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RESUMO

Este trabalho apresenta o estudo desenvolvido por eletroforese capilar (EC)
para a elaboracdo de uma metodologia analitica empregada na determinacao de p-
hidroxibenzoatos de alquila em produtos cosméticos. Os p-hidroxibenzoatos de
alquila sdo comumente conhecidos como parabenos; sua série homdloga de
metilparabeno (MP), etilparabeno (EP), propilparabeno (PP) e butilparabeno (BP) é
largamente utilizada como conservantes. Sao utilizados individualmente ou de forma
combinada entre si, ha mais de 50 anos, nos alimentos, cosméticos e produtos
farmacéuticos, devido ao seu amplo espectro de atividade antimicrobiana, toxicidade
relativamente baixa, boa estabilidade e nao-volatilidade. Foram avaliadas amostras
de xampu, creme hidratante para o corpo, queratina liquida para cabelo, anti-séptico
bucal, extratos hidroglicélicos de banana e aloe vera. O eletrdlito de corrida
otimizado foi constituido de 4cido 2-hidroxiisobutirico (HIBA) 20 mmol L™, trietilamina
(TEA) 30 mmol L e hexano-1,6-bis(trimetil aménio) (Hexa—Br) 0,2 mmol L. O
método se mostrou eficiente ja4 que as informacdes apresentadas nos roétulos dos
produtos foram comprovadas através da andlise das amostras. Quanto a
quantificacdo, esta foi realizada através de curvas de calibragdo obtidas com
concentracdes variando de 1 a 40 mg L' mantendo-se fixa a concentragdo do
padrdo interno, &cido cinamico, em 10 mg L. Foram obtidos valores para o
coeficiente de determinacdo (R?) maior que 0,99. Os valores de parabenos nas
amostras de cosméticos analisadas apresentaram-se dentro do limite permitido,
0,4% quando aplicados individualmente e 0,8% quando apresentam-se associados
entre si, estabelecido pela ANVISA. Também foram determinados os valores das
constantes de interacdo analito-micela (Kya € Ka-) € do valor do pK, dos analitos,
através de modelos matematicos em diferentes valores de pH’s e concentragdes de
dodecilsulfato de sodio (SDS).

Palavras chaves: celetroforese capilar; SDS; constantes de interacdo; pKa,

cosméticos, p-hidroxibenzoatos de alquila.
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1. INTRODUCAO

1.1 OS p — HIDROXIBENZOATOS DE ALQUILA

Os p-hidroxibenzoatos de alquila (Figura 1), comumente chamados de
parabenos, sdo ésteres derivados do acido p-hidroxibenzdico amplamente utilizados
como conservantes antimicrobianos (por demonstrarem atividade inibitéria frente a
fungos e leveduras), e empregados em produtos cosméticos, farmacéuticos e

alimenticios .

O R = O-CHj (metil)
O-C,Hs (etil)
R O-C;H, (propil)
O-C.Hs (butil)
HO

Figura 1: Estrutura da série homéloga dos p-hidroxibenzoato de alquila

Os parabenos vém sendo utilizados ha mais de 50 anos, atualmente estima-
se que estdo presentes em mais de 13.200 formulagdes; individualmente ou em
combinacoes. Estdo presentes em diversos produtos empregados rotineiramente,

como hidratantes, cremes dentais, sabonetes, desodorantes e xampus 2 3

em
concentracdo de até 0,4% quando aplicados individualmente e 0,8% quando
associados, conforme estabelecido pela Resolucao n® 79, de 28 de agosto de 2000
da ANVISA®,

Utilizados em produtos farmacéuticos a partir de meados dos anos 1920, os
parabenos também estdo presentes em uma ampla variedade de medicamentos,
geralmente em concentracdes nao superiores a 1% °.

A atividade antimicrobiana do parabeno aumenta, mas a sua solubilidade em
agua diminui com o aumento do grupo alquila®. Por esta razdo, metil e propil
parabenos sdo os mais amplamente utilizados®.

A grande aplicacao de parabenos como conservantes em cosméticos deve-se
ao fato destes apresentarem um amplo espectro de atividade antimicrobiana, séo

seguros para uso (ou seja, relativamente nao-irritante, ndo-sensibilizantes, e de
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baixa toxicidade), sdo estaveis durante determinado intervalo de pH, sao
suficientemente solluveis em &agua, apresentam boa estabilidade, nao-volatilidade,
além de apresentarem baixo custo’®. Estudos in vitro sugerem que os parabenos

exibem atividade estrogénica °

, sendo a mesma dependente da estrutura dos
parabenos'®, contribuindo para o desenvolvimento de linhagens celulares de
adenocarcinoma de mama (MCF-7) como também influenciando a expressdo de
genes estrogénio-dependente "', Estudos in vivo sugerem aumento do peso do
utero de roedores fémeas apds exposicdo aos parabenos butilico, isobutilico e
benzilico'> e em roedores masculinos demonstraram diminuicdo do nivel de
excrecao da testosterona e, alguns, reducao do aparelho reprodutor apés exposicao
ao butil e propilparabenos'®, ndo sendo observado quando da exposicdo de metil e
etil parabenos™.

A atividade estrogénica dos parabenos em animais e a presenca destes
compostos no tecido mamario humano tém ressaltado preocupagdes com relagéao a
sua seguranca. Esta preocupacdo aumenta ainda mais quando se considera o
potencial de utilizagdo dos mesmos na vida diaria. A exposicado humana a parabenos
€ estimada em 1,3 mg / kg dia ou 76 mg / dia (relacionada ao uso de: cosméticos, 50
mg / dia; medicamentos, 25 mg / dia; alimentos, 1 mg / dia)'. Diversos estudos
farmacocinéticos tém sido conduzidos, demonstrando que, os parabenos, apds
serem absorvidos, sdo hidrolisados a acido p-hidroxibenzéico, podendo entdo serem
excretados na urina como glicina, conjugados glucuronideo e sulfato®'®.
Considerando a necessidade de estudos para comprovagdo da seguranca dos
parabenos e sua ampla aplicabilidade, € imprescindivel o desenvolvimento de
técnicas analiticas rapidas e robustas visando a quantificacdo dos parabenos em
diferentes produtos.

Na literatura sdo apresentados varios métodos analiticos utilizados para a
quantificacdo de parabenos em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos, os
quais estdo baseados em técnicas como a cromatografia gasosa (CG)'""'8, a anélise

por injecdo em fluxo (FIA)'®, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)*** e a

eletroforese capilar (EC)?*%.
Considerando alguns aspectos da eletroforese capilar, tais como o curto
tempo de analise, a alta eficiéncia, o baixo custo por anélise e 0 consumo minimo de

26,27

amostra, reagentes e solventes™*’, esta se mostra como sendo uma ferramenta

atrativa para o desenvolvimento de métodos de analise de parabenos.
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1.2 DETERMINACAO DA INTERACAO ANALITO-MICELA

Além de analises qualitativas e quantitativas a EC permite também a
determinacao da lipofilicidade, a qual esta relacionada a afinidade que uma molécula
ou um fragmento apresenta por um ambiente lipofilico?®?°. Este é considerado um
parametro muito importante como primeira etapa na avaliacdo da atividade
antimicrobiana, por estar correlacionada com a permeacéo celular®.

O estudo da lipofilicidade em diferentes pHs permite definir qual o pH mais
eficiente para a aplicagdo dos conservantes investigados.

A lipofilicidade pode ser obtida utilizando a EC em meio micelar onde podem
ser medidas as constantes de interagdo analito-micela. Os equilibrios entre um

analito (HA) e a micela (M) podem ser descritos por:

HA < HY+ A Ka (1)
HA + M < Mya K (2)
A +M < Ma- K" (3)

Uma das maneiras de se determinar estas constantes é através do ajuste da

31-33

Equacédo 4 proposta por M. G. KHALEDI e colaboradores” ™. Esta equacgao

relaciona o fator de retencdo (k) com a concentracéo de micelas e o pH do eletrdlito

de corrida.
K [M]+ K7 [M]10"" "
1+10 777"

(4)

k =

Onde: K;;, é a constante de interagédo analito-micela da forma ndo dissociada (HA).
K" € a constante de interagdo analito-micela da forma dissociada (A’).

[M] é a concentracao do surfactante — a concentracao micelar critica (cmc).
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O fator de retencdo®, k, é determinado experimentalmente através da
Equacao 5.
_ Ir — 1,
- 5
ty (=1, /1) ©)

Sendo tg = tempo de migracao do analito;
fo = tempo de migracao do fluxo eletrosmético;
tmc = tempo de migracao analito-micela.
O tuc é determinado utilizando-se pireno como marcador e o t, € determinado
pelo tempo de migragdo da acetona.
Outra maneira de determinacédo destas constantes é utilizando a Equagéo 6°'.

k =K"[M] (6)
Esta equacdo mostra que a reta obtida de k versus [M] tem o valor de K™ como

coeficiente angular, se for utilizado um pH>>pK, obtém-se o valor de K, se for

utilizado um pH<<pK, obtém-se o valor de K, .

1.3 ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese € uma técnica de separacdo que se baseia na migragcao
diferenciada de espécies ibnicas ou ionizaveis, em um meio liquido, quando
submetidas & acdo de um campo elétrico *°.

Historicamente, a eletroforese foi introduzida por Tiselius no inicio da década
de 30 através do elegante método da fronteira mével aplicada a separacdo de
alguns constituintes protéicos em soro humano, por este trabalho pioneiro Tiselius foi
o ganhador do Prémio Nobel de Quimica de 1948 *°.

A EC é uma técnica relativamente nova, primeiramente idealizada por
Hjertén*” em 1967. Os primeiros trabalhos publicados datam da década de 70,
entretanto, a primeira analise desenvolvida com sucesso foi publicada por Everaerts
e seus colaboradores em 1979, seguida de Jorgenson e Lukacs®® em 1981. A
partir de entdo, vem sendo utilizada por um numero cada vez maior de
pesquisadores na area da quimica®, bioquimica®', ciéncia forense*?, laboratérios
clinicos*, industrias farmacéuticas** etc, confirmando a importancia e aceitagdo

desta potente ferramenta analitica.
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A EC mostra-se muito eficiente na separagdo de ions pequenos, tanto
organicos como inorganicos, farmacos, explosivos, corantes, polimeros, proteinas e
peptideos, DNA e RNA, entre outros 2’.

Entre as suas caracteristicas, sdo destacadas a rapidez e a capacidade de
aplicacéo de véarios métodos de andlise a mesma amostra utilizando o mesmo tubo
capilar®”*.

Além da quantidade reduzida de amostra injetadas (da ordem de nanolitros),
outras vantagens inerentes a esta técnica sao o baixo custo por analise, alto poder
de separagao, consumo minimo de amostras, reagentes e solventes e a completa
automagdo da analise, com possibilidade de injecdo e deteccdo em fluxo?’. Qutro
beneficio & o fato de ser compativel com diversos tipos de detectores, entre eles os
de absorgdo no UV-VIS e de espectrometria de massas*.

Entre todos os métodos eletroforéticos, a eletroforese capilar se sobressai
porque consegue dissipar, com maior eficiéncia, o calor gerado pelo efeito Joule,
devido a aplicagdo de campos elétricos altos. Este melhor desempenho esta
relacionado a geometria do capilar, cuja area superficial interna é bem maior em

relacdo ao volume*®.

1.3.1 INSTRUMENTACAO

O instrumento utilizado em eletroforese capilar € composto de uma fonte de
alta tensao, capilares (geralmente de silica fundida com didmetro interno de 15 a
100 ym e comprimento entre 30 e 150 cm), eletrodos (os de platina sdo os mais
usados) e um detector * (Figura 2). As fontes servem para estabelecer um campo
elétrico ao longo do capilar e podem funcionar a voltagem constante (-30 a 30 kV)
e/ou corrente constante (0 - 200 pA) /¢,

Nos instrumentos disponiveis comercialmente, os capilares s&o mantidos
dentro de um dispositivo, denominado cartucho, que facilita a introducdo no
aparelho. O controle de temperatura do capilar € muito importante para assegurar a
reprodutibilidade das separacbes. Este € feito geralmente por ar ou liquido
refrigerante, que passa através do cartucho onde se encontra o capilar 2.

O tubo capilar é, entdo, preenchido com uma solugdo tampao, também
chamada de eletrdlito de corrida, e suas extremidades sdao mergulhadas em
recipientes (contendo a mesma solugado), onde é aplicado um campo elétrico, que

gera uma corrente no interior do capilar. Os eletrodos também s&o mergulhados na
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solucdo para fechar o circuito. O capilar passa através de um detector, usualmente
um detector espectrofotométrico de absorcdo no UV/Vis, j& que este pode ser

utilizado na deteccdo de muitos tipos de substancias #’.

Capilar Deteccdo J
/ Computador

i

Eletrodo Eletrodo

Eletroferograma

Recipiente de eletrélito Recipiente de eletrélito

Figura 2: Esquema de um equipamento de eletroforese capilar

A injecdo da amostra pode ser de forma eletrocinética ou hidrodinamica. Na
injecéo eletrocinética a amostra é introduzida no capilar devido a uma variagcao de
potencial que se forma ao longo do tubo. Como conseqgléncia, a quantidade de
material injetado é uma funcdo da mobilidade eletroforética do soluto, das
condutividades da amostra e do eletrdlito, bem como da grandeza do fluxo
eletrosmaético. No modo de injecao hidrodinamica, a amostra é introduzida no capilar
por uma diferenca de pressao que se estabelece entre o reservatério do eletrdlito e o
capilar, sendo assim, o volume injetado depende do tempo de injecéo, dimensdes do

capilar e viscosidade da solugao tampao “°.

1.3.2 O FLUXO ELETROSMOTICO
Outro fator fundamental em eletroforese capilar € a presengca do fluxo

46 Este fendmeno ocorre no

eletrosmatico, (EOF, do inglés “electroosmotic flow”)
interior dos capilares de silica fundida quando em contato com uma solu¢gdo com

valor de pH acima de 2. Na superficie do capilar estao dispostos os grupamentos
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silanol que apresentardo um carater acido neste pH e portanto encontram-se
desprotonados conferindo carga negativa a parede, entdo ocorre uma interacao
entre a solucao que preenche o capilar e os grupos silanéis, com isso os prétons H*
migrarao para o seio da solugao.

No momento em que o campo elétrico é aplicado, os ions H" hidratados
movimentam-se em direcdo ao eletrodo de carga oposta, este movimento de
migracao faz com que moléculas de agua sejam transportadas induzindo um fluxo
de solucdo como um todo na diregcdo do catodo, caracterizando assim o fluxo
eletrosmatico.

Este fluxo € o responsavel pela conducdo dos analitos sem distincdo de
cargas até o detector, possibilitando a analise simultdnea de amostras contendo
solutos catidnicos, neutros e anidnicos. Este movimento de migragdo das moléculas
quando ocorre do podlo positivo para o pdélo negativo é denominado fluxo

eletrosmoético normal, e seu mecanismo esta ilustrado na Figura 3 .

FLUXO ELETROSMOTICO

Figura 3: Representagdo esquematica do fluxo eletrosmoético normal

1.3.3 MODOS DE SEPARACAO

Atualmente, o termo eletroforese tem sido utilizado genericamente para
designar todos os tipos de técnicas de separacao que englobem o estabelecimento
de um campo elétrico ao longo de um tubo capilar. No entanto, cada modo de
separacao eletroforético possui suas proprias caracteristicas, o que varia entre um
processo e outro é o preenchimento da coluna e a solugdo tamp&o empregada®.
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Alguns destes modos séo:

- Eletroforese Capilar em Zona (CZE, do inglés “capillary zone electrophoresis”)
- Eletroforese Capilar em Gel (CGE, do inglés “capillary gel electrophoresis”)
- Focalizagao Isoelétrica Capilar (CIEF, do inglés “capillary isoelectric focusing”)
- Isotacoforese Capilar (CITP, do inglés “capillary isotachophoresis”)
- Eletrocromatografia Capilar (CEC, do inglés “capillary electrochromatography”)
- Cromatografia Eletrocinética Micelar (MEKC, do inglés “micellar electrokinetic
chromatography”).

No presente trabalho foram utilizados a Eletroforese Capilar em Zona (CZE) e a
Cromatografia Eletrocinética Micelar (MECK).

1.3.3.1 ELETROFORESE CAPILAR EM ZONA (CZE)

A separacao em CZE consiste em introduzir a amostra num tubo capilar na
presenca de uma solucdo tampao (aquosa ou organica), ao qual é aplicado uma
diferenca de potencial. Apés a geracdo de um campo elétrico ao longo do tubo
capilar, os componentes da amostra migram com velocidade constante,
independentemente uns dos outros, como conseqiiéncia de suas mobilidades 2"*°.

O mecanismo de separacao é baseado nas diferencas de razao volume/carga
dos solutos em um dado valor de pH. Na CZE espécies neutras ndo sao separadas,

porém é permitida a separacdo de cations e anions na mesma corrida®*’.

1.3.3.2 CROMATOGRAFIA ELETROCINETICA MICELAR (MECK)

Estabelecida em 1984 por S. Terabe® e colaboradores, a MECK é
caracterizada como uma versao modificada da CE. Neste mecanismo de separagéo,
uma espécie carregada, as micelas, as quais possuem interagdo com moléculas
neutras, sao utilizadas como parte da composicdo do eletrdlito de separacdo em
quantidades que excedem a concentragéo micelar critica (cmc).*®

Nestes estudos pioneiros, Terabe descreve o mecanismo de separacao por
MECK, onde micelas formadas por dodecilsulfato de soédio (SDS), carregadas
negativamente, se deslocam no sentido do fluxo eletrosmético, com velocidade Vpc.
Utilizando-se polaridade normal, moléculas neutras que ndao possuam interacao com
as micelas de SDS deverao se mover com a velocidade do fluxo eletrosmético, Veor.

Moléculas neutras com alto carater apolar se comportam de maneira a ficarem
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retidas no interior das micelas e, portanto adquirindo velocidade entre Veor € Vime.*® A

Figura 4 ilustra o processo de separagao por MECK.
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Figura 4: Mecanismo de separagéao por MEKC.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia analitica para determinacao de parabenos em
produtos cosmeéticos e determinar o valor das constantes de interacao analito-micela

(Kha € Ka-) e valor do pK, dos analitos aplicando MECK.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Otimizacdo do método de separacao e quantificagcdo dos parabenos através
de CZE;

» Utilizacdo de softwares de simulacao de eletroforese capilar para otimizacao
do método de separacgéao;

= Estudo da interagdo dos parabenos com micelas aniénicas de dodecilsulfato
de sédio (SDS);

» Utilizacdo de modelos numéricos para determinacao das constantes.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Todas as solucdes foram preparadas com reagentes de grau analitico e agua
desionizada (desionizador Mili-Q, Milipore, Bedford, MA, E.U.A.).

3.1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

As amostras analisadas foram: creme hidratante para o corpo, xampu,
queratina liquida — tratamento para cabelos, anti-séptico bucal, extrato de banana e
extrato de aloe vera. Foram estabelecidas curvas de calibragdo, obtidas com
concentragdes da solugcdo padrdo na ordem de 1 a 40 mmol L, o padréo interno
utilizado foi o acido cindmico, com concentracdo de 10 mg L. O eletrélito de corrida
empregado foi composto por trietlamina (TEA) 30 mmol L', 4&cido 2-
hidroxiisobutirico (HIBA) 20 mmol L™ e Hexa-Br 0,2 mmol L. Para o preparo das
amostras, utilizou-se 100 mg de amostra para 10 g de agua; as amostras foram

agitadas durante 10 min e centrifugadas por 5 min (1000 rpm).

3.2 DETERMINACAO DAS CONSTANTES DE INTERACAO ANALITO-MICELA

Os reagentes utilizados para o preparo das solugdes tampéao foram:

- hidrogénio ortofosfato disédico dihidratado (Na,HPO4.2H,O) e dihidrogénio
ortofosfato sodico dihidratado (NaH,PO4.2H,0), (Merk, Rio de Janeiro), para solugéo
com pH 7,5.

- tris-metilaminometano (TRIS) e HIBA, obtidos da (Sigma Aldrich, Sdo Paulo) para
solugdes com valores de pH entre 8,0 a 9,0.

- carbonato de sédio (Na>-CQOs3), bicarbonato de sdédio (NaHCO3), (Merck, Rio de
Janeiro) para solucées com pH entre 9,5 e 10,5.

- hidréxido de sédio (NaOH) 1 mol L™ para ajustar o pH.

Os eletrdlitos de corrida foram preparados com os tampdes determinados para cada
pH e com diferentes concentragdes de SDS, variando de 0 a 40 mmol L™,

Para a injecdo foi feita uma mistura das solucdes: solucdo estoque padrao
dos parabenos, (Merck, Rio de Janeiro) preparados individualmente em agua na
concentragdo aproximada de 1000 mg L™'; solugbes de tampdo; pireno em
quantidades de 10 uL, 20 puL ou 30 uL (conforme necessidade) e 10 uL de acetona

como marcador do fluxo eletrosmético.
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3.3 EQUIPAMENTOS

As andlises foram realizadas em um equipamento de eletroforese capilar, da
marca Agilent Technologies, modelo HP®P (Palo Alto, CA, E.U.A.), equipado com um
detector de arranjo de diodos. As medidas foram realizadas a 25 °C em capilar de
silica fundida proveniente da empresa Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, USA);
o tamanho do capilar utilizado na determinagdo das amostras foi de 32 cm (8,5 cm
tamanho efetivo) e para a determinacdo das constantes de interacdo analito-micela
foi de 48,5 cm e ( 40 cm de tamanho efetivo). Antes da primeira utilizacdo os
capilares foram condicionados a 25°C da seguinte forma: 30 minutos com uma
solugcdo de NaOH 1 mol L™, 30 minutos com &gua e 20 minutos com o eletrélito de
corrida a ser utilizado na analise. O condicionamento entre as corridas foi de 1
minuto com o eletrélito de corrida. Ao final de cada sessédo de analise foi necessario
lavar o capilar com NaOH e com 4gua deionizada, 10 minutos cada.

A deteccao através do UV, foi realizada no comprimento de onda de 297 nm.
O programa para aquisicdo e tratamento de dados utilizado foi o software HP
Chemstation. A injecao foi hidrodinamica com pressdo de 50 mbar, durante 3
segundos. O sistema eletroforético foi operado através de polaridade positiva,
aplicada na extremidade de injecéo e tensao constante de 30 kV.

Os valores de pH foram checados com um pHmetro MICRONAL — B474.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desenvolvimento do método e quantificacao das amostras

Para o desenvolvimento do método de separagcdao do BP, PP, EP e MP,
construiram-se curvas com valores obtidos do software Peakmastere e utilizando
dados de pK, e mobilidade idnica citados por Muijselaar e colaboradores.®

Sao apresentadas as curvas de mobilidade efetiva (Uef), valores de disperséao
por eletromigracédo (EMD), capacidade tamponante e condutividade para eletrolitos
de corrida constituidos de um valor constante de 20 mmol L de HIBA e valores
variaveis de 22 — 45 mmol L' de TEA, estabelecendo faixa de pH conforme ilustrado
na Figura 5.
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A EMDEP To-
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¥
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—a— EMD BP —s— EMD PP —s+— EMD EFP —=— EMD MP
—a— Mob. BP —— Mob. PP —+— Mob. EF —=— Mob. MP

Figura 5: Curvas construidas utilizando o software Peakmaster®. Condicao analitica:
concentragdo constante de 20 mmol L' de HIBA e concentragdo de TEA variando de
22 a 45 mmol L™

De acordo com estes dados, determinou-se como condi¢do satisfatéria para a
separacdo, o eletrélito constituido por 20 mmol L' de HIBA e 30 mmol L'de TEA,
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pois nesta condicdo ha um valor adequado de capacidade tamponante e o valor de
EMD ¢é suficientemente baixo para a obtencéo de picos simétricos. Quanto ao pH, a
condutividade e as diferencas de mobilidade efetiva, é possivel a utilizacdo de
quaisquer condi¢cdes dentro dos limites estudados, uma vez que estas grandezas se
mostraram praticamente constantes.

Na Figura 6 (A) € apresentado um eletroferograma com as condi¢des
estabelecidas: eletrdlito de corrida com concentragdo de 20 mmol L' de HIBA, 30
mmol L' de TEA. Injecdo hidrodindmica 50 mbar, 3 s; tensdo aplicada 30 kV,
polaridade positiva; deteccdo em 297 nm. Pode-se observar que em tais condi¢des
experimentais nao foi obtida a separacdo completa dos parabenos devido a alta
mobilidade do fluxo eletrosmético.

Uma maneira de reduzir a mobilidade do fluxo eletrosmotico é utilizando
Hexa-Br como componente do eletrélito de corrida. Na Figura 6 B-D, séao
apresentados eletroferogramas obtidos utilizando-se as mesmas condi¢cdes

experimentais do eletroferograma da Figura 6A variando-se a concentracdo de

Hexa-Br.
0 mmol L
L
(81 0,1 mmol L
T
J ) f'.JL | _
(30,2 mmol L 4
R 1

(10,4 mmol L™ ;‘ ll'l ﬂ

r"lll'\ x \ f) / |

™ . AW | PP T
T

T T

1] T
02 04 06 0& 1 1.2

Tempo de migragdo {min)

Figura 6: Eletroferogramas com diferentes concentragées de Hexa-Br adicionadas
ao eletrolito de corrida. Condicdes analiiticas: eletrélito de corrida com concentracao
de 20 mmol L' de HIBA, 30 mmol L' de TEA e com concentracdes de Hexa-Br
variando de 0 a 0,4 mmol L™. Injecdo hidrodinamica 50 mbar, 3 s; tens&o aplicada 30
kV, polaridade positiva; deteccdo em 297 nm.
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Absorbancia (mAU)

Foi determinada a concentracdo de 0,2 mmol L™ (Figura 6(C)) de Hexa-Br,
como a adequada, pois foi alcancada a resolugdo completa dos analitos em um
curto tempo de analise.

Foi escolhido o acido cinamico como padrao interno para minimizar erros de
injecdo. A Figura 7 mostra o eletroferograma referente a separagdo dos analitos e o

padrao interno nas condic6es otimizadas.
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Figura 7: Eletroferograma dos padrbes de parabeno e do padrao interno. Condicbes
analiticas: eletrélito constituido por 20 mmol L™ de HIBA, 30 mmol L' de TEA e 0,2
mmol L de Hexa-Br; injecdo hidrodinamica 50 mbar, 3 s; tensdo aplicada 30 kV,
polaridade positiva; deteccao em 297 nm.

Foram construidas curvas de calibragcdo com variagdo de 1 a 40 mg L™
mantendo-se fixa a concentragdo do padrdo interno em 10 mg L, os valores dos
coeficientes linear (b) e angular (a) bem como o coeficiente de determinacgéo (R?)
estdo apresentados na Tabela 1. Foram obtidos valores para o coeficiente de

determinacao maior que 0,99.
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Tabela 1: Dados obtidos das curvas de calibracao.
Analito a b R®
Metilparabeno 0.107477 | -0.03367 0.997
Etilparabeno 0.135916 | -0.04399 0.997
Propilparabeno 0.146873 | -0.03477 0.997
Butilparabeno 0.204663 | -0.0749 0.997

A Figura 8 apresenta os eletroferogramas obtidos para a analise dos parabenos nas
amostras de extrato de banana (A), anti-séptico bucal (B), xampu (C) e creme
hidratante para o corpo (D).

(A) MR (B) MP
16
30 14
25 12
20 P 10
Pl
15 8
Pl ®
10
gp | EP 4 EOF PP
5 EOF 5
0.2 0.6 1 1.4 0.2 0.6 1 1.4
Tempo de migragéo (min) Tempo de migragéo (min)
251 (C) MP (D) MP
20
15
10
Pl
g LA
0.2 0.6 1 1.4 min 0.2 0.6 1 1.4 min
Tempo de migragao (min) Tempo de migragéo (min)

Figura 8: Eletroferogramas das amostras: (A) Extrato de banana, (B) Anti-séptico
bucal, (C) Xampu e (D) Creme hidratante para o corpo. Condi¢cdes analiticas:
eletrélito constituido por 20 mmol L' de HIBA, 30 mmol L' de TEA e 0,2 mmol L
de Hexa-Br; injecdo hidrodindmica 50 mbar, 3 s; tensao aplicada 30 kV, polaridade
positiva; deteccdo em 297nm. * Pico desconhecido.
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Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados obtidos na quantificagcdo das

amostras.

Tabela 2: Resultados da quantificacdo das amostras.

Amostra MP (mg) | EP (mg) | PP (mg) | BP(mg) Total (g) %
Creme hidratante 260, 1 215,1 9427 nd 1,42 0,14
para 0 corpo
Xampu 3868,0 nd nd nd 3,87 0,39
Queratina liquida 3927,6 nd nd nd 3,93 0,39
Anti-septico bucal 157.8 nd 1536,6 nd 1,69 0,17
Extrato de banana 193,5 1307,6 370,6 2804,5 4,97 0,50
Extrato de 796,5 nd 3185,5 nd 3,98 0,40
aloe vera

Legenda: nd. -Nao detectado.

Os eletroferogramas obtidos das amostras confirmam as informacdes

apresentadas no rotulo dos produtos, quanto a indicacdo de qual ou quais

parabenos estao presentes em cada amostra. Na tabela de quantificacédo, pode-se

perceber que as amostras, apresentaram-se dentro do limite permitido, estabelecido
pela ANVISA, na Resolucao n® 79, de 28 de agosto de 2000.

4.2 Determinacao das constantes de interacao analito-micela

A Tabela 3 estabelece quais foram as condicbes empregadas para a

obtencao das constantes de interacdo analito-micela.

Tabela 3: Composicao de cada solugéao tampao.

Solugdo Tampao pH [SDS] (mmol L)
Fosfato/Sédio 7,59 0; 0,01; 0,02; 0,03 e 0,04
TRIS/HIBA 8,39 0;0,01; 0,02; 0,03 e 0,04
TRIS/HIBA 8,58 0;0,01; 0,02; 0,03 e 0,04
TRIS/HIBA 8,93 0; 0,01; 0,02; 0,03 e 0,04
Sédio/Carbonato 9,52 0; 0,01; 0,02; 0,03 e 0,04
Sédio/Carbonato 10,08 0; 0,01; 0,02; 0,03 e 0,04
Sédio/Carbonato 10,61 0; 0,01; 0,02; 0,03 e 0,04
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A Figura 9 representa um comparativo dos valores de k dos parabenos em um
mesmo valor de pH. Pode-se observar que os valores de k aumentam a medida que
o comprimento da cadeia aumenta, ou seja, quanto mais hidrofébico o analito maior
o valor de k. Em pH 7,59 os parabenos estdo essencialmente neutros tendo em vista

que o pKa é de aproximadamente 8,5, assim a interagcdo com as micelas é maxima.

35 pH 7,59
30 - P
x y = 808,98 - 3,2939)
25 - o R? = 0,9771
- 201 y = 282,3x - 0,9723
R’ =0,9817
15
10 ] PP y = 103,4x - 0,2826
R’ =0,9788
57 EP
= y = 40,271x - 0,0283
0 ‘ ‘ T . ‘ ‘ —MP R? = 0,9828
0 0,005 001 0015 002 0025 003 0035 004 0,045
Conc. SDS

Figura 9: Comparativo do comportamento k do BP, MP, EP e MP em pH de 7,59 e
com variagdes de SDS de 0 a 0,4 mmol L™ na composicao do eletrélito de corrida.

Estao apresentados na Figura 10 os resultados de k obtidos para o BP em
diferentes valores de pH.

35
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Figura 10: Comportamento da variacdo de SDS em funcdo de cada pH estudado

para o BP.
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Pode-se observar que a medida que o pH aumenta o valor de k diminui
devido a um aumento da carga efetiva o que implica numa redugdo da
hidrofobicidade.

Na Tabela 4 sdo apresentados os resultados obtidos para as constantes de
interacao analito-micela para os quatro parabenos, utilizando-se as Equacodes (4) e
(6). Os valores utilizados para a cmc dos analitos em cada uma das condigdes,
foram os citados por Téllez e colaboradores®'.

Tabela 4: Valores obtidos para as constantes de interagdo analito-micela.

Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno
K" 40,2 103,88 289,45 806,25
40,27 103,4 282,3 808,98
K" 3.4 40,65 50,1 37,43
3,45 13,28 37,91 46,37
pPKa 8,76 8,73 8,72 8,77

Obs: Os valores em negrito referem-se ao resultado obtido pela Equacgao (4) e os que ndo estdo em
negrito, aos obtidos pela Equacgéo (6)

Os valores de K;;,, aumentam com o aumento da interagdo do grupo alquil
dos parabenos, conforme o aumento da série homéloga, enquanto que os valores de
K" diminuiram de acordo com o aumento da série homoéloga. Considerando os
modelos matematicos utilizados, pode-se observar que os valores nao diferem
significativamente, principalmente para os valores de Kua.

Quanto aos valores de pK,, estes foram obtidos utilizando-se a Equacéao 4. Na
literatura o valor relatado do pK, é de aproximadamente 8,5.
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5. CONCLUSAO

Este estudo mostrou que a técnica de eletroforese capilar pode ser aplicada,
de forma répida e eficiente, para determinar parabenos em amostras de cosmético;
complexas como é o caso de xampu e creme hidratante, sem necessidade de prévia
preparacao da amostra, além de diluicao e centrifugacdo. Os valores obtidos dos
parabenos nas amostras de cosméticos analisadas apresentaram-se dentro do limite
permitido, 0,4% quando aplicado individualmente e 0,8% quando associados,
estabelecido pela ANVISA.

Quanto aos resultados das constantes de interacdo analito-micela, pode-se
observar que o aumento dos valor das mesmas ocorreu conforme o aumento do
grupo alquil do parabeno. Dos modelos matematicos utilizados para medir estas
constantes, percebeu-se pequena diferenca nos resultados, no entanto, os valores
de pKa, foram superiores a faixa do valore citado pela literatura (~8,5).
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