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RESUMO

A utilizagdo de moléculas com o objetivo de eliminar ou evitar a ploriferacdo de
microorganismos indesejaveis como bactérias tem sido de grande importancia, pois esses
microrganismos podem causar danos a saude humana. Compostos quimicos tais como a
clorexidina (CRX) tém sido usados na composicdo de antissépticos, como sabonetes,
enxaguatorios bucais. Apesar de ser verificada a alta eficiéncia desta substancia como
antiséptico, ela pode dar origem a produtos de degradagao, como a 4-cloroanilina (4-CA), o
principal subproduto formado, no qual estudos confirmaram seu potencial carcinogénico. Neste
trabalho, estdo expostos os resultados da determinagado das concentragdes de 4-cloroanilina em
amostras comerciais de sabao de uso hospitalar e enxaguante bucal usando voltametria de onda
quadrada (SWV) e eletrodo de diamante dopado com boro. Para a realizacao do procedimento
experimental, utilizaram-se condi¢des otimizadas para a melhor performace do experimento,
tais como: a amplitude (60 mV), incremento de potencial (3 mV) e frequéncia (20 s'), com o
auxilio da técnica de SWV e solugdo tampdo Britton-Robinson (pH 6) 0,1 mol L' como
eletrolito suporte. A concentracdo de 4-cloroanilina na amostra de sabao hospitalar foi

minada pelos métodos adicdo de padrio. Estudos de adicdo e recuperagdo foram
realizados para confirmar a auséncia de efeito de matriz nas amostras analisadas. Os valores de
recuperagdo ficaram na faixa de 100 a 112%. O teor de 4-cloroanilina encontrado na amostra
de sabdo, fora do prazo de validade, foi de 13,1 pmol L, enquanto que na amostra de
enxaguante bucal, dentro do prazo de validade, ndo foram encontradas quantidades
mensuraveis. O método resultou em um limite de deteccdo de 0,026 pumol L', limite de

quantifica¢io 0,86 umol L', faixa linear entre 1 € 100 pmol L'! e DPR 5%.

Palavras-chave: Antisséptico. Voltametria de onda quadrada. Sab3do. 4-cloroanilina.

Clorexidina. Eletrodo de BDD.



ABSTRACT

The use of molecules in order to eliminate or prevent the proliferation of undesirable
microorganisms such as bacteria has been of great importance, as these microorganisms can
cause damage to human health. Chemical compounds such as chlorhexidine (CRX) have been
used in the composition of antiseptics, such as soaps, mouthwashes. Despite the high efficiency
of this substance as an antiseptic, it can give rise to degradation products, such as 4-
chloroaniline (4-CA), the main by-product formed, in which studies confirmed its carcinogenic
potential. In this work, the results of determining the concentrations of 4-chloroaniline in
commercial samples of hospital soap and mouthwash using square wave voltammetry (SWV)
and boron doped diamond electrode are exposed. To perform the experimental procedure,
optimized conditions were used for the best performance of the experiment, such as: amplitude
(60 mV), potential increase (3 mV) and frequency (20 s-1), with the help of the technique of
SWYV and Britton-Robinson buffer solution (pH 6) 0.1 mol L-1 as support electrolyte. The
concentration of 4-chloroaniline in the hospital soap sample was determined by standard
addition methods. Addition and recovery studies were performed to confirm the absence of
matrix effect in the analyzed samples. The recovery values were in the range of 100 to 112%.
The content of 4-chloroaniline found in the soap sample, outside the expiration date, was 13.1
pmol L-1, while in the mouthwash sample, within the expiration date, no measurable quantities
were found. The method resulted in a detection limit of 0.026 pmol L-1, quantification limit

0.86 umol L-1, linear range between 1 and 100 umol L-1 and 5% DPR.

Keywords: Antiseptic. Square wave voltammetry. Soap. 4-chloroaniline.

Chlorhexidine. BDD electrode.
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1 INTRODUCAO

1.1  CLOREXIDINA

A molécula possui nome IUPAC 1,1-hexametileno-bis- [5- (p-clorofenil) -biguanida]
-digluconato, também conhecida como digluconato de clorexidina, possui estabilidade dentro
do organismo humano e ao ser utilizada nas dosagens recomendadas ndo possui toxicidade ao
organismo. Sua atuac¢ao na eliminacao de bactérias se da na reagao das moléculas de clorexidina
com as membranas citoplasmaticas das bactérias, levando a liberacdo do acido nucleico e
ocasionando a morte dos microrganismos. A clorexidina age como uma substincia
antimicrobiana, que mostra maior efetividade de atuagdo no controle na eliminagao de bactérias
patogénicas na mucosa oral (KLUK; PEREIRA, 1984). Os grupos dos sais de clorexidina atuam
de forma a evitar ou diminuir os microrganismos presentes. A Figura 1 esboga a estrutura

quimica na formula condensada da clorexidina.

Figura 1: Estrutura quimica da Clorexidina.

Cl
N/H N,H H\C? N
H H H H H H H || ” | ||
Co N_ _N_ _N_H C.% C.% C. _C. .CL _Cx
H. | | ~
| | | I A ﬁq 4 ﬂ{ v H H
CI/C\C/;C\H i i
H

Fonte: PUBCHEM, 2008.

A clorexidina, parte positiva do sal digluconato de clorexidina, possui formula
molecular C22H30ClbN1o e desempenha um papel importante no combate de microrganismos
nocivos a saude humana, como € o caso do o Streptococcus Mutans, o principal causador de
doencas dentarias como a carie (DE SOUZA et al., 2004).

Também se utiliza a molécula em prevencdes de contaminagdes que causam infecgoes
cruzadas, que consistem na transmissao de microrganismos de pessoa para pessoa utilizando-
se de mesmos equipamentos, sem as devidas desinfec¢des adequadas para tais (ZENKNER,

2006) , de modo que a desinfeccao desses equipamentos utilizados, como no caso de medicina
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odontologica, ¢ de suma importancia para garantir a eliminagdo de microrganismos e evitar
assim as infecgdes cruzadas, assegurando a desinfec¢do de superficies para a garantia de uma
melhor higieniza¢do. Levando-se em consideracdao a quantidade elevada de superficies
operatorias utilizadas em processos odontoldgicos, tais objetos precisam ser desinfectados com
o auxilio de desinfetantes que atuam com etapas de assepsia bastante efetivas.

Alguns trabalhos destacam a importancia do uso da clorexidina como uma substancia
com capacidade de eliminacdo de microrganismos de forma satisfatoria. (ANDREA
MOREIRA JACOBUCCI BAMBACE, 2008) destaca a superioridade de desinfeccdo de
solugoes de clorexidina em concentracdes de 0,5% a 4% em comparagdo com alcool 70% gel
e liquido em superficies contaminadas com Cepas de Streptococcus mutans, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Klebsiella , e contatou-se também uma
melhor viabilidade economica das solugdes de clorexidina em comparagao com o método de
desinfecc¢ao mais utilizado, o alcool 70%.

Outros estudos mostram também a eficicia da clorexidina na prevencdo de pneumonia
associada a ventilagdo mecanica (BERALDO, CAROLINA et al 2008), que consiste em uma
infeccdo bastante frequente nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI) na qual antissépticos a
base de clorexidina foram utilizados em pacientes submetidos em UTI e notou-se que a inser¢ao
de clorexidina levou a eliminacao da colonizac¢ao de Pseudomas aeruginosa e Staphylococcus
aureus na regido da orofaringe, o que culminou em uma redugdo de 50% da pneumonia
associada a ventilacdo mecanica.

Tratando-se de assepsia, outros trabalhos mostram o efeito da clorexidina na mucosite
induzida por radioterapia em cancer de cabeca e pescoco (LABBATE et al.,, 2003). A
radioterapia em pacientes que possuem neoplasias (que consiste em uma multiplicagdo anormal
e descontrolada em um determinado tecido), especificamente na cabega e pescogo causam
alteragdes na mucosa oral devido a radiagdo que atinge também a esses mucos. Para a protecao
dessa mucosa, tal estudo verificou o efeito protetor do gluconato de clorexidina na mucosa oral
de pacientes submetidos a processos de radioterapia. Determinados grupos de pacientes
receberam doses de enxaguante bucal a base de clorexidina em bochechos didrios. Os resultados
observados foram a diminui¢ao das lesdes encontradas na mucosa da boca devido a diminui¢ao
da atuagdo de microrganismos no agravamento dessas lesoes.

Dessa forma, o composto ¢ alvo de muitos outros estudos, pois a aplicagdo da molécula
em produtos antissépticos resulta em um excelente resultado no combate a microrganismos

prejudiciais a saide humana, de tal modo que a molécula pode ser encontrada em enxaguantes
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bucais, saboes, e detergentes para a diminui¢do da acdo desses microrganismos (SILVA et al.,
1999).

Apesar dos varios beneficios que o uso de determinadas concentragdes de clorexidina
em produtos de higiene pessoal, a mesma pode apresentar alguns efeitos colaterais como
manchas na superficie dos dentes e seu uso prolongado pode causar alteracdo no paladar
(GOLLY; HLAVICA, 1983) . O estudo investigou os efeitos colaterais da clorexidina presente
em enxaguantes bucais nas concentragoes de 0,1% e 0,2% em determinado grupo de pacientes
e mostrou que a clorexidina causou efeitos negativos como o desgaste da placa dentaria e
inflamagdo gengival, assim como a altera¢ao da coloracdo dos dentes.

Outros maleficios s3o os produtos de degradacdo da clorexidina, que pode ocorrer por
exposicao a luz, tais como a 4-cloroanilina, que possui também como produto de degradagdo o
1-cloro-4-nitrobenzeno (BELOW; LEHAN; KRAMER, 2004). Outros produtos de degradac¢ao
da clorexidina sdo o pirogalol, fenol e p-clorofenol (OGASE et al., 1992), no qual foram
identificados os produtos e subprodutos da clorexidina utilizando-se catalisadores para
aumentar a velocidade da degradacdo e a quantificacdo foi realizada com o auxilio de um
equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC). A Figura 2 esboga os

produtos e subprodutos encontrados da degradacao da clorexidina.

Figura 2: Produtos e subprodutos da clorexidina

Cl—@—NHCNHCNH(CHQIENHCNHCNH —@—C\
o n

NH NH NH NH
' Chlorhexidine
i

©-m == o0

Aniline p—Chloroaniline
1

{
@—OH u—@—on

Phenol pP-Chlorophenol

=l, OH
&.

OH
Pyrogatiol

Fonte: OGASE et al 1992.
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1.2 4- CLOROANILINA

Dentre os produtos de degradacdo da clorexidina, a 4-cloroanilina, composto
organoclorado que possui formula molecular CsHsCIN e férmula estrutural ilustrada na Figura
3, ¢ bastante utilizada na formulacao de pesticidas, herbicidas e corantes e apresenta destaque

por ser o produto majoritario da degradacdo da clorexidina em contato com a luz.

Figura 3: Formula estrutural da 4-cloroanilina.

NH,

Cl

Fonte: Sigma-Aldrich, 2008

Estudos verificaram a estabilidade da clorexidina quando exposta a luz, em colirios
oftalmolégicos com uma concentracdo de 0,02% de clorexidina (LIN et al., 2015). A
concentragdo de clorexidina se manteve inalterada quando submetida a exposicao a luz apos
seis meses da fabricagdo do colirio, quando mantido fechado, verificada com o auxilio de um
método HPLC e, apos aberto, a concentragdo se manteve em um mes apos a fabricacao e
posterior abertura do produto. Apds esses periodos, foi verificada a diminui¢ao da concentracao
de clorexidina dos produtos, mostrando assim sua possivel degradagdo devido a exposicdo a
luz e o contato com o ar atmosférico.

O estudo in vitro com hepatocitos humanos (PIZON et al., 2009) mostrou que ao entrar
no organismo humano, seja por via respiratoria, ingerido ou em contato cutaneo, esta pode
causar doencas como a metemoglobinemia, condicdo clinica originada pela conversao
excessiva da hemoglobina em metahemoglobina, que ocorre quando a hemoglobina ¢ oxidada
em uma velocidade maior que a capacidade enzimatica normal para a redugdo da hemoglobina,
que a torna incapaz de ligar-se e transportar oxigénio. A metahemoglobina ¢ formada quando

o ferro da molécula heme é oxidado do estado ferroso (Fe*") para o estado férrico (Fe*").
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Outro caso relatado na literatura de intoxicag@o por 4-cloroanilina e consequentemente,
o desenvolvimento de metahemoglobiemia ocorreu apds uma gestante com idade de 22 anos
ingerir uma mistura de 50 mL de herbicida contendo monolinuron, substancia com nome
IUPAC 3- (4-clorofenil) -1-metoxi-1-metiluréia, no qual, ao ser metabolizado pelo organismo,
gera como principal produto a 4-cloroanilina. A ingestdo de tal herbicida levou a paciente ao
desenvolvimento de metemoglobiemia devido a presenca da 4-cloroanilina como metabdlito
principal do constituinte do herbicida (YANG et al., 1995).

Os efeitos da 4-cloroalinina sobre a hemoglobina também foram investigados em outros
estudos. Em um deles, realizados em coelhos com o sangue recém colhido, as moléculas de
hemoglobina foram isoladas e colocadas em contato com solugdes contendo concentracdes de
0,1% a 5% de 4-cloroanilina e observou-se a oxidagdo causada na 4-cloroanilina em reagdes
com a hemoglobina contida no sangue. O experimento realizado in vitro simulou as condigdes
reacionais dos organismos vivos, incluindo faixa de pH e temperatura e constatou-se que a
bioativagao de anilinas aromaticas, em destaque a 4-cloroanilina, sdo favorecidas nos gldbulos
vermelhos e, apos serem oxidadas, as anilinas tornam-se mutagénicas e carcindgenos potentes.
(GOLLY; HLAVICA, 1983).

Outros estudos feitos sobre a toxicidade da 4-cloroanilina mostram que doses de 2 a 18
mg/kg de peso corporal, administradas com uma frequéncia de 5 dias na semana em um
intervalo de tempo referente a seis meses, causaram em um grupo de ratos a ocorréncia de
doengas como anemia hemolitica e 0 aumento da metahemoglobina assim como o aparecimento
de sarcomas no bago, feocromacitomas nas glandulas suprarrenais, adenomas ou carcinomas
hepatocelulares e hemangiossarcomas no figado. Tal estudo evidéncia o alto poder cancerigeno
deste composto quando em contato com organismos vivos (R.S.CHHABRA; A.C.PETERS,
1991). O desenvolvimento das células cancerigenas se deve ao fato de que a anilina presente na
4-cloroanilina se ligar as proteinas do DNA das células dos ratos envolvidos. Esse processo
ainda esta sendo estudado para elucidar quais as interagdes que esta molécula € capaz de
provocar no DNA.

Alguns outros trabalhos também destacam o potencial cancerigeno da 4-cloroanilina em
seres vivos (WARD; REZNIK; GARNER, 1980). Neste estudo, utilizou-se um grupo de 50
ratos machos inserindo em sua dieta 500 mg/kg de 4-cloroanilina por um intervalo de tempo de
20 dias. Dos 50 ratos do grupo de estudo, 18 desenvolveram lesdes no bago, como fibrose
parenquimatosa e infiltragdo gordurosa, também se detectou fribrossarcomas, (tumor maligno
com origem nos fibroblastos), osteossarcomas (tumores no tecido conjuntivo) e

hemangiossarcomas (tumor maligno nas células endoteliais). Os demais 32 ratos dosados


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0278691591901665#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0278691591901665#!
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apresentaram fibrose local e difusa, diferentemente do grupo de controle, que nio recebeu o
composto quimico em sua dieta e ndo apresentou nenhuma alteracdo em seu organismo.

Devido aos varios estudos realizados sobre a toxicidade da 4-cloroanilina, principal
produto da degradacao da clorexidina, a United States Pharmacopeial Convention (USP)
estabeleceu um limite menor que 3 ppm para o nivel de 4-cloroanilina em solugdes que utilizam
clorexidina em sua composi¢do. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
também estipula uma dosagem maxima de 4-cloroanilina de 0,03 g/kg em produtos que utilizam
clorexidina e ou 4-cloroanilina em sua composi¢io (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA, 2018).

1.3  Métodos de analise aplicados a determinacido de aminas aromaticas.

Atualmente, existem muitos estudos para a determinacdo de aminas aromaticas, pois
seu monitoramento ¢ essencial para a saide humana. Para isso, varios métodos analiticos sao
utilizados para o controle de qualidade dos produtos que utilizam a clorexidina como agente
antisséptico e os mais consolidados, segundo a literatura, sdo os métodos cromatograficos.
(SKOOG, D. A; HOLLER, F. J.; NIEMAN, T. A., 5* edicao, 2006).

O uso de técnicas analiticas como a cromatografia possuem a finalidade de separacao
e/ou purificagdo de misturas em amostras ou nao, no qual os componentes de uma mistura sao
separados com base nas diferencgas de velocidade nas quais sdo transportados através de uma
fase movel (liquido ou gés), fixo por uma fase estaciondria que quando acopladas a detectores
como UV/Vis ou detectores de massa podem fornecer informagdes sobre determinado tipo de
substancia analisada. (SKOOG, D. A; HOLLER, F. J.; NIEMAN, T. A., 5* edi¢cdo, 2006).

Para a andlise de aminas aromaticas, os métodos mais discutidos pela literatura sdo a
Cromatografia Gasosa (GC) e Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC). A
cromatografia gasosa utiliza-se do principio de vaporizagao da amostra para ser injetada no
topo de uma coluna cromatografica. A eluigdo ¢ realizada pelo fluxo de gas inerte que neste
caso, atua como fase mdvel, transportando o analito de interesse através da coluna. Ja a HPLC
¢ a mais utilizada quando se trata de técnicas analiticas de separacdo, devido a sua alta
eficiéncia, excelente sensibilidade, facil adaptacao para determinagdo quantitativa de amostras
de grande interesse para a industria. Sua diferenca das demais técnicas de cromatografia liquida
estad no tamanho reduzido das particulas presentes na fase estacionaria, o que agrega na técnica
as qualidades necessdrias para a realizagdo de uma excelente analise (SKOOG, D. A; HOLLER,

F. J.; NIEMAN, T. A., 5* edicao, 2006). Entretanto, as técnicas analiticas de GC e HPLC
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possuem equipamentos com valores bastante elevados, devida a alta complexidade dos
equipamentos envolvidos.

Por serem técnicas bastante difundidas e que apresentam bons resultados, alguns
trabalhos associando técnicas de microextragdo liquido-liquido dispersiva combinada com a
deteccao de comprimento de onda com o auxilio de HPLC foram utilizados na determinagao de
quatro aminas aromadticas, sendo elas p-toluidina, o-cloroanilina, p-cloroanilina e p-
bromoanilina em amostras de adgua de lagos e rios. A metodologia aplicada obteve bons
resultados pelo método proposto e as recuperagdes relativas ficaram na faixa de 85,4-111,7%
e 90,2-101,3%, respectivamente (LIN et al., 2015).

Outros trabalhos utilizaram de técnicas de HPLC com deteccdo UV para determinar
aminas aromaticas formadas ap6s a reducao de corantes utilizados em brinquedos de plasticos
com o auxilio de Ditionito de Sddio (Na2S204) na clivagem redutiva do grupo azo de corantes,
liberando assim as aminas formadas por essa reacdo, que posteriormente foram analisadas pela
técnica de HPLC. A producao de diferentes tipos de aminas aromaticas foi relacionada aos
diferentes tipos de corantes analisados. (GARRIGOS et al., 2002).

Outro trabalho também utilizou da HPLC para analisar qualitativamente e
quantitativamente as aminas aromaticas de corantes azdicos considerados perigosos pelo alto
indice de toxicidade e, por esta razao, foram proibidos em paises pertencentes a Unido Europeia
de serem utilizados na industria téxtil e de produgdo de azulejos. Sio eles o Acido Vermelho
85 e Azul Direto 6 como principais corantes (BIALA, BIELSKO et al 2002). O estudo analisou
sete azo-corantes (que possuem o grupo N=N) no qual a estrutura quimica possuia aminas
aromaticas como a benzidina. As aminas determinadas pelo estudo foram p-fenilenodiamina,
anilina e benzidina.

Uma metodologia utilizando HPLC também foi desenvolvida para a determinagao de
aminas aromaticas em produtos alimenticios ricos em proteinas e que, ao serem processados
com o auxilio de calor, podem causar a formagdo de aminas aromaticas, que por sua vez sao
prejudiciais a saude por possuirem alto potencial carcinogénico, fazendo-se necessario o
controle dessas espécies nos alimentos. A quantificagdo dessas aminas nos alimentos nesse
estudo se deu inicialmente em uma extragdo em fase solida automatizada e posteriormente
analisadas por HPLC com deteccdo UV e os resultados obtidos na determinagdo de aminas em
produtos alimenticios a base de carne animal foram satisfatorios (FAY; ALI; GROSS, 1997).

Utilizando-se outras técnicas para a determinagdo de anilinas aromaticas, alguns
trabalhos utilizam-se de GC com detecc¢do utilizando-se espectrometria de massa (GC-MS) e

microextragdo em fase solida para determinar quantitativamente derivados da anilina
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( 0- toluidina, p- cloroanilina, 2,4-di-cloroanilina, 2,5-dicloroanilina, 3,4-dicloroanilina e 3,5-
dicloroanilina) em amostras de agua de rios e lagos. O método utilizado se mostrou eficiente
para a determinacdo de anilinas aromaticas, com linearidade no intervalo de 0,05a Smg L' e
reprodutibilidade com coeficiente de variagao de 5% para as amostras de 4gua analisadas, sendo
aplicdvel em amostras reais sem necessidade de etapa de pré-tratamento adicional. (MULLER;
FATTORE; BENFENATI, 1997).

Ainda utilizando GC-MS, outro estudo permitiu a analise de amostras reais para a
determinagdo de aminas aromaticas (WEISS; ANGERER, 2002). Em amostras de urina
humana, foi realizada determinag¢do simultanea qualitativa e quantitativa de varias aminas
aromaticas e compostos nitro com o auxilio deste método, como toluidinas, 4-
isopropilanilina, o-anisidina, 3- e 4-cloroanilina, 4-bromoanilina, amino-nitrotoluenos,
aminodinitrotoluenos, 3,5- e 3,4-dicloroanilina, a- e b-naftilamina e 4-aminodifenilo. A
separagdo da matriz urinaria foi realizada por extragao liquido-liquido e com a analise por GC-
MS, com limites de detec¢do dentro da faixa de 0,05 a 2 mg L' para as aminas aromaticas e
compostos nitro e reprodutibilidade de 13,6%, comprovando assim a eficiéncia do método para
se determinar aminas aromaticas € compostos nitro em urina humana.

Outro trabalho realizou a determinacdo simultanea de diaminas (1,3-diaminopropano,
putrescina e cadaverina), poliaminas (espermidina e espermina) e das aminas aromaticas (b-
feniletilamina e tiramina) encontradas em vinhos do Porto e sucos de uva. A preparagdo das
amostras foi feita com a extrag@o por par idnico das aminas presentes na amostra por meio do
reagente de pareamento de ions bis-2-etilhexilfosfato e 4cido cloridrico diluido. O extrato
cloridrico obtido foi evaporado e as aminas foram isoladas com anidrido heptafluorobutirico e
analisado por GC-MS. Os dados obtidos pelo método apresentaram boa linearidade,
repetibilidade e recuperacgdo para as aminas analisadas nas amostras. (RIBEIRO et al., 2016).

Um procedimento utilizando GC combinada com captura de elétrons de ions negativos
foi empregado na identificagdo de 63 aminas aromaticas, como anilinas substituidas com cloro
e nitro, benzidinas, aminonaftalenos e aminobifenilos, no qual as aminas foram derivatizadas
pela reacdo com anidrido heptafluorobutirico. A linearidade da técnica aplicada em amostras
de dgua subterranea foi satisfatdria para todos os compostos analisados e os limites de detec¢ao
foram compreendidos ente 0,3 a 66,4 mg L' (LONGO; CAVALLARO, 1996).

Para facilitar o processo de determinagdo de aminas aromaticas em amostras de dgua de
rio que recebem efluentes de fabricas de tintas e corantes de alimentos, (JAIN et al., 2013),
introduziu em suas estruturas iodo e outros substituintes que promovem a remocao de elétrons

para proporcionar uma melhor extragao em fase liquida, afim de melhorar a separagao por GC.
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Tal procedimento forneceu bons resultados para a identificacdo de aminas aromaticas, com
coeficiente de correlacio linear de 0,9939 e limite de detecgdo médio de 25 pug L.

Embora apresentem varias vantagens, tais técnicas possuem algumas desvantagens
relacionadas principalmente ao elevado tempo para a geragao de resultados satisfatdrios e alto
custo para seu funcionamento. Uma alternativa para minimizar estes problemas e realizar
determinagdo de aminas aromaticas, como a 4-cloroanilina, de maneira eficiente € com menor
custo, consiste na utilizacao de técnicas eletroanaliticas, na qual suas caracteristicas permitem
estabelecer uma relacao direta entre a concentragao do analito de interesse e a corrente gerada
no processo de eletrélise em célula eletroquimica. As medidas dessas propriedades sdo obtidas
de forma simples, sem a necessidade de utilizagdo de equipamentos com alto valor e de dificil

manuseio.

1.4 Técnicas eletroanaliticas

Para se obter analises com um menor custo e que proporcionem de maneira efetiva bons
resultados, as técnicas eletroanaliticas ganham bastante destaque, sendo cada vez mais
utilizadas e em algumas vezes, consideradas superiores a técnicas bastante conhecidas, como
ensaios espectrofotométricos, por possuirem maior sensibilidade, se tratarem de equipamentos
portateis e de facil manuseio (BURATTI et al., 2008). Tais técnicas fornecem limites de
deteccdo baixos e uma grande quantidade de informacdes que ajudam a entender
eletroquimicamente os sistemas analisados. Os resultados obtidos pelas técnicas eletroanaliticas
dependem da superficie eletrddica, que devem apresentar boa reprodutibilidade e razao entre
sinal/ruido elevada. (SKOOG, D. A; HOLLER, F. J.; NIEMAN, T. A., 5% edicao, 2006).

Ainda, as medidas eletroquimicas também permitem a obten¢ao de parametros fisico-
quimicos bastante relevantes para as andlises, como descrever o potencial, a taxa de
transferéncia de elétrons, a quantidade de elétrons envolvidos nas reacgdes, entre outras. Para
analisar tais parametros, o eletrodo de trabalho (que faz contato com o analito, através de um
potencial desejado e facilita a transferéncia de elétrons) necessita de dois fatores: do
comportamento redox do analito e das correntes residuais obtidas no intervalo de potencial
avaliado. Outros parametros a serem avaliados para se utilizar de técnicas eletroanaliticas sdo a
janela de potencial de trabalho, condutividade elétrica, reprodutibilidade da superficie, as
propriedades mecanicas, o custo de fabricacdo, a disponibilidade e toxicidade. (WANG, J et al

3% edigao 1985).
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A escolha do material presente no eletrodo de trabalho ¢ de grande importancia devido
ao fato de que as respostas esperadas para as analises sdo obtidas por meio das reagdes redox
que ocorrem na superficie ou na interface da solugao/eletrodo, de tal forma que o analito
estudado pode interagir com superficie do eletrodo ocasionando assim a transferéncia de
elétrons. Contudo a velocidade dessa transferéncia pode interferir na resposta obtida, pois, se a
transferéncia ocorrer de maneira lenta ou em um valor de potencial que ndo esteja dentro da
janela de potencial do eletrodo utilizado, pode-se ser necessario a modificacao da superficie do
eletrodo com o objetivo de se melhorar a resposta final, devido as alteragdes das interagdes do

analito de interesse com a superficie modificada.

1.4.1 Voltametria de Onda Quadrada.

Uma das técnicas utilizadas nesse trabalho ¢ a voltametria de onda quadrada (SWV),
uma das técnicas voltamétricas baseadas nos fendmenos que ocorrem na interface entre a
superficie do eletrodo de trabalho e a camada fina de soluc¢ao adjacente a essa superficie. Para
cada técnica voltamétrica utilizada, a forma como o potencial varia com o tempo sera diferente,
e essa diferenga possibilita as caracteristicas de cada técnica voltamétrica. A Figura 3 mostra
essas fungdes de potencial em funcdo do tempo, chamados de sinais de excitagdo e suas
diferentes formas de onda que podem ser aplicadas no eletrodo. Uma delas ¢ a voltametria de
onda quadrada, que ¢ uma das técnicas que se utiliza do principio de voltametria de pulso, que,
apods a aplicacdo dos pulsos de potencial a corrente capacitiva se extingue mais rapidamente
que a componente faradaica, sendo o sinal analitico mensurado ao final da aplicagdo. (SKOOG,

D. A; HOLLER, F. J.; NIEMAN, T. A., 6* edigdo, 2006).
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Figura 4: Os sinais de excitagdo mais utilizados em técnicas voltamétricas (potencial vs
tempo).

Tipo de Tipo de
Nome Forma de Onda voltameiria Nome Forma de Onda voltametiria
. (ag Polarografia ®) Polamgrafia
arredura
E Y . Pulso E de pulso
line oltametria . . . .
ar hidrodinimica diferencial diferencial
Tempo —» Tempo —#
O(r?la Voltameiria (d) 3 ,A\ Voltametria
E de onda Triangular E \ rooN ciclica
quadrada quadrada / \\
Tempo —#»

Tempo —»

Fonte: Skoog et al (2006, p.518).

Para aumentar a velocidade e a sensibilidade, muitas formas de modulagao em potencial
sao utilizadas, no qual o pico formado ¢ resultado de uma sobreposi¢ao do pulso direto da onda
quadrada com o inicio do degrau da rampa e o pulso reverso da onda quadrada se sobrepdes
com a metade da etapa da rampa em degraus, formando assim uma rampa de potencial na forma
de degraus de uma escada em que cada degrau ¢ caracterizado pela amplitude AEs, largura a e
periodo 1 ¢ aplicada ao eletrodo de trabalho. (DE SOUZA et al., 2004).

A producido de picos em voltametria de onda quadrada ¢ dada por processos faradaicos
e a altura desses picos ¢ equivalente a concentragdo das espécies eletroativas em questdo. Para
se obter os sinais eletroanaliticos, as correntes sao medidas através dos pulsos diretos e reversos
e o sinal final € obtido através da intensidade da corrente resultante, o que proporciona uma boa
sensibilidade na medida através da minimizagao de correntes capacitivas. O sinal obtido € tido
como um pico decorrente da sobreposi¢ao e possui caracteristicas especificas como largura,
altura e posicao das reagdes redox do sistema analisado (CISZKOWSKA; STOJEK;
OSTERYOUNG, 1990). A Figura 5 esboga o emprego do potencial da voltametria de onda

quadrada versus o tempo.
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Figura 5: Potencial vs Tempo em voltametria de onda quadrada.

Fonte: Luiz Manoel Aleixo 2004.

Em (b), é mostrada a onda quadrada simétrica formada que coincide sobre a rampa e da
origem aos degraus mostrados em (a), no qual o pulso direto da onda quadrada se inicia
juntamente com o inicio do degrau da rampa, destacado em (c). Tal procedimento distingue a
corrente capacitiva por sua diminui¢ao ser mais rapida do que a diminuicdo da corrente
faradaica, utilizando como ponto de referéncia a corrente obtida perto do final da duracdo do
pulso. (ALEIXO, 2003). A Figura 6 mostra a forma de aplicacdo do potencial e sua respectiva

corrente resultante.

Figura 6: A forma do potencial aplicado e a corrente resultante em voltametria de onda
quadrada (corrente vs tempo).

Tipo de voltametria Sinal de exatagiio Cormente resultanie

onda quadrada

Fonte: Adaptada de PUC-Rio 2014
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A técnica de SWV permite a obtencao de resultados analiticos de modo bem mais rapido
do que outras técnicas de voltametria e os limites de deteccdo podem ser comparados aos
obtidos em técnicas como cromatograficas e espectroscopicas.

Trabalhos publicados utilizam-se da técnica como método alternativo, porém, bastante
eficaz para a métodos cromatograficos. (PARHAM; AIBAGHI; GHASEMI, 2008) , utilizou-
se de voltametria de onda quadrada para determinar de maneira simultanea as substancias 2-
mercaptobenzotiazol (MBT) e 2-mercaptobezoxazole (MBO), uma classe de compostos
utilizados como inibidores de corrosao em amostras de dgua residual do processo. Tal método
obteve excelentes resultados, com limite de detecgdio na faixa de 7a 40 pg L™!, sendo um método
simples, de baixo custo ¢ no qual a amostra ndo precisou passar por nenhum tipo de pré-
tratamento, tornando-a uma boa alternativa para a determinacao confiavel desses compostos.

Outros trabalhos compararam a eficiéncia da técnica de Voltametria de Onda Quadrada
com técnicas ja consagradas, como HPLC. (DOS SANTOS; ABATE; MASINI, 2004) utiliza
da técnica eletroanalitica para determinar a concentragdo de atrazina em aguas fluviais
utilizando-se de eletrodo de gota pendente de mercurio. A sensibilidade obtida pela técnica foi

! com faixa linear de 10 a 250

de 35,2 + 0,4 uA mL pg e o limite de detecgio foi de 2 g -
ug ~!. Tais resultados foram similares aos obtidos com HPLC, validando assim a técnica
eletroanalitica utilizada.

Por, na maioria das vezes, ndo ser necessario um pré-tratamento na amostra para a
realizagdo das analises em SWV, alguns trabalhos utilizam da técnica em amostras de dgua de
rios poluidos para a determinacdo de picloram, composto quimico bastante utilizado em
herbicidas. Os limites de detec¢dao obtidos variaram entre 11 (para a dgua pura) e 39 ppb para
uma amostra mais contaminada. Estes valores sdo suficientemente altos para indicar que a
metodologia utilizada ¢ bastante eficaz em analises de tracos.

Ainda outros trabalhos utilizaram de SWV para determinar aminas como heptilamina,
octilamina, decilamina e aminas aromdticas como a procaina e procainamida, a fim de se
estudar transferéncia i06nica facilitada das formas protonadas de trés cadeias longas e os
resultados obtidos foram comparados com os fornecidos pela técnica de voltametria de
varredura linear. (TORRALBA et al., 2014).

Por isso, a técnica de SWV foi utilizada nesse trabalho para a determinacdo da
concentracdo 4-cloroanilina em amostras de sabdo e enxaguante bucal a base de clorexidina.

Para a realizacdo das anélises, utilizou-se como eletrodo de trabalho o eletrodo de diamante

dopado com boro (BDD).
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1.4.2 Eletrodo de Diamante Dopado com Boro (BDD)

Ultimamente, eletrodos de diamantes tem ganhado notoriedade no cenario de pesquisas
voltadas para aplicacdes eletroquimicas devido as propriedades exclusivas que o diamante
possui, como hibridiza¢io sp® do carbono, ligagdes tetraédricas que resultam em alta dureza e
resistividade elétrica, resisténcia a corrosdo, boa condutividade térmica e mobilidade de cargas
(LUONG; MALE; GLENNON, 2009) .

Por outro lado, o mesmo apresenta baixa condutividade, propriedade esta que pode ser
modificada por meio do processo de sintese artificial do diamante, como por exemplo por deposicao
quimica em fase de vapor (CVD). Nestes casos, faz-se necessario a deposicao de determinados
compostos na superficie do eletrodo, como o boro, no qual a dopagem ¢ geralmente obtida pela
adi¢dao de B2O3 , ou B(OCH 3)3 no fluxo de gds em uma concentragdo de 10 a 20000 ppm, o que
possibilita a0 material possuir caracteristicas de um semicondutor ou semimetal.

O uso de diamante dopado com boro ganha destaque devido as propriedades que tal eletrodo
possui como a ampla janela de potencial em solu¢des aquosas, a baixa corrente residual, a
estabilidade a longo prazo e a baixa sensibilidade ao oxigénio dissolvido em solugdo. (STROJEK,
JW. et al 1996). Tais propriedades conferem ao BDD excelentes condigoes em analises
eletroquimicas de analitos com altos potenciais de oxidagdo, sendo utilizado com sucesso em
espécies como aminas, cisteinas e espécies contendo enxofre (COMPTON, R.G. et al 2003). Essas
propriedades geralmente sdo afetadas por fatores morfologicos, defeitos nos filmes, a quantidade do
dopante utilizado, presenca de impurezas, como carbono sp® e terminacdo da superficie. Tal
terminagdo € gerada com a utilizagdo de tratamentos eletroquimicos que propiciam como resultado
a reducdo da agua que produz terminagdes de hidrogénio, gerando assim a ativacdo catodica e
oxidacdo da dgua que produz terminagdes em oxigénio, levando assim a ativacdo anddica.
(KASAHARA, et al.,, 2017; KRAFT, 2007). Tais tratamentos ocasionam diferencas na
superficie do eletrodo, apresentando caracteristicas hidrofobicas pela presenca do hidrogénio
em suas terminagdes e hidrofilicas quando em suas terminagdes possuem a presenca de
oxigénio (SUN et al., 2012), modificando assim as respostas eletroquimicas dos analitos
estudados e influenciando diretamente nos sinais obtidos, podendo assim melhorar as respostas

eletroquimicas dos analitos de interesse.
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1.4.3 Eletrodos auxiliar e referéncia.

Para a realizagdo das analises experimentais, além da utilizacao do eletrodo de trabalho
de BDD, utilizam-se também eletrodos auxiliares e de referéncia. O eletrodo auxiliar serve para
equilibrar a corrente utilizada no eletrodo de trabalho e seu material deve ser inerte, de tal modo
que este nao reaja com a solucdo suporte e o analito de interesse e em muitos casos, utiliza-se
a platina, por ser um material condutor e quimicamente inerte. Ja o eletrodo de referéncia ¢
responsavel por fornecer um potencial estavel, com o qual o potencial aplicado no eletrodo de
trabalho ¢ comparado. Os eletrodos de referéncias mais comumente utilizados sdo
Ag/AgCl/KClga) (SKOOG, D. A; HOLLER, F. J.; NIEMAN, T. A., 6* edi¢do, 2006). O
esquema contido na Figura 7 esboca como ¢ realizado a montagem dos eletrodos de tabalho,
referéncia e auxiliar, no qual (1) € o eletrodo de trabalho, (2) € o eletrodo de referéncia e (3) ¢

o eletrodo auxiliar.

Figura 7: Esquema de montagem dos eletrodos referéncia, auxiliar e trabalho.

RORNE

Fonte: A autora.

Alguns trabalhos mostram como se confeccionar eletrodos e (CARVALHO

REINALDO 1997) descreve a constru¢ao e mostra o desempenho de eletrodos confeccionados
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em laboratério para serem utilizados em técnicas de voltametria, nos quais utiliza-se de
materiais baratos, como ponteiras de pipeta e fios de platina, comprovando no estudo o bom

funcionamento dos mesmos em analises de técnicas voltaméticas.

1.5 Técnicas voltamétricas aplicadas na Industria.

Por apresentarem bons resultados, uma variedade de técnicas eletroanaliticas vem
sendo utilizadas no ambito industrial como no controle de qualidade de produtos, processos
industrias ¢ em analises biomédicas. Tais técnicas, principalmente a voltametria, t€ém sido
utilizadas para andlises de varios tipos de compostos farmacéuticos como farmacos

gastrointestinais, antibioticos, cardiovasculares, entre outros.
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2  OBIJETIVO:

O presente trabalho tem por objetivo determinar as concentragdes de 4-cloroanilina (4-
CA) em amostras de sabao e enxaguante bucal a base de clorexidina por meio de um método
eletroanalitico simples, portatil e de baixo custo, usando a técnica de voltametria de onda

quadrada e utilizando-se como eletrodo de trabalho o eletrodo diamante dopado com boro.
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3  PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e solucoes

Todas as solugdes foram preparadas com agua ultrapura (resistividade superior a
18 MQ cm) obtida de um purificador de agua Milli-Q (Millipore, EUA). As solucdes aquosas
estoque de 4-cloroanilina e clorexidina foram preparadas a partir da utilizagdo de cristais em po
das mesmas e 4gua deionizada em concentracdes de 10 mmol L' (Aldrich).

Os eletrolitos utilizados foram preparados utilizando-se: Acido sulfirico — Vetec -
(98,0%, m/v), hidroxido de s6dio — Synth - (98,0%, m/m), 4cido cloridrico - Synth -(37,0%,
m/v), acido acético —Vetec- (99,7%, m/v), acetato de sddio — Vetec- (99,0%, m/m), acido
borico - Sigma — Aldrich- (99,5% m/m) e acido fosférico — Synth- (85,0%, m/v), acido
perclérico —Vetec- (70,0 % m/v) .

Os eletrolitos foram preparados a partir de seus estoques concentrados em concentragdes
de 0,1 mol L' de 4cido cloridrico, 4cido sulfurico, 4cido perclorico e solugdo de tampao Britton-
Robinson (BR) 0,1 mol L' em pH 2 a 6. A amostra utilizada foi sabdo hospitalar RIOHEX 2%
de diglicona de clorexidina fora do prazo de validade a aproximadamente dois anos e amostra

de enxaguante bucal riohex 0,12% dentro do prazo de validade.

3.2 Instrumentaciao

O estudo foi desenvolvido utilizando-se um potenciostato/galvanostato Ivium
(VERTEX, Ivium, Eindhoven, Netherlands), interligado a um computador e operando no modo
de analise por voltametria de onda quadrada. O eletrodo de trabalho foi o BDD (diamante
dopado com boro) policristalino adquirido na forma de placas (1,0 por 1,0 cm e 1,0 mm de
espessura) e 8000 mg L' de dopagem com boro. O eletrodo auxiliar foi o fio de platina e como
referéncia um eletrodo miniaturizado de Ag/AgCl/KCl(sat.) (PEDROTTI; ANGNES; GUTZ,
1996) construido no proprio laboratorio.

Este procedimento para constru¢do do eletrodo de referéncia foi realizado através da
imersdo de um fio de prata em solugiio de HCI 0,1 mol L *! e eletrodeposi¢do AgCl através da
aplicagcdo de um potencial de +0,3 V por 2 h. (PEDROTTI;, ANGNES; GUTZ, 1996). As
solugdes foram colocadas em uma célula cilindrica feita no proprio laboratério em ABS
(acrilonitrilo butadieno estireno) a partir de uma impressora 3D (GTMax 3D® Core Al

Campinas, Brasil) exposta na Figura 8, com capacidade de 10 mL de volume.
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Figura 8: Célula utilizada para a realizagdo das andlises constituida de ABS (acrilonitrilo

butadieno estireno) com capacidade de 10 mL.

Fonte: A autora.

Os eletrodos auxiliar e de referéncia sdo imersos na solugao a partir da parte superior da
célula, enquanto o eletrodo de BDD e colocado na parte inferior da célula, sob uma placa
metalica, ambos os eletrodos sdo conectados por cabos ao potenciostato conforme ilustrado na

Figura 9.

Figura 9: Esbo¢o da montagem dos eletrodos na célula, em que (c) € a célula eletroquimica,

(d) € o eletrodo de trabalho, (e) eletrodo auxiliar e (f) eletrodo de referéncia

Potenciostato @
() () (0]

Fonte: Wellington Silva 2014.
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Na realizagdo do teste de eletrolitos, foram preparadas solucdes aquosas de tampao
Britton-Robinson (BR) 0,1 mol L*! na faixa de pH de 2 a 6, e o ajuste de pH foi feito com
adicoes de solucao diluida de hidroxido de s6dio. Como todos os reagentes apresentam grau

analitico, nenhuma etapa de purificagdo se mostrou necessaria.

3.2.1 Analises eletroquimicas

Todas as medidas eletroquimicas  foram  realizadas  utilizando  um
potenciostato/galvanostato Ivium (VERTEX, Ivium, Eindhoven, Netherlands) interfaceado a
um computador pessoal, com software apropriado para a aquisi¢ao e tratamento de dados
(IviumSoft 2.5). A técnica de voltametria ciclica (CV) a estabilizacdo do eletrodo e a
voltametria de onda quadrada (SWV) foi utilizada para as determinac¢des quantitativas de 4-
cloroanilina em amostras de sabdo e enxaguante bucal a base de clorexidina e também em
solucdes padrao preparadas. Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em temperatura

ambiente, na presenga de oxigénio atmosférico dissolvido.

3.2.2 Procedimento para ativacao do eletrodo

Para avaliar o melhor desempenho do eletrodo de BDD, além de garantir renovagao da
superficie, dois pré-tratamentos foram realizados e avaliados: catddico e anodico. O tratamento
catodico foi realizado em H2SO4 0,1 mol L! na faixa catddica de potencial através da aplicagio
de uma corrente de -0,01 A por 1000 s.

Posteriormente, o eletrodo foi submetido a varreduras de voltametria ciclica (15 ciclos),
no intervalo de potencial 0 a 1,5 V e velocidade de varredura de 50 mVs™!, até estabilizagio da
corrente medida. O tratamento anddico foi realizado de maneira analoga, sendo o unico
diferencial a aplicagdo de uma corrente de 0,01 A. Apds a realizagdo de ambos tratamentos,
foram realizados varios ciclos em voltametria ciclica na janela de potencial de 0 a 1,5 V e

velocidade de varredura de 50 mV s ! até a estabiliza¢io do mesmo.
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4 RESULTADO E DISCUSSOES

Para se determinar as concentragdes de 4-cloroanilina na presenga de clorexidina em
amostras de sabao e enxaguante bucal, realizou-se a escolha do eletrolito no qual os sinais
eletroanaliticos da 4-cloroanilina fossem favorecidos. As observagdes realizadas inicialmente
indicaram a influéncia do pré-tratamento catodico e anddico em eletrodo de BDD e o efeito do

pH para a oxidagao de 4-cloroanilina, sendo demonstradas na Figura 10.

Figura 10: Voltamogramas ciclicos obtidos para 1 mmol L 4-cloroanilina em BDD sem
tratamento (linha preta) e com tratamento catddico (linha vermelha) e anodico (linha azul) em

solugdo tampdo BR 0,04 mol L}, com pH (A) 2, (B) 4 ¢ (C) 6.
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A Figura 10 indica a influéncia do pré-tratamento catédico e anddico em eletrodo de

BDD e o efeito do pH para a oxidagdo de 4-cloroanilina. Os tratamentos realizados na superficie
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do eletrodo permitem a sua renovacao para a obtencao de melhores resultados nas medidas que
serdo realizadas posteriormente, fornecendo respostas mais reprodutivas para o eletrodo e
minimizando problemas de passiva¢ao do analito em sua superficie.

Analisando-se os resultados obtidos para as ativagdes catodicas e anddicas foi possivel
observar que os picos de oxidagdo da 4-cloroanilina se deslocam com a variagdo de pH do meio
tanto para o tratamento anddico como para o tratamento catodico. Além disso, ¢ possivel
observar um aumento no sinal de oxidacao de 4-cloroanilina, principalmente em BDD com
tratamento anodico.

Uma possivel explicagdo para este aumento esta relacionada com as caracteristicas da
superficie do eletrodo de BDD apds cada um dos pré-tratamentos. O tratamento catodico resulta
na hidrogena¢do da superficie do BDD ocasionada pela evolu¢do de hidrogénio resultante da
aplicagdo de potenciais de descarga catodica, fornecendo um cardter hidrofébico para a
superficie. Por outro lado, quando sdo aplicados potenciais de descarga anodica, a evolucao de
oxigénio leva a oxigenacdo da superficie do eletrodo de BDD, o que confere a ela um carater
hidrofilico.

Como pode ser observado na literatura ( HUANG et al 2014), descreve-se que ao se
aumentar a acidez do meio pela presenca de ions H', favorece-se a protonagido de grupos que
possuem oxigénio na superficie do BDD. Ao ser tratado anodicamente, a superficie do eletrodo
se enriquece de grupos oxigenados, possuindo assim carater hidrofilico, favorecendo a
protonagdo e dificultando a interacdo do analito com a superficie. J4 a superficie tratada
catodicamente apresenta apenas grupos hidrogenados e, dessa forma, a presenga de ions H" no
meio ndo afeta a interagdo do analito com a superficie, ndo sendo observadas grandes variagdes
para os diferentes valores de pH estudados.

Desta forma, optou-se pela solucdo eletrolitica com pH 6 e tratamento catddico para o
eletrodo de BDD e, na sequéncia, partiu-se para a otimizagdo dos pardmetros de SWV
(amplitude, frequéncia e incremento de potencial) a serem utilizados para a analise utilizando-
se 10 umol L™! de 4-cloroanilina na célula eletroquimica contendo o eletrélito suporte. Fixando-

1

se inicialmente um incremento de potencial de 5 mV e frequénciade 20 s, o estudo da variagao

da amplitude foi realizado.
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Figura 11: Estudo de otimizagdo da amplitude (10 a 100 mV) e condigdes experimentais: 10

umol L 4-cloroanilina ; Eletrélito suporte Britton-Robinson (pH 6) 0,1 mol L™ ; incremento

de potencial 5 mV; Frequéncia: 20 s 1

1.2 1

0 l 20 40 60 80 l 160
Amplitude / mV

A Figura 11 demonstra os resultados obtidos para a otimizacao da amplitude. A amplitude
dos pulsos de onda quadrada foi avaliada no intervalo de 10 a 100 mV, nao sendo possivel
observar um comportamento linear com relagdo a altura de pico. A escolha dos pardmetros da
técnica foi realizada baseando-se na relacdo entre maior sinal analitico e menores valores de
desvio padrao, uma vez que os experimentos foram realizados em triplicata. Portanto, o valor
de 60 mV foi escolhido para a realizagdo dos experimentos posteriores por possuir bom sinal
eletroquimico e menor desvio padrao. Na sequéncia, otimizou-se o incremento de potencial. Os

resultados sao mostrados na Figura 12.
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Figura 12: Estudo de otimizacdo do incremento de potencial (2 a 10 mV) e condigdes
experimentais: 10 pmol L™! 4-cloroanilina ; Eletrolito suporte: Britton-Robinson (pH 6) 0,1 mol

L' ; Amplitude: 60 mV ; Frequéncia: 20 s .
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Apesar de o sinal eletroquimico na variagdo do incremento de potencial de 6 mV
possuir um bom sinal eletroquimico e um baixo desvio, o valor de 3 mV foi escolhido em fungado
dos voltamogramas obtidos. Em incrementos de potencial acima de 3 mV, observou-se uma
flutuagdo da linha base no eletrodo de BDD, sob as condi¢des utilizadas, que comeca a se
sobrepor na regido de oxidacdo de 4-cloroanilina, inviabilizando a utilizagdo de incrementos
maiores. Apods estas otimizagdes, realizou-se a otimizagao do pardmetro frequéncia ja com os
valores de amplitude e incremento de potencial fixados em 60 mV e 3 mV, respectivamente.

Os resultados foram expostos na Figura 13.



37

Figura 13: Estudo de otimizagdo da frequéncia (8 a 100 s™') e condi¢des experimentais: 10
umol L 4-cloroanilina ; Eletrélito suporte: Britton-Robinson (pH 6) 0,1 mol L' ; Amplitude:

60 mV ; incremento de potencial: 3 mV .
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Como pode ser observado, o melhor sinal obtido para a frequéncia foi 60 s™!, por possuir
bom sinal eletroquimico, separacao dos picos e um pequeno desvio padrdo. A Tabela 1
apresenta o intervalo estudado para cada parametro e o valor escolhido considerando-se o

melhor sinal e o menor desvio entre as varreduras (n=3).
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Tabela 1: Dados obtidos para as otimizag¢des dos parametros de SWV a serem utilizados para

a andlise utilizando-se de solucio de Britton-Robinson (BR) 0,1 mol L.

Intervalo Valor otimizado
Estudado
Amplitude 10— 100 mV 60 mV
Incremento de potencial 2-10mV 3mV
Frequéncia 8-100s" 20 57!

ApoOs as otimizagdes serem realizadas, colocou-se em uma célula de ABS 10 mL de
solugdo de Britton-Robinson (BR) em pH 6 na concentragio de 0,1 mol L e adi¢des crescentes
de 4- cloroanilina (1 — 100 pmol L) na presenca de 50 pmol L! de clorexidina. As respostas

voltamétricas foram expostas na Figura 14.
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Figura 14: Respostas de SWV para concentragdes crescentes (1 — 100 pmol L) de 4-

cloroanilina na presenca 50 pmol L de clorexidina (CRX).
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Também se realizou a constru¢do da curva de calibragdo a partir dos dados das respostas
voltamétricas expostas na Figura 14, a curva de calibragdo exposta na Figura 15 possui
correlacdo linear de 0,996 e inclinagdo de 0,059 (nA / pmol L1). O limite de detecgdo foi
calculado, obtendo-se um valor de 0,026 umol L! e limite de quantificagio 0,086 pmol L,

além de faixa linear de 1 a 100 pmol L.
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Figura 15: Curva de calibragio para concentra¢des crescentes (I — 100 umol L) de 4-

cloroanilina na presenca 50 pmol L™! de CRX.
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A precisdo do método também foi avaliada através de varreduras sucessivas (n=10) em
voltamogramas de onda quadrada com o eletrodo de BDD, utilizando-se uma solugdo de 4-
cloroanilina na concentragdo de 10 pmol L™, obtendo-se um desvio padrio relativo (DPR) de
5%, considerado aceitavel (A. SKOOG, et al p. 121, 2006) conforme demonstrado pelo grafico
da Figura 16.
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Figura 16: Estudos de repetitividade para a analise de 4-cloroanilina (10 pmol L!) em BDD

tratado catodicamente utilizando SWV.
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4.1 Aplicacdo em amostras

Ap6s os estudos iniciais, determinagdo dos parametros da técnica de SWV, construcao
do voltamograma e curva de calibragdo, realizou-se a determinagdo da concentracdo de 4-
cloroanilina nas amostras escolhidas a base de clorexidina. Para isto, nenhuma etapa de pré-
tratamento nas amostras foi realizada, uma das vantagens de se utilizar técnicas de voltametria
(SOUZA, DJENAINE; MACHADO, SERGIO,2003), sendo necessario apenas uma simples

diluicao das amostras na célula eletroquimica.
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A primeira amostra analisada foi a de sabao hospitalar que continha 2% de clorexidina
em sua composicao, analisado por meio de adigdo de padrdao. Utilizando-se de uma célula
eletroquimica, adicionou-se 9,5 mL de soluc¢do tampdo Britton-Robinson (BR) 0,1 mol L! (pH
6) e 500 pL da amostra (linha preta) e realizou-se a adigdo de 3 injecdes 15 pmol L' de um
estoque de 4-cloroanilina diretamente na célula (linhas vermelha, azul e verde). O procedimento
foi realizado em triplicata e os voltamogramas referente a uma das andlises foi exposto na

Figura 17.

Figura 17: Voltamograma obtido para determinacdo de concentragdo de 4-cloroanilina em
amostra de sabao hospitalar pelo método de adi¢ao de padrdo, amostra (linha preta) e 3 injegdes
15 umol L' de um estoque de 4-cloroanilina diretamente na célula (linhas vermelha, azul e

verde)
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A curva de calibragdo foi construida para a adi¢ao de padrao, apresentando correlagao
linear de 0,993 e, a partir da regressao linear, determinou-se a concentragao de 4-cloroanilina

equivalente a 13,1 umol L', A curva foi exposta na Figura 18
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Figura 18: Curva de calibracdo obtida pela altura dos picos dos sinais eletroquimicos do

voltamograma para o método adi¢ao de padrao.
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O estudo de recuperagdo também foi realizado adicionando-se na célula eletroquimica
(volume de 10 mL), 500 pL de amostra dopada com 10 pmol L™! (linha preta) e foram realizadas
trés adi¢des de 20 pmol L' de solugdo padrio de 4-cloroanilina. O voltamograma obtido foi

exposto na Figura 19.
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Figura 19: Voltamograma obtido para determinacdo de concentragdo de 4-cloroanilina em
amostra de sabao hospitalar pelo método de adi¢ao e recuperacao, amostra dopada com 10 pmol

L! (linha preta) e trés adi¢des de 20 pmol L'! de solugdo padrio de 4-cloroanilina.
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Para se determinar a concentra¢ao de 4-cloroanilina na amostra de sabao, realizou-se a
construgdo da curva de calibragdo a partir da altura dos picos dos sinais eletroquimicos obtidos
no voltamograma e a curva possuiu correlacdo linear de 0,995. As medidas foram realizadas

em triplicata e os desvios devidamente calculados, a Figura 20 expressa esse resultado.
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Figura 20: Curva de calibracdo obtida pela altura dos picos dos sinais eletroquimicos do

voltamograma para o método adi¢ao e recuperagao.
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A concentragdo encontrada para este procedimento foi de 23,2 pmol L!, que representa
uma recuperagdo de 100%, evidenciando que o método apresenta resultados satisfatdrios para
a determinacao da concentracdo de 4-cloroanilina neste tipo de amostra, o que valida o método
de voltametria de onda quadrada utilizando-se do eletrodo de diamante dopado com boro para

a determinacdo da concentragcdo de 4-cloroanilina na presenca de clorexidina.

Tabela 2: Resultados das concentragdes de 4-cloroanilina em amostra contendo
clorexidina pura e apds adi¢do usando método de adi¢do de padrao.

Concentra¢io pmol L'
Amostra pura 13,1 £0,6
Amostra fortificada com 10 pmol L' 23,3+£0,6
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A segunda amostra analisada foi a de enxaguante bucal (RIOHEX 0,12% de diglicona
de clorexidina) por meio de adi¢do de padrdo. Utilizando-se de uma célula eletroquimica,
adicionou-se 9 mL de solucdo de Britton-Robinson (BR) 0,1 mol L' pH 6 ¢ 1 mL da amostra
(linha preta) e realizou-se a 3 adi¢des de 5 pmol L'!. O procedimento foi realizado em triplicata

e o voltamograma obtido foi exposto na Figura 21.

Figura 21: Voltamograma obtido para determinagdo de concentracdo de 4-cloroanilina em
amostra de enxaguante bucal por adi¢cao de padrao com quatro adi¢des de solugdo estoque de
10 mmol L! de 4-cloroanilina, amostra (linha preta) e realizou-se a 3 adi¢des de 5 pmol L,

(linhas vermelha, verde e azul).
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Em seguida, construiu-se também a curva de calibragdo, obtida através da altura dos

picos referentes aos sinais eletroquimicos obtidos no voltamograma para a adi¢ao de padrao e

os resultados estdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22: Curva de calibracdo obtida pela altura dos picos dos sinais eletroquimicos do

voltamograma para o método adi¢ao de padrao.

1.2
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0.3-

5 0 5 10 15

[4-CA] (umol L)

A curva obtida possuiu correlagdo linear de 0,996 e foi possivel observar que nao havia
quantidades de 4-cloroanilina mensuraveis na amostra (abaixo do LD). Em seguida, o estudo
de adicdo e recuperacio foi realizado com adi¢do de 1 mL de amostra dopada com 5 pmol L!
em 9 ml de eletrélito suporte na célula eletroquimica (linha preta). Em seguida, adicionou-se 3
incrementos de concentragio de 5 umol L' na célula e os resultados estio apresentados na

Figura 23.
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Figura 23: Voltamograma obtido para determinacdo de concentragdo de 4-cloroanilina em
amostra de enxaguante bucal por adi¢do e recuperagio, amostra dopada com 5 pmol L™ em 9
ml de eletrélito suporte na célula eletroquimica (linha preta), 3 incrementos de concentragao

de 5 pmol L', (linha verde, vermelha e azul).

il uA

0.0 l 0:3 . 0:6 l 0:9 . 1.2
E |V (vs Ag|AgCl)

A curva de calibracdo construida através da altura dos picos referentes aos sinais

eletroquimicos obtidos no voltamograma para a adi¢ao de padrao estd exposta na Figura 24.
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Figura 24: Curva de calibracdao obtida pela altura dos picos dos sinais eletroquimicos do

voltamograma para o método adi¢do de padrao.

-5 0 5 10 15
[4-CA] (umol L)

Os resultados se mostraram satisfatorios e uma correlagao linear de 0,991 foi obtida. A
quantificagio de 4-cloroanilina foi realizada com um valor estimado em 5,6 umol L', o que
representa uma recuperacao de 112%. Os resultados sao apresentados na Tabela 3, validando o
metodo de voltametria de onda quadrada utilizando-se do eletrodo de diamante dopado com

boro para a determinagdo da concentracao de 4-cloroanilina na presenca de clorexidina.

Tabela 3: Resultados das concentracdes de 4-cloroanilina em amostras contendo

clorexidina pura e apos adi¢dao usando método de adicao de padrao.

Concentra¢io pmol L!

Amostra pura <LD
Amostra fortificada com 5 pmol L! 56+0,8
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5 CONCLUSAO

Conclui-se através desse trabalho que o método eletroquimico SWV proposto para a
determinagdo 4-cloroanilina em amostras de sabdo e enxaguante bucal a base de clorexidina
pode atuar como um substituto aos métodos cromatograficos ja existentes e utilizados como
métodos oficiais, uma vez que o método resultou em um limite de detecgdo de 0,026 pmol L,
limite de quantificagdo 0,86 umol L', faixa linear entre 1 ¢ 100 pmol L™! e DPR 5%.

De acordo com os experimentos realizados e os resultados obtidos para se determinar
a concentragdo de 4-cloroanilina em amostra de sabao hospitalar e enxaguante bucal, pode-se
concluir que a técnica eletroanalitica de SWV utilizando-se de eletrodo de diamante dopado
com boro se mostrou robusta, possuindo resultados reprodutiveis e podendo assim ser
comparados aos resultados obtidos por técnicas de cromatografia ja consolidadas na literatura.

A metodologia se mostrou bastante simples, uma vez que a analise das amostras pela
técnica de SWV com eletrodo de diamante dopado com boro ndo necessitou de nenhum pré-
tratamento, apenas de uma simples dilui¢ao, sendo assim minimizado o uso de possiveis
reagentes para essa etapa, portanto o processo simples e de menor custo quando comparados as
técnicas cromatograficas.

Foi possivel determinar a concentracdo da 4-cloroanilina em duas amostras a base de
clorexidina em diferentes concentragoes, com resultados coerentes e satisfatorios. Observou-se
bons valores de desvio e correlacdo linear entre os pontos da curva, obtendo-se assim valores
precisos de concentragdo de 4-cloroanilina em ambas as amostras testadas pela técnica

voltamétrica.
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