato 0,10 mol L™, pH
7,0; v= 50 mV s'. Concentracdo de metilparabeno: 10 mg L' e hidroquinona:

6mgL"
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Na Figura III.17 observa-se que tanto a corrente sem correcdo € com
correcao sofrem uma diminuicdo em fun¢ao do nimero de varreduras, sendo,
no entanto, menor quando se usa a padronizagdo interna. No entanto, outro
parametro importante a ser avaliado € a curva analitica e, em particular, o
coeficiente angular.

Curvas analiticas com e sem padroniza¢do interna estao apresentadas nas
Figuras II1.18 e II1.19. As Figuras de mérito (coeficiente angular, coeficiente
linear e linearidade) para os conservantes MePa, EtPa e PrPa estdo
apresentados na Tabela III.2; os valores de exatiddo e precisao intra-ensaio

(n=5) avaliados para o MePa estdo relacionados na Tabela III. 3.

2.5

2.0

1.5+

1.0+

Ip analito/lp Pl / A

0.5

0.0 T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

Concentracéo (mg L")

Figura III.18 Curva analitica para o metilparabeno, usando a hidroquinona
(6,0 mg L") como padrio interno. Voltametria Ciclica, tamp3o fosfato 0,10

mol L'l, pH 7,0; v=50 mV s,
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Figura III.19 Curva analitica para o metilparabeno sem padrdo interno.

Voltametria Ciclica, tampao fosfato 0,10 mol L pH 7,0; v=50 mV s,

Tabela I11.2 Figuras de mérito obtidas para os parabenos utilizando CV.

Figuras de

Mérito

MePa EtPa PrPa

Equacio da Reta  T»=-0,0095+0,188C  1,=0,133+0,181C  1,=0,00382+0,197 C

Faixa linear de 2.0-10,0 2,0-10,0 2,0—10,0
trabalho (mg L)
Linearidade (r) 0,9994 0,9989 0,9990
Sensibilidade 0,188 0,181 0,197
VA /mg L ’ ’ ’
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Tabela 111.3 Figuras de mérito obtidas para o metilparabeno por CV usando

Hidroquinona como padrao interno.

Concentracio (mg L)

Exatidao

Precisdo intra-ensaio

(% recuperagao) (% CV) n =5
2,0 99,3 4,94
4,0 100,2 2,87
6,0 99,0 4,86

Os resultados obtidos pelas curvas analiticas demonstram que o eletrodo

de diamante dopado com boro juntamente com a técnica de voltametria ciclica

sdo promissores para a determinagdo de parabenos totais, uma vez que as

sensibilidades (coeficientes angulares) dos parabenos sdo semelhantes. Os

voltamogramas estao apresentados na Figura I11.20.
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Ip / uA

" " 0’6 E/ VO’Svs Ag/A1;CI N N *
Figura II1.20 Voltamogramas obtidos para o metilparabeno por voltametria
ciclica, utilizando hidroquinona como padrao interno. Eletrdlito suporte
tampdo fosfato, pH 7,0; v= 50 mV s'. Concentra¢des de metilparabeno: (A)
2,0; (B) 4,0; (C) 6,0; (D) 8,0; (E) 10,0 mg L Concentracao da hidroquinona:
6,0 mg L.

111.3.2.2 Determinacdo de parabenos totais em amostras de

antitranspirantes roll on por voltametria ciclica

Para avaliar a potencialidade do método voltamétrico na determinacao de
parabenos totais em amostras de antitranspirantes roll on foram selecionadas
aleatoriamente quatro amostras de fabricantes diferentes do mercado,
denominadas neste trabalho de AT1, AT2, AT3 e AT12. A composicao das
amostras informadas no roétulo estdo apresentadas na Tabela II1.4. Todas as
amostras apresentam na sua composi¢do, além das substancias listadas na

Tabela I11.5, 4gua, fragrancia e cloridrato de aluminio.
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Tabela I11.4.Composigao quimica rotulada das amostras de antitranspirantes tipo roll on analisadas:

Amostra Composicio quimica
AT1 estearato de glicerila, silicato de aluminio-magnésio, conservante
alcool cetoestearilico, Glicerina, MePa, PrPa, EDTA, Cloreto de Benzalconio, Polisorbato,
AT 2 .. .
Miristato de Isopropila
alcool cetoestearilico, hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), MePa, PrPa, EDTA, Cloreto de
AT 3 N . g .
Benzalconio, Polisorbato, Miristato de Isopropila
AT 4 ciclometicona, glicerina, butilhidroxitolueno (BHT), MePa, PrPa, EDTA, silicato de aluminio-
magnésio, alantoina
AT S dimeticona, alcool cetoestearilico, MePa, triclosano, EDTA
MePa, EDTA, cloreto de benzalconio, tetracloridrato de aluminio e zirconio, lanolina,
AT o6 . i , o
hidroxietilcelulose, farmesol e alcool etilico
AT 7 butilidroxitolueno (BHT), triclosano, EDTA, silicato de aluminio-magnésio, palmitato de
octila, dipropileno, parabenos, silicone
ciclometicona, estearato de glicerila, estearato de polietilenoglicol (PEG) 100,
AT 8 hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), MePa, triclosano, PrPa, EDTA, alantoina, alcool
cetilico, propilenoglicol.
ciclometicona, estearato de glicerila, estearato de PEG 100, dimeticona, alcool cetoestearilico,
AT 9 glicerina, HPMC, BHT, MePa, triclosano, PrPa, EDTA, silicato de aluminio-magnésio,
alantoina, conservante, cloreto de benzalconio, alcool cetilico, alcool estearilico, polisorbato,
miristato de isopropila.
AT 10 ciclometicona, glicerina, BHT, MePa, PrPa, EDTA, silicato de aluminio-magnésio, alantoina
AT 11 HPMC, BHT, MePa, triclosano, PrPa, EDTA, alcool estearilico, metilcloroisotiazolinona
AT 12 EDTA
AT 13 EDTA, PEG
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Para avaliar a possivel interferéncia de substincias da formulacdo ou
efeito matriz na determinacdo dos parabenos por CV, amostras de
antitranspirantes foram analisadas por voltametria ciclica: (1) apds simples
diluicdo em 4gua e (2) usando a extragdo em fase solida em cartuchos
octadecil.

Foi verificado que apenas diluindo as amostras em agua nao seria viavel
realizar a quantificacdo, uma vez que dependendo da procedéncia da amostra,
havia uma perda total da atividade da superficie eletrodica, indicando que
determinadas substancias concomitantes adsorviam irreversivelmente na
superficie do diamante. Sendo assim, foi avaliado o uso de um preparo de
amostra mais elaborado, empregando a extragcdo em fase so6lida. O
procedimento de preparo de amostra usando a SPE estd apresentado no item
I11.2.5.2.2 e compreende basicamente a aplicacdo da amostra em um cartucho
octadecil previamente condicionado com metanol e 4gua e eluicdo dos
parabenos com acetonitrila. A eficiéncia de extragdo foi calculada pela
recuperagdo de uma amostra de antitranspirante branco (sem a presenca de
parabenos) fortificada com 20 mg L. Esses resultados estio apresentados no
Capitulo IV, Figuras IV.1 e IV.2.

Nas Figuras II1.21, 111.22, 1I1.23 e III.24 estdo apresentados os
voltamogramas obtidos para quatro amostras, usando o método de
padronizagdo interna em conjunto com o método de adicdo de padrao. O
preparo de amostras foi realizado usando a SPE. Todas as amostras foram
analisadas em triplicata. A quantificacdo foi realizada como parabenos totais,
expressos como metilparabeno.

A amostra AT 12 ndo apresenta pico de oxidagdo em torno de 0,9 V vs

Ag/AgCl o que indica a auséncia de parabenos na matriz (Figura I11.21). A
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adicdo de padrao evidencia a auséncia de efeito matriz, uma vez que nao
houve alteragdo da sensibilidade quando o MePa foi adicionada a amostra
contida na cela voltamétrica em relagdo a uma curva obtida sem a matriz. Em
outras palavras, as intensidades das correntes de pico da hidroquinona e do
metilparabeno na presenca e na auséncia de amostra no eletrélito suporte, nao
foram alteradas e os valores obtidos foram de, aproximadamente, 2,5 x 10° ¢

2,0x 10° A, respectivamente.

15

00 02 04 06 08 10 12
E(V)

Figura IIL.21 Voltamogramas ciclicos para a amostra AT 12. Eletrolito
suporte: 5 mL tampao fosfato 0,10 mol L pH 7,0 v =50 mV s, Amostra
(1); (2) Amostra + hidroquinona 6,0 mg L™'; (3) Amostra + hidroquinona +
Metilparabeno (125 uL MePa 100,0 mg L.
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Nas amostras AT1 (Figura I11.22), AT2 Figura 111.23) e AT3 (Figura
I1.24) observam-se pico anddicos em torno de 0,9 V vs Ag/AgCl o que
confirma a presenga de parabenos nas mesmas. A concentragdo de parabenos
totais na célula eletroquimica foi determinada pelo método de adicdo de

padrao, usando a hidroquinona como padrao interno.

20 4

00 02 04 06 08 10 12
E(V)

Figura IIL.22 Voltamogramas ciclicos para a amostra ATI, usando
hidroquinona (6,0 mg L") como padrio interno. Eletrélito suporte: tampao
fosfato 0,10 mol L', pH 7,0 v = 50 mV s'. Amostra (1); Metilparabeno: (2)
(3) e (4) aliquotas de 125 uL MePa 100,0 mg L™
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00 02 04 06 08 10 12 14
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Figura IIL.23 Voltamogramas ciclicos para a amostra AT 2, usando
hidroquinona (6,0 mg L") como padrdo interno. Eletrélito suporte: tampao
fosfato 0,10 mol L, pH 7,0 v = 50 mV s”. Amostra (1); Metilparabeno: (2)
Metilparabeno: (2), (3) e (4) aliquotas de 125 pL MePa 100,0 mg L™

30+

02 04 06 08 10 12 14 16
E/V

Figura III.24 Voltamogramas ciclicos para a amostra AT 3, usando
hidroquinona (6,0 mg L") como padrio interno. Eletrolito suporte: tampao
fosfato 0,10 mol L, pH 7,0, v = 50 mV s”. Amostra (1); Metilparabeno: (2),
(3) e (4) aliquotas de 125 pL. MePa 100,0 mg L
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A Tabela IIL.5 apresenta a quantidade (%) de parabenos totais

encontradas nas amostras de antitranspirantes analisadas por CV e pelo

método de cromatografia liquida de alta eficiéncia previamente implementado

(tabela 1V.4). As concentragdes foram apresentadas como parabenos totais,

expressas no método voltamétrico como metilparabeno.

Tabela IIl.5 Determinacdo de parabenos totais em amostras de
antitranspirantes tipo roll on por HPLC e voltametria ciclica.
HPLC Voltametria
Amostras Parabenos RSD" (%) Parabenos (%) v ™ %)
(o)

AT 1 0,025 4,9 0,024 2,3

AT 2 0,35 2,5 0,34 1,0

AT3 0,25 1,9 0,25 0,3

AT 12 N.D - N.D -

(*): Média da concentracdo de parabenos totais (n=3), expresso como

metilparabeno;

** Estimativa do desvio padrao relativo, n=3.

N.D: Nao detectado.

A partir dos resultados obtidos verifica-se que ndo ha diferenga

significativa (teste t) entre as concentragdes de parabenos determinados nas

amostras pelo método HPLC e CV (P<0,05), o que indica a exatidao do

método voltamétrico desenvolvido.

A precisdo do método tem como critério de aceitacdo um desvio

padrao relativo (% CV) < 5,0% .

Considerando que os valores obtidos

foram menores que este percentual, o0 método € preciso para a determinagao

de parabenos nas amostras estudadas.
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Embora os resultados obtidos tenham sido satisfatorios para essas
quatro amostras, € importante ressaltar que para algumas amostras nao foi
possivel se fazer a determinacao dos parabenos pela perda completa da
atividade do eletrodo de diamante durante a aquisi¢do de dados. Como as
amostras de antitranspirantes sao amostras complexas € ndo se tem uma
matriz padronizada ¢ importante que o método seja validado para cada

matriz diferente.

I11.3.3 Estudos preliminares usando o eletrodo de diamante
em uma célula em fluxo

Uma vez que ndo seria viavel realizar a determinacao individual de cada
parabeno por voltametria, desde que ndo existe diferenga entre os potenciais
de picos dos mesmos durante a varredura de potencial, seria importante avaliar
a potencialidade do eletrodo de diamante em uma célula em fluxo, para
verificar a possibilidade do uso do eletrodo de diamante em um detector
eletroquimico (amperométrico) a ser acoplado a um sistema de cromatografia
liquida de alta eficiéncia.

Os primeiros estudos foram realizados com uma célula de acrilico
construida no laboratorio (Figura II1.1), onde o eletrodo de diamante foi usado
como eletrodo de trabalho e um fio de prata, cloreto de prata e um fio de
platina como referéncia e auxiliar, respectivamente. Os primeiros estudos
foram realizados para o PrPa em um sistema convencional de andlise por
inje¢do em fluxo, ou seja, sem o uso de uma coluna cromatogréfica.

Um fiagrama caracteristico obtido para o PrPa na concentragcdo de 10 mg
L (injecdes sucessivas da mesma concentra¢io) esta apresentado na Figura

II1.25. Como carregador foi usado tampao fosfato 0,10 mol L pH 7,0.
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Figura III.25 Fiagrama caracteristico obtido para o propilparabeno em
tampao fosfato 0,10 mol L pH 7,0. Potencial aplicado: 1,2 V.
Propilparabeno: (1) 10 mg L™'. Vazdo: 1,5 mL min™.

Para avaliar se o potencial aplicado leva a uma maior corrente ou
estabilizacdo da mesma, foram avaliados também outros dois potenciais: 1,8 e
2,0 V (Figura II1.26 A). Os respectivos graficos de corrente em fungdo do
numero da injecdo (determinagdes sucessivas) estdo apresentados nas Figuras
II1.26 Al e III1.26 A2. Pode-se observar nestes graficos que existe uma
variagdo consideravel entre as replicatas de injecdes. Vale ressaltar que a
aplicacdo de um potencial elevado leva a uma perda de seletividade da anélise.
Sendo assim, foi construida uma curva analitica para o PrPa, usando um
potencial de 1,2 V. Um fiagrama caracteristico esta apresentado na Figura

I11.27.
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Figura II1.26 (A) Fiagrama caracteristico obtido para o propilparabeno (10
mg L'l) em tampao fosfato 0,10 mol L pH 7,0. Potencial aplicado: 1,8 € 2,0
V. Propilparabeno: (1) 10 mg L. Vazdo: 1,0 mL min™. (A1): curva corrente
versus numero de inje¢des no potencial de 1,8 V e (A2) curva corrente versus

numero de inje¢des no potencial de 2,0 V.
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Figura III.27 Fiagrama caracteristico obtido para o propilparabeno em
tampao fosfato 0,10 mol L pH 7,0. Potencial aplicado: 1,2 V.
Propilparabeno: (1) 5mg L"; (2) 10 mg L"; (3) 15 mg L' 4) 20 mg L; (5)
25mg L (6) 20 mg L™; (7) ,15mg L™; (8) 10 mg L™; (9) 5 mg L. Vazio:

1,5 mL min.

As curvas analiticas obtidas a partir do fiagrama da Figura II1.27

(corrente versus concentragao de PrPa) estdo apresentadas na Figura I11.28.

66



Dissertacdo de Mestrado Francieli Carreira

1,6 T T T T T T T T

0,0 — 1 1 T 1
4 8 12 16 20
Concentracao de PrPa (mg L'1)

Figura II1.28 Curvas analiticas referentes ao fiagrama da Figura II1.27.

Conforme a Figura I11.28 pode-se verificar que ocorre uma diminuigao
nas correntes para uma mesma concentragdo do parabeno na primeira curva
(representada como curva A na Figura I11.28) em relacdo a segunda curva
(representada como curva B na Figura II1.28). Como as medidas foram
realizadas sucessivamente ¢ sem limpeza do eletrodo, pode-se afirmar que
com o sistema operando em fluxo também ocorre uma perda da superficie
ativa do eletrodo. Esses resultados sugerem que ¢ necessario realizar etapas de
limpeza do eletrodo durante as medidas.

Uma vez que o objetivo seria acoplar a célula eletroquimica no HPLC e
que seria usada uma fase moével com solvente orgadnico (acetonitrila), foi
verificado o comportamento do eletrodo durante a separagao dos parabenos na

coluna cromatografica. Um cromatograma caracteristico estad apresentado na
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Figura II1.29. Os parabenos tiveram separa¢do adequada nas condicdes
previamente estabelecidas, no entanto, verifica-se uma razdo sinal-ruido
elevada. Em adi¢do, houve problema com a célula confeccionada em acrilico,
uma vez que a mesma ndo ¢ resistente ao solvente. Sendo assim, seria
necessario confeccionar uma nova célula em um material inerte como teflon, o
que nao foi possivel de ser realizado durante o desenvolvimento deste

trabalho.

-2x10™ - .

-4x10™ - .
MePa

-8x10™ -

O 3 7 10 13 17 20 23
t/ min

Ip / WA

Figura 1IIL.29 Cromatograma caracteristico para o metilparabeno,
etilparabeno, propilparabeno e benzilparabeno, todos na concentracdo de 15
mg L. Detector eletroquimico: eletrodo DDB. Coluna analitica: octadecil,
fase movel: tampdo fosfato 0,10 mol L', pH 7,0 + acetonitrila (45:55 v/v).

Vazdo: 1,2 mL min™; potencial: 1,2 V.

Embora os resultados obtidos sdo muito incipientes e muitos estudos
ainda teriam que ser realizados, fica evidenciada a potencialidade do eletrodo
de diamante em um detector eletroquimico para a cromatografia liquida de alta

eficiéncia.
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CAPITULO IV

DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA
DETERMINACAO DE PARABENOS EM
ANTITRANSPIRANTES USANDO HPLC
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IV.1 Objetivos

O objetivo geral do trabalho apresentado neste capitulo foi otimizar e
validar um método usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
para determinacdo de metilparabeno, etilparabeno e propilparabeno em
antitranspirantes tipo roll on.

Os objetivos especificos compreenderam:

Analisar amostras de antitranspirtantes e comparar os resultados obtidos
pelo método voltamétrico descrito no capitulo III com os obtidos pelo método
cromatografico;

Analisar amostras para avaliar se os antitranspirantes comercializados na

regido de Campinas estdo em conformidade com a legislacao vigente.

IV.2 Procedimento Experimental

1V.2.1 Equipamentos

As andlises cromatograficas foram realizadas empregando um
equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (Varian,
EUA), modelo ProStar composto por uma bomba de duplo pistdo, injetor
(Varian, EUA), modelo 210 com amostrador de 20 pL; detector UV-VIS
(Varian, EUA), modelo ProStar. A aquisi¢do de dados foi realizada mediante
interface Star. Alguns estudos foram realizados em um equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Waters, EUA), composto por uma
bomba de duplo pistao (Waters, EUA), modelo 510, injetor 7725 (Rheodyne,
EUA), com amostrador de volume 20 pL; detector UV-VIS 486 (Waters,
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EUA) e integrador (Waters, EUA) ou equipamento Waters (EUA), constituido
de um sistema de bombas binarias (modelo 1525), detector de arranjo de
diodos Waters 2996, injetor manual Rheodyne (modelo 7725) e algca de
amostragem de 50 uL. A aquisi¢do dos dados foi realizada pelo programa
computacional Millenium (Waters, EUA).

O banho de ultra-som USC 700 (Unique Thorton, Brasil) foi utilizado no
preparo de amostras e na degaseificacao da fase moével.

Para preparo de amostra foi utilizada uma centrifuga Excelsius II
(Fanem, Brasil).

A extracdo em fase solida (SPE) empregada no preparo de amostras foi
realizada utilizando um sistema de vacuo (Alltech, EUA) com capacidade para

12 cartuchos.

I1V.2.2 Colunas Cromatogrdficas

A coluna empregada no estudo em questdo foi a coluna analitica
octadecil hibrida X Terra RP 18 250 x 4,6 mm, 5 um (Waters, EUA) e coluna
de guarda X Terra RP 18 20 x 3,9 mm, 5 um (Waters, EUA). Alguns estudos
foram realizados utilizando a coluna de fase reversa C;g3 LiChroCART® (125

X 4,6 mm, 5 um (Merck, Alemanha).

1V.2.3 Cartuchos para Extracdo em Fase Solida (SPE)

No preparo das amostras de antitranpirantes foram empregados cartuchos

de extracdo em fase s6lida C;g Bond Elut, 500 mg, 3 mL (Varian, EUA).
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IV.2.4 Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico € no preparo de
solucdes utilizou-se agua purificada em sistema Milli-Q (resisténcia 18,2 MQ
cm) (Millipore, EUA).

Foram utilizados acetonitrila (ACN), (Merck, Alemanha) e metanol

(MeOH) (J. T. Baker, EUA).

1V.2.5 Padroes Analiticos

Os padroes analiticos utilizados foram metilparabeno, etilparabeno,
propilparabeno e benzilparabeno, todos com uma pureza de 99% (Sigma,

EUA).

I1V.2.6 Preparo das solucoes estoque e de trabalho

A solucao estoque dos conservantes MePa, EtPa e PrPa, de concentracao
1000 mg L, foi preparada mediante dilui¢io de quantidades exatamente
pesadas dos padrdes analiticos em acetonitrila. O benzilparabeno (BePa) foi
utilizado como padrdo interno e a solugdo estoque de concentracdo de 1000
mg L' foi preparada mediante dissolugdo do padrio analitico em acetonitrila.
A solucdo de trabalho de parabenos e a solugdo de padrdo interno, na
concentragdo de 100 mg L', foram preparadas mediante diluigdo das solugdes
estoques com agua Milli Q. As solugdes de trabalho em concentragdes de 2 a
10 mg L' empregadas na construgdo das curvas analiticas foram preparadas

diariamente, mediante dilui¢do das solucdes estoque com agua Milli Q.
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1V.2.7 Procedimentos

1V.2.7.1 — Otimizacdo das condicoes cromatogrdficas

I1V.2.7.1.1 — Fase Movel

Para a separacdo dos parabenos por HPLC foram avaliadas duas fases

estaciondrias e diferentes composi¢des de fase mdvel conforme apresentado na

Tabela IV.1.

Tabela IV.1 Descricao das condigdes cromatograficas avaliadas em relagdo a

fase estacioondria e composi¢ao da fase movel.

CONDICAO FASE COMPOSICAO DA FASE
CROMATOGRAFICA | ESTACIONARIA MOVEL
A Ci3 LiChroCART® H,0: ACN (65:35 v/v)
tampao fosfato 0,010 mol L™
B Clg LiChroCART®
pH 7,0: ACN (65:35 v/v)
C C,3 LiChroCART® H,0: ACN (60:40 v/v)
D Cis XTerra H,0: ACN (55:45 v/v)
tampdo fosfato 0,010 mol L™
E Cg3 XTerra
pH 7,0: ACN (55:45 v/v)
F Cg XTerra H,0: ACN (65:35 v/v)
G C,3 XTerra H,0: ACN (60:40 v/v)
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Como critério de selecdo das condigdes otimizadas, quanto a composigao
de fase moével, foram avaliados os seguintes parametros de conformidade do
sistema cromatografico: namero de pratos (N), fator de retencao (k) e fator de
assimetria (As). ApOs estabelecimento das condi¢coes adequadas para
separagao dos parabenos foram construidas curvas analiticas, empregando o
BePa como padrdo interno, uma vez que esse parabeno nao ¢ empregado neste

tipo de formulacao.

1V.2.7.2 — Determinacdo dos parabenos por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (HPLC)

1V.2.7.2.1 Curvas analiticas - Padronizacdo interna

As curvas analiticas para o MePa, EtPa, PrPa foram construidas usando
cinco niveis de concentragdo: 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0 mg L. A concentragio
do padrio interno foi fixada em 6,0 mg L"'. A condi¢io cromatografica
estabelecida considera como fase estacionaria, coluna analitica octadecil
hibrida X-Terra; fase movel, ACN : H,O (60:40, v/v); Vazdo: 1 mL min™';
Detector: UV-Vis (A=254 nm); volume de injecao, 20 upL; temperatura,
ambiente e eluicao isocratica.

A partir das curvas analiticas foram obtidos os parametros: faixa linear,

linearidade e sensibilidade.
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1V.2.7.2.2 Preparo de amostras de antitranspirantes tipo “roll

on” para determinacdo de parabenos por cromatografia

Etapa descrita no item I11.2.5.2.2, do capitulo III, p. 32-33.

Para as medidas cromatograficas, antes de avolumar o baldo com agua
apos a extracdo em fase solida, foi adicionado BePa na concentragdo de 6,0
mg L' (padrio interno). A quantificagdo dos parabenos foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, usando uma coluna octadecil,

conforme procedimento descrito no Capitulo IV.

IV.2.8 Validacdo do método para a determinacdo dos
conservantes MePa, EtPa e PrPa em amostras de antitranspirantes
tipo roll on

Apos desenvolvimento do método cromatografico, ele foi validado
mediante avaliacdo das seguintes figuras de mérito: seletividade,
sensibilidade, linearidade, faixa linear, precisdo e exatidao. Os critérios de
aceitagdo estdo de acordo com os valores preconizados pela ANVISA,

Resolugdao N° 899 de 29 de maio de 2003 (ANVISA, 2003).

1V.2.8.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada pela comparag¢dao dos cromatogramas obtidos
para uma amostra isenta de parabenos (AT12) e para a mesma amostra
fortificada com MePa, EtPa e PrPa e o padrio interno (BePa), nas
concentragdes de 6 mg L™ com o objetivo de avaliar a eventual presenca de

interferentes da matriz que pudessem comprometer a determinagao de cada
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um dos parabenos. Além disso, avaliou-se possiveis produtos de degradacao
dos conservantes submetidos a condigoes de estresse (luz — lampada
florescente por 24 horas; calor — estufa 60°C por 24 horas; meio acido
(solucdo de HCI 0,1 mol L™); meio basico (solu¢io de NaOH 0,1 mol L™);
oxidante (H,O, 5%, v/v)) e a presenca de possiveis interferentes, tais como
fenoxietanol e acido- 4 hidroxibenzoico (4-HBA).

Como critério de aceitagdo foi estabelecido que as repostas de picos
interferentes nos tempos de retencdo dos analitos deveriam ser inferiores a 2
% das respostas dos respectivos analitos. Possiveis interferentes como

fenoxietanol e 4-HBA foram avaliados.

1V.2.8.2 Linearidade

A linearidade foi determinada através do coeficiente de correlagdo (r)
entre as respostas dos analitos nas solugdes de trabalho e as concentragdes
correspondentes destes compostos nas curvas analiticas. Para a determinagao
deste parametro foram utilizados cinco niveis de concentracdo numa faixa de
2,0 a 10,0 mg L'. O padrio interno foi adicionado as solugdes na
concentracdo de 6,0 mg L. O critério de aceitagdo foi uma linearidade de

0,99.
1V.2.8.3 Exatiddo

A exatidao foi avaliada mediante teste de recuperacdo, avaliado a partir
de nove determinagdes contemplando o intervalo linear do método analitico,
ou seja, trés concentragdes distintas (ANVISA): limite inferior (2 mg L™),

limite superior (10 mg L), e ponto médio (6 mg L), da curva analitica. As
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amostras correspondentes as trés niveis de fortificagdo foram preparadas em
triplicata € o método foi considerado exato quando o resultado médio obtido
para a recuperacgao esteve compreendido entre 90 % e 110 % do valor teorico,

em cada um dos trés niveis de concentragao.

1V.2.8.4 Precisdo

A repetibilidade foi avaliada através de andlises realizadas em um mesmo
dia, com o mesmo equipamento e analista, considerando 6 determinagdes (n =
6) sobre as amostras na diluicdo correspondente a concentracdo de 100 % da
curva analitica. O critério de aceitagdao foi que o coeficiente de variagao (CV

%) fosse inferior ou igual a 5 %.

1V.2.8.5 Limite de deteccdo e quantificacdo

O limite de quantificagdo nao foi estabelecido uma vez que os parabenos
se encontram em elevada concentragdo na amostra do cosmético (na ordem de
mg g"). No entanto, foi avaliado o limite de detec¢dio, mediante analise de
concentragoes decrescentes dos parabenos para permitir reportar um valor
estimado, quando no cromatograma na andlise de amostras ndao fosse

verificada a presenca dos parabenos.
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IV.3 Resultados e Discussao

IV.3.1 Desenvolvimento do Método Cromatogrdfico

Como critério de selecao das condigdes otimizadas, quanto a composi¢ao
da fase movel, foram avaliados os seguintes pardmetros de conformidade do
sistema cromatografico: fator de retencdo (k), eficiéncia (N) e fator de
assimetria (As). Como critérios de aceitacdo foram considerados os seguintes
valores: 1 <k < 10; N > 2000; 0,8 < A4 < 2,0, recomendados por SHABIR e
colaboradores (2004) ¢ os valores encontrados para estes parametros estdao

relacionados na Tabela IV.2.
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Tabela IV.2 Parametros de conformidade do sistema cromatografico obtidos com as condigdes
cromatograficas (A a G) descritas na Tabela IV.1.

Condicao A Condicao B
Conservantes MePa EtPa PrPa BePa MePa EtPa PrPa BePa
N 6638 17389 14764 18285 1048 1361 3943 -
As 1,0 2,0 0,5 0,7 1,8 1,0 3,5 -
k 1,3 3.3 6,2 13,6 1,6 3,5 6,7 -
Condicao C Condic¢ao D
N 5947 11055 24595 33161 6949 16744 44120 61600
As 1,2 1,3 1,3 1,0 1,0 1,3 1,3 1,2
k 1,3 2,1 3,7 7,1 1,0 1,6 2,6 4,7
Condicao E Condicao F
N 1166 6793 3000 18550 1253 1207 1717 1556
As 2,0 1,6 1,2 1,3 0,7 0,6 0,9 1,0
k 1,4 3.3 6,2 13,6 0,6 0,8 1,1 1,6
Condicao G
N 8233 20950 56939 64485 o,
P i3 i3 i i3 = CONDICAO OTIMA~ DE TRABALHO:
k 1,4 23 3,7 6,1 CONDICAO G
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Os valores encontrados na tabela IV.2 indicam como condigdo 6tima de
trabalho: fase estacionaria, coluna analitica octadecil hibrida X-Terra; fase
movel, ACN : H,O (60:40, v/v); Vazao: 1 mL min™; Detector: UV-Vis
(A=254 nm); volume de injecdo, 20 uL; temperatura, ambiente; eluigdo,
isocratica. Um cromatograma caracteristico obtido para os parabenos, nas

condicdes descritas acima, esta representado na Figura [V.1.

0,60

PP - 11,405

0,40-

AU
BP - 17,176

0,20

0,00—— J

T U 7 ) ) [ 4 |

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 20,00
Minutes

Figura IV.1 Cromatograma obtido para os parabenos na concentracao de 20,0
mg L™, usando BePa 6,0 mg L' como padrio interno. Fase estacionaria: X
Terra RP 18; Fase moével: H,O:ACN (60:40, v/v); vazao: 1,0 mL min; A =
254 nm. Tempos de retencao (t;): MePa: t; = 5,9 min; EtPa: t, = 7,9 min; PrPa:
t.=11,4min ; BePa: t,= 17,1 min.
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1V.3.1.1 Eficiéncia de extracdo dos parabenos nos cartuchos

octadecil

Inicialmente foram realizados alguns estudos verificando a possibilidade
de apenas diluir a amostra com a fase movel antes da anélise cromatografica.
Mas dependendo da amostra, foi verificada a presenca de interferentes no
tempo de retencdo dos analitos e também esse procedimento levaria a
comprometer o tempo de vida 1til da coluna cromatografica. Sendo assim,
esse procedimento foi abandonado. Como alternativa, foi avaliado o emprego
da extracdo em fase solida, usando cartuchos octadecil. Tendo em vista o
carater apolar das moléculas dos parabenos foi adotado o seguinte
procedimento de extracdo em fase solida: condicionamento do cartucho com
metanol e agua, aplicacdo dos parabenos em agua, lavagem dos cartuchos com
agua e eluicdo com acetonitrila. Empregando apenas uma solugdo padrao
contendo os parabenos em estudo e o padrdo interno foram obtidas as
seguintes eficiéncias de extracdo: MePa 100,3 %, EtPa 97,0 %, PrPa 101,0 %
e BePa 97,0 %, que estdo representadas pelos cromatogramas apresentados
nas Figuras IV.l (parabenos sem passar pelo cartucho) e Figura IV.2
(parabenos passando pelo cartucho). Esse resultado indica que os parabenos

tém uma afinidade adequada pelo sorvente extrator.
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Figura IV.2 Cromatograma obtido para os parabenos na concentracao de 20,0
mg L', apés extragio em fase solida, usando BePa 6,0 mg L. Fase
estacionaria: X Terra RP 18; Fase movel: H;O:ACN (60:40, v/v); vazao: 1,0
mL min™; A =254 nm. Tempos de retencgdo (t;): MePa: t, = 5,8; MePa: t, = 7,7,
PrPa: t,.=11,1; BePa: t,=16,9.

Considerando os valores da eficiéncia de extragao foi verificado que ndo
haveria necessidade de construir a curva analitica sobre a matriz isenta de
parabenos, o que de qualquer forma seria um problema uma vez que as
matrizes sdo diferentes em funcdo do fabricante do produto cosmético. A
Figura IV.3 apresenta o cromatograma caracteristico obtido para a amostra

AT 4 ap0s passar pelo preparo de amostra descrito no 111.2.5.2.2.
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Figura I'V.3 Cromatograma obtido para a amostra AT 4 apds extragdo em fase
solida, usando BePa 6,0 mg L. Fase estacionaria: X Terra RP 18; Fase
moével: HyO:ACN (60:40, v/v); vazao: 1,0 mL min™; A = 254 nm. Tempos de
retengdo (t;): MePa: t, = 5,7; PrPa: t.=11,2; BePa: t,= 17,1.

Conforme o cromatograma, verifica-se na amostra AT4 a presenga de
MePa e PrPa. O tutlimo pico ¢ referente ao BePa, que foi usado como padrao
interno. Ainda, ndo sdo verificados interferentes presentes no cromatograma
no comprimento de onda avaliado (254 nm). Esses resultados estdo de acordo
com o declarado pelo fabricante, onde consta no rotulo da embalagem a

presenca de MePa e PrPa (pag. 60).

1V.3.1.2 Validacdo de metodologia analitica

O procedimento de validagdo de métodos deve incluir todas as etapas
necessarias para demonstrar que os resultados obtidos sdo confidveis e

reprodutiveis. Conforme a classificagdo proposta pela [UPAC (THOMPSON e
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cols, 2002), os procedimentos de validacdo podem ser divididos entre (1)
validacdo completa (full validation) e (2) validagdo do método em um Unico
laboratorio (single-laboratory validation). O procedimento envolvido no
presente trabalho teve como foco a validacdo do método analitico para um
laboratorio. Os pardmetros analiticos de validagdao (ou figuras de mérito)
usados para avaliar o método cromatografico desenvolvido no presente
trabalho foram: linearidade, sensibilidade, intervalo (faixa linear), precisao
intra-ensaio e exatiddo. Os resultados obtidos estdo sumarizados na Tabela
IV.3.

A Figura IV.4 apresenta os cromatogramas obtidos para os possiveis
intereferentes, (A) fenoxietanol e (b) 4-HBA, que tém como tempos de
retengdo (t;) 2,1 min e 1,2 min, respectivamente. Assim sendo, estes
compostos ndo afetam a seletividade do método porque nao eluem no mesmo
tempo de retengdo que os analitos de interesse. Os resultados obtidos apos
exposi¢ao a condicdo de estresse, ndo apresentaram produtos de degradacao
que afetassem a seletividade do método. Portanto, o método desenvolvido
apresenta seletividade adequada para determinagdo de parabenos em

antitranspirantes.
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Figura IV.4 Cromatogramas obtidos para (A) fenoxietanol e (B) 4-HBA, na
concentracdo de 30,0 mg L. Fase estacionaria: X Terra RP 18; Fase movel:
H,0:ACN (60:40, v/v); vazao: 1,0 mL min”; A =254 nm. Tempos de retencao
(t): (A) t,=2,1 min; (B) t. = 1,3 min.
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Tabela IV.3 Figuras de mérito obtidas para os parabenos utilizando HPLC.

Figuras de Mérito MePa EtPa PrPa

Equacdo da Reta uv.A=0,183C+0,391 u.A=0,172C+0,348 u.A=0,165C + 0,380

Faixa linear de

rabalho (mg L) 2,0-10,0 2,0-10,0 2,0-10,0
Linearidade (r) 0,9988 0,9984 0,9948
Sensibilidade
wa'img L 0,183 0,172 0,165
Exatiddo (% recuperagdo)
2mg L’ 100,8 100,6 91,0
6 mg L’ 97,9 97,0 95,7
10mg L™ 102,5 100,5 100,5
Precisao intra-ensaio (CV %), n=6
2mg L’ 2,8 4,2 2,8
6 mg L 0,4 0,4 0,3
10mg L’ 2,4 1,8 0,2
Limite de deteccdo 0,002 % m/m 0,002 % m/m 0,002 % m/m

*u.a: unidade de drea.

Diferentes amostras de antitranspirantes roll on foram adquiridas no
comércio de Campinas, SP e analisadas pelo método cromatografico validado.
Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela IV.4. Todas as analises
foram realizadas em sextuplicata, sendo apresentados os valores médios de
cada parabeno. Entre parénteses estdo apresentados o coeficiente de variagao

das replicatas.
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Tabela 1V.4 Teores de parabenos nas amostras de antitranspirantes do tipo roll

on.
Parabenos
Amostra MePa (% m/m) EtPa (% m/m) PrPa % m/m) totais”
(% m/m)
AT 1 0,025 (4,9 %) <LOD <LOQ 0,025
AT 2 0,27 (2,5 %) <LOD 0,082 (2,4 %) 0,35
AT 3 0,21 (1,9 %) <LOD 0,039 (1,9 %) 0,25
AT 4 0,26 (1,9 %) <LOD 0,019 (1,2 %) 0,28
ATS5 0,040 (4,8 %) <LOD 0,020 (4,9 %) 0,06
AT 6 0,26 (3,4 %) <LOD 0,011 (1,6 %) 0,27
AT 7 0,17 (1,7 %) <LOD 0,048 (4,1 %) 0,22
AT 8 0,28 (1,1 %) <LOD 0,103 (0,9 %) 0,38
AT 0,29 (0,9 %) <LOD <LOQ 0,29
AT 10 0,23 (1,1 %) <LOD 0,10 (1,1 %) 0,24
AT 11 0,21 (1,4 %) <LOD <LOD 0,21
AT 12 <LOD <LOD <LOD <LOD
AT 13 <LOD <LOD <LOD <LOD

*Somatoria de MePa, EtPa e PrPa. LOD: 0,002 % m/m.

Pelos resultados obtidos verifica-se que as amostras apresentam um teor
de parabenos totais em uma concentragdo maxima de 0,38 % (m/m), estando
todas as amostras analisadas em conformidade com a legislacdo vigente
(concentragao maxima permitida de 0,8 % m/m para parabenos totais e 0,4 %
m/m para a presenca de apenas um parabeno na formulagdo). O EtPa nao foi

detectado nas amostras analisadas e o MePa esteve em concentragdo maior do
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que o PrPa em todas as amostras que continham parabenos em sua
formulacdo. A precisdo dos resultados foi menor do que 5 %.

Quanto a declaragdo dos conservantes no réotulo da embalagem, em
particular parabenos, as amostras AT2, AT3, AT4, AT8, AT9, AT10 estdo de
acordo com o declarado. As amostras AT12 e AT13 ndo contem parabenos e
nos rotulos também nao foi informada a presenga destes. Quanto as demais
amostras foi verificado:

B ATI: ndo foi declarada a presenca especifica de parabenos. Apenas foi

informada a presenca de conservantes. A amostra contem MePa.

B ATS e AT6: apenas foi declarada a presenca de MePa, no entanto, as
amostras contem também PrPa.

M AT7: o fabricante apenas declarou a presenca de parabenos sem
especificar quais os compostos estdo presentes. Foi verificada a
presenca de MePa e PrPa.

B ATI11: o fabricante declarou a presenga de MePa e PrPa, no entanto,

apenas foi verificada a presenca de MePa.

Vale ressaltar que de modo geral a descricao da composi¢do quimica no
rotulo da embalagem nao ¢ uniformizado e depende do fabricante. Além disso,
verifica-se a descricdo de 4 a 25 compostos diferentes presentes nas

formulacdes, ou seja, na maioria dos casos os rotulos sao incompletos.
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V. CONCLUSOES

V.1 Voltametria

» Os resultados obtidos demonstram que os parabenos sofrem oxidagao no
eletrodo de diamante dopado com boro e que o sinal analitico (corrente
anddica) € adequado para fins quantitativos;

» Como a oxidacdo do MePa, EtPa, PrPa ¢ BePa envolve o mesmo grupo
funcional, comum aos quatro parabenos, nao ¢ possivel diferenciar entre
os parabenos usando a voltametria ciclica ou mesmo a voltametria de
onda quadrada. No entanto, como a sensibilidade para os diferentes
parabenos nao difere significativamente ¢ possivel realizar a
quantificagdo de parabenos totais na amostra. Esse parametro ¢ relevante
uma vez que a legislacdo vigente estabelece um teor méximo de 0,8 %
m/m de parabenos totais em produtos cosméticos.

» Durante o processo redox dos parabenos no eletrodo de diamante
ocorrem fendmenos de adsor¢do que levam a passivagao da superficie
eletrodica em medidas sucessivas 0 que vem a comprometer a
repetibilidade das medidas. O uso de padrdo interno demonstrou ser uma
alternativa interessante para corrigir a perda da area ativa durante a
analise de amostras.

» A hidroquinona mostrou ser um padrdo interno viavel uma vez que oxida
em potencial menor do que os parabenos;

» O cletrodo de diamante dopado com boro ¢ adequado para medidas em
fluxo, o que permite usa-lo como detector amperométrico para medidas

por FIA ou HPLC;
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» Para diminuir a passivagdo da superficie eletrodica é necessario fazer um
clean-up da amostra de antitranspirantes anterior determinacao
voltamétrica. Neste contexto, o melhor procedimento foi a extracdo em
fase solida usando cartuchos octadecil.

» De acordo com os resultados obtidos o método voltamétrico empregado
possibilitou a determinacdo de parabenos totais em amostras de
antitranspirantes, sem a necessidade de preparos de amostra diferentes do
que aquele empregado para andlise cromatografica. Desta forma, a
extragdo em fase solida se mostra promissora para a extracdo de
parabenos de amostras de antitranspirantes e determinacdo por
voltametria ciclica em conjunto com o eletrodo DDB.

» Como desvantagem do método voltamétrico destacamos a

impossibilidade da confirmacao de identidade.
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V.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

» A cromatografia liquida de alta eficiéncia, usando uma coluna de fase
reversa octadecil e fase mdovel composta de agua:acetonitrila ¢ adequada
para a separagdo de MePa, EtPa, PrPa e BePa. As amostras de
antitranspirantes de diferentes procedéncias e marcas comerciais nao
apresentam interferentes em potencial que possam afetar a exatidao dos
resultados.

» A extracdo em fase sélida é recomendada para limpeza da amostra
anterior analise cromatografica. O carater apolar dos parabenos justifica o
uso de cartuchos ocatedecil, levando a uma elevada eficiéncia de
extracdo e eliminagdo de outros compostos concomitantes da matriz.

» O método cromatografico desenvolvido mostrou-se adequado aos

objetivos que se propde.

Das doze amostras analisadas de fabricantes diferentes, todas estavam
em conformidade com a legislacio vigente quanto a concentracdo de
parabenos permitida para os antitranspirantes. No entanto, apenas 66 %
apresentaram nos rotulos da embalagem a descricdo completa dos parabenos

contidos na formulagao.
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