UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

TESE DE DOUTORADO

MICROEXTRACAO/LAQUIDO-LIQUIDOCOM/'SOLVENTE
EUTETICO PROFUNDO PARA A DETERMINACAO DE PARABENOS
EM COSMETIGOS PORFLUORESCENCIA E CALIBRACAO DE
SEGUNDA ORDEM

DANIELLA IRIS DE OLIVEIRA SILVA

Jodo Pessoa - PB
Julho/2024



UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA

MICROEXTRACAO KIQUIDO-LIQUIDO COM SOLVENTE
EUTETICO PROFUNDO PARA A DETERMINACAO-DE PARABENOS
EM COSMETICOS'POR FLUORESCENCIA'E CALIBRACAO DE
SEGUNDA ORDEM

DANIELLA IRIS DE OLIVEIRA SILVA

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduagao em Quimica da Universidade
Federal da Paraiba como parte dos requisitos
para obtencao do titulo Doutora em Ciéncias,
area de concentra¢ao Quimica Analitica

Orientador: Prof. Dr. Marcio José Coelho de Pontes
* Bolsista CAPES

Jodo Pessoa - PB
Julho/2024



AGRADECIMENTOS
A Deus por me dar forcas pra ndo desistir perante as dificuldades.
Ao0s meus pais pelo incentivo a trilhar o caminho dos estudos e da educacéo.
Ao meu esposo Thiago pela nossa familia e todo apoio que me deu nos momentos
dificeis dessa pesquisa em que precisei chegar em casa apenas para dormir e voltar no
dia seguinte pra mais um dia de luta pelos resultados desta tese.
Ao Professor Marcio, pela orientacdo e contribuicdo para minha formacéo académica.
A Mayara e Nayara por toda amizade, apoio e contribui¢do na leitura da tese dessa
doutoranda com as vistas cansadas e saturadas de seu texto.
A Kelly pela parceria e amizade nesses anos todos de doutorado.
A Ruth por todo empenho e ajuda no plano A, B... e pela amizade que construimos.
A Willyan Costa e prof? Liliana pela colaboracdo intelectual e de recursos para essa
pesquisa.
A Alcides Siqueira e ao prof. Wallace Fragoso pela colaboracdo ativa nesta pesquisa.
A Manu por toda ajuda e conhecimento em cromatografia que me foi passado. Nao
entrou nessa tese, mas vai ficar pra vida.
A técnica Milena e a prof* Ana Flavia do Laboratério de Microbiologia Industrial pela
utilizacdo da centrifuga usada no procedimento experimental.
Aos amigos Tamires, Flaviana, Wallis, Andreia... pelo apoio e incentivo.
Ao LAQA onde desenvolvi parte dessa pesquisa.
A CAPES, pela bolsa concedida.

A UFPB, pela formagéao académica.



Cat al ogacdo na publicacéo
Secdo de Catal ogacdo e O assificacéo

S586m Silva, Daniella Iris de diveira.
M croextracéo |iquido-Iiquido comsolvente eutético

profundo para a determ nagdo de parabenos em cosngéticos
por fluorescéncia e calibracdo de segunda ordem/
Daniella Iris de Qiveira Silva. - Jodo Pessoa, 2024.

77 f.0 il

Orientagcdo: Marci o José Coel ho de Pontes.
Tese (Doutorado) - UFPB/ CCEN.

1. Parabenos DES. 2. Espectroscopia de
fluorescéncia. 3. Crenes preventivos de assaduras. 4.
PARAFAC. |. Pontes, Marcio José Coel ho de. I1. Titulo.

UFPB/ BC CDU 616. 5(043)

El aborado por CHRI STI ANE CASTRO LI MA DA SILVA - CRB-15/865




Microextracao liquido-liquido com solvente eutético profundo para
a determinagdo de parabenos em cosmeticos por fluorescéncia e

calibracdo de segunda ordem.

Trabalho de Tese de Doutorado apresentada pela discente Daniella Iris de Oliveira Silva e

aprovada pela Comissdo Examinadora composta abaixo, realizada no dia 26 de julho de 2024.

ocurrenin 8 sn s dizhalmests
uh WARCED JOEE COELEG DE PORTER
g Db 08D 2004 14222 100030
W iy bR e i gy

Prof. Dr. Marcio José Coelho de Pontes
DQ/UFPB
Orientador/Presidente

Eacurrenin assnada dighaimeste

g\ E‘..‘.‘:':ff'éﬂifﬂfl‘,‘:’ ’i’m .
Prof. Dr. Kelvin Costa de Aratjo
Pesquisador Pos-Doc/UESCar-5P
Examinador

T reenin pa nin sekes g ol
“h AGFACLER FEAUEREDH CARRERT: SORRER
g Db 002/ D6 2024 DEcA 3 16-0300
W e & hnpes Sl cler \!' d b

Prof. Dr. Sofacles Figueredo Carreiro Soares
CTI/UFPB
Examinador

b B
Prof. Dr?. Katia Messias Bichinho
DQ/UFPB
Examinadora

goubr e,
Prof. Dr. Sherlan Guimaries Lemaos
DQ/UFPB
Examinador



Ao meu filho Pedro Henrique
Eu dedico.



SUMARIO

1 INTRODUGAOQ ....cooieiicieieececeete ettt sttt ettt 11
1.1 Caracterizacao da ProblemMAtICA .........ccvvviiiiiriiiiiieiiiie e 11
1.2 ODJEIVOS .ttt bbbt 14

12,1 ODBJEtiVO TAL ....eiiiiiiiiiiiec i 14
1.2.2 ODbjetivos eSPECIIICOS . ..viiuiiiiiiiiiiiiiicii i 14

2 FUNDAMENTACAO TEORICA ......cooeveeeieeeeeeeeeeeeeeeseseseeses s ses s senas s asnen o 16
2.1 COSIMETICOS .. uteeuteetie et e stee ettt ekttt et e bt e skt e e bt sae e et e e s bb e e be e sbb e e beessbeebeesnbeenbeesnbeebeeas 16
2.2 Técnicas de preparo de amOSIIA........cc.viveiieiiiiie e 17
2.3 Solventes eutéticos ProfUNAOS. .......ccoviiiiieiiiiiie it 18
2.4 Espectrometria de fluorescéncia molecular ...........ccccvevvveiiiiiiiiiiniiie e 20
B T O 11110110701 T 2 - TSRO PRPTR PP 22

2.5.1  Planejamento eXperimental............ceiiririiiiiiiiiiiesiee e 22
2.5.2  Calibragao MUItIVIAS ....eeiuvreiiiieiiieesieeesieeesiesssireessrressbeeesbeessraneesbeeesnseessnaeeans 25
2.5.2.1 Analise de fatores Paralelos........coiiiiiiiiiiiiiieiiiie i 28
2.6 Estado da arte da determinag@o de parabenos em cOSMEICOS ......cvvvrrrvrerrieerriveennne. 30

3 METODOLOGIA ...ttt bbb sae e be e saeenbee s 36
3.1 ReAZENLES € SOIUGOES. ... eiuviiiiiiiieiiiii ittt 36
3.2 Sintese e caracterizacdo do solvente eutético profundo...........ccceeveriieieeiiienieninnnn 37
3.3  Otimizacao do procedimento de €Xtragao ........ccevivirriieeiiiieeiiiee e 37
3.4  Quantificacdo em amOStras COMETCIAIS . ..vvrerivrrriireeirreesireesireesbeeesreeesbeeesnseeesseees 39
3.5  Aquisicao dos espectros e processamento dos dados ..........ccooveeeiiiiiiiiiieniieneen 40

4 RESULTADOS E DISCUSSAO .....ccviiiiiiiiniiiieisiissiseiesssisisie s 43
O I O - Yot ) o 1o o PSSR 43
4.2 Otimizacao do procedimento de eXtraCa0 ........ccvierrurrriiiieeiiiiee e e e e 44
4.3  Analise quantitativa do conjunto de validagao e de predigao........cccoccvereeeiieniennennns 48
4.4  Matrizes espectrais de excitacdo e emissao de amostras COMErciais .........coverveeenens 52
4.5 Comparagdo com OULrOS MELOAOS ....uuiiiiiriiiiiiiiiiiie it 59

CONCLUSAD ...ttt 62

REFERENCTIAS ..ottt 63

ANEXOS .. 74



LISTA DE FIGURAS

Figura 1-Estrutura quimica dos parabenos: (a) metilparabeno; (b) etilparabeno; (c)
propilparabeno e (d) butilparabeno. Fonte: autora. ..........c.cccoooeiiieiiiiiiiiiiieeeeeee e 11
Figura 2- Representacdo das interagdes moleculares na formagao de um DES com cloreto de
colina como HBA (Adaptado de Santos, 2022)........cccccoeriiiiieniiiiee e 19
Figura 3- Diagrama de fases de dois componentes com representacdo do ponto eutético (Smith;
ADDOtE; RYAET, 2014). .ttt e et e e nne e 19
Figura 4- Representacdes espectrais de matriz de excitagdo-emissao de PP: superficie 3D (a);
grafico de contorno (b). Fonte: autora. ...........coiiiiiiiiicii e 21

Figura 5- Planejamento composto central para trés fatores. (@) Pontos do fatorial 23, (@) pontos

axiais, (Q) ponto central (Adaptado de Barros Neto, 2010). ......c.oovviiiiiiiiiiniieiiieieesieeiee 23
Figura 6- Classificagdao dos dados de variaveis preditoras e suas respectivas metodologias de
calibracao (Pefia €t @l., 2015).....iiiiiiiiiiieiiie e 26
Figura 7- Tensor de trés vias obtido a partir do empilhamento das matrizes de dados no modo
de amostras (Adaptado de Olivieri, 2014). ....cocuiiiiiiiiiie e 27
Figura 8- Representacdo grafica da decomposicao de X realizada para um modelo PARAFAC
com dois componentes em duas triades de vetores (Adaptado de Bro, 1997). ........cccvevvveennne 29
Figura 9- Esquema de sintese do solvente eutético profundo. Fonte: autora. ...........ccceevuennee. 37

Figura 10- Preparo de amostras para os ensaios do planejamento experimental. Fonte: autora.

Figura 11- Interface grafica do MVC2 com destaque para a escolha do modelo, o tamanho dos

dados ¢ as restrigoes utilizadas. Fonte: autora. .........cccceevcvveiiiiiiiei e 40

Figura 12- Espectros FTIR: cloreto de colina (—); etileno glicol (—), e ChEg (—). Fonte: autora.

Figura 13- Grafico de Pareto dos efeitos para a recuperagdo de parabenos. Fonte: autora.....45
Figura 14- Grafico de superficie de resposta para o planejamento composto central da
recuperagdo de parabenos como funcdo de dois fatores: tempo de extracao (B) e %EtOH (C).
FONTE: QULOTA. ...eiiiiiiee e 47
Figura 15- (a) grafico de contorno para a amostra de validacdo com concentraciao de 600 ng g’

I: (b) modo de excita¢io e (c) modo de emissdo recuperados pelo PARAFAC. Fonte: autora.

Figura 16- Grafico do sf versus o numero de componentes para a amostra de validagdo com

concentragdo de 600 ng g, FONE: AULOTA. ......c..cevveeveviecieiieeiesere et 49



Figura 17- Curva pseudo-unuvariada com amostra de teste destacada em vermelho. Fonte:
YD1 () ;TR TP 49
Figura 18- Grafico de contorno de amostra comercial isenta de parabenos.............ccceevvvennne 51
Figura 19- (a) grafico de contorno para amostra de predi¢do isenta fortificada com 600 ng g™;
(b) modo de emissdo e (¢) modo de excitagdo recuperados pelo PARAFAC. Fonte: autora. ..51
Figura 20- Grafico de contorno para uma solucdo de calibragdo com concentragdo de 300 ng
Lo [ 50 TR 53
Figura 21- Graficos de contorno bidimensionais de EEFM para as amostras comerciais a) S1,
b) S2, ¢) S3, d) S4, €) S5, 1) S6. Fonte: autOra. ......ccceeiveieiiiie e 54
Figura 22- Grafico do sgt versus o nimero de componentes para amostras de creme preventivo
de assaduras a) S1, b) S2, ¢) S3, d) S4, ) S5, ) S6. Fonte: autora. ........cccevvvveviieeniiieniiieennn 56
Figura 23- Modos de excitagdo e de emissdo recuperados pelo PARAFAC para as amostras

comerciais a) S1, b) S2, ¢) S3, d) S4, e) S5, f) S6. Fonte: autora............ccceveveeieeniiiiieenieenienne 58



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Lista dos DESs obtidos com cloreto de colina e algumas das diversas combinagdes
(4 S0 5 037 B USSP RPR 18
Tabela 2- Analise de variancia para modelo matematico ajustado a um conjunto de dados
LS 0TS0 1101S) 1178 U U PTT PP OPR RPN 24
Tabela 3- Concentragcdo dos quatro parabenos nas misturas-padrdo de validagdo .................. 36

Tabela 4- Niveis das varidveis independentes reais e codificadas utilizadas para o CCD. .....38

Tabela 5-Experimentos gerados pelo CCD e suas respostas correspondentes. ...........ccocueeenee. 44
Tabela 6- ANOVA para o CCD avaliando a recuperacao de parabenos como resposta. ......... 46
Tabela 7- Resultados experimentais obtidos sob condigdes otimizadas. ..........ccceceereerveeinnne 47

Tabela 8- Concentragdo preditas de parabenos pelo modelo PARAFAC no conjunto de

validacdo. Modelo construido com trés fatores e predigdes realizadas com uma amostra por vez.

Tabela 9- Concentragdes preditas pelo modelo PARAFAC no conjunto de predigdo. Modelos
PARAFAC construido com trés fatores e predigdes realizadas com uma amostra por vez......52
Tabela 10- Recuperacdo dos parabenos em amostras de creme preventivo de assaduras
utilizando 0 MELOAO PIOPOSTO. ...vvviiiiiiiiiiie ittt srbe e e sraee e 58
Tabela 11- Comparacdo do desempenho de diferentes métodos analiticos destinados a

determinar parabenos em amostras de COSMELICOS. ....ooiuiriuriiiuiriiiaiiieiieeriee e e niee e siee e e 60



LISTA DE ABREVIATURAS

ACN:- acetonitrila

ANOVA- analise de variancia

ANVISA- Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ATLD- decomposicao trilinear alternada

BP- butilparabeno

CCD- planejamento composto central

ChCl- cloreto de colina

CV- coeficiente de variagao

DAD- detector de arranjo de diodos

DLLME- microextragdo liquido-liquido dispersiva
DES- solventes eutéticos profundos

EDCs- endocrine disrupting chemicals

EEFM- matriz de fluorescéncia de excitacdo-emissao
EG- etilenoglicol

EP- etilparabeno

GL- graus de liberdade

HBA- receptores de ligagao de hidrogénio

HBD- doadores de ligacao de hidrogénio

HPLC- cromatografia liquida de alta eficiéncia
HPLC-DAD- cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos
HPLC-UV- cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector ultravioleta
ILs- liquidos i0nicos

LLE- extragao liquido-liquido



LLME- microextra¢ado liquido-liquido

LOD- limite de determinagao

MP- metilparabeno

MQ- média quadratica

MSPD- dispersao de matriz em fase solida

MCR-ALS- resolu¢ao de curvas multivariadas

OVAT- uma variavel por vez (one variable at time)
PARAFAC- analise de fatores paralelos

PP- propilparabeno

REP- erro relativo de predigdo

RDC- resolugdo da diretoria colegiada

RMSE- raiz quadrada do erro médio quadratico

RMSEP- raiz quadrada do erro médio quadratico de predi¢ao
RSM- metodologia de superficie de resposta

RSD- desvio padrao relativo

SCCS- Comite Cientifico Europeu de Seguranca do Consumidor
SQ- soma quadratica

SUPRAS-ME- microextracao a base de solvente supramolecular
THEF- tetrahidrofurano

UE- Unido Europeia

UV-vis- radiacao ultravioleta-visivel

VA-LLME- micro extragdo liquido-liquido assistida por vortex



RESUMO

A utilizagao de cosméticos para cuidados pessoais vem aumentando entre a populagao, levando
a um crescimento concomitante da exposicao a substancias potencialmente desreguladoras do
sistema endocrino. Devido a imaturidade do sistema metabolico e da barreira cutanea, as
criancas tém sido alvo de preocupagao por parte dos pesquisadores com respeito ao uso desses
cosméticos. Neste trabalho, os parabenos, que sdo ésteres amplamente utilizados como
conservantes, foram quantificados em amostras comerciais de creme preventivo de assaduras.
Para tal finalidade, foi realizado um método de microextragao liquido-liquido (LLME) eficiente
e ambientalmente amigavel utilizando um solvente eutético profundo (DES). Para melhorar a
eficiéncia de extragdo, a quantidade de solvente, o tempo e o teor de etanol foram otimizados
usando um planejamento composto central (CCD) em amostras de matriz em branco
fortificadas. A quantificacdo foi baseada na espectroscopia de fluorescéncia de excitagdo-
emissao, combinada com a decomposi¢ao por analise de fatores paralelos (PARAFAC), que
provou ser uma ferramenta vantajosa para resolver a sobreposicdo de constituintes nao
calibrados na matriz complexa. A estratégia de modelagem PARAFAC proporcionou resultados
satisfatorios na faixa linear de 100-1.300 ng g, com limite de detec¢do (LOD) igual a 23 ng
gl Um conjunto de validagdo, com vérias propor¢des de padrdes de metil, etil, propil e
butilparabeno, foi usado para validar o modelo de calibragdo, resultando em valores de raiz
quadrada do erro médio quadratico (RMSE) e erro relativo de predi¢io (REP) de 32 ng gl e
4,5%, respectivamente. Ainda, foram obtidos valores aceitaveis de raiz quadrada do erro médio
quadratico de predicio (RMSEP) e REP (105 ng g! e 15%, respectivamente) quando um
conjunto de amostras de matriz em branco fortificadas foi aplicado. O método proposto foi
empregado com sucesso para quantificar o teor de parabenos totais em amostras comerciais de
creme para assaduras, produzindo recuperagdes que variaram de 83% a 125%. O método
demonstrou ser rapido, sensivel, preciso e ambientalmente amigavel, pois reduziu
significativamente o consumo de solventes organicos. Além disso, pode servir como alternativa

para a determinagdo de conservantes em amostras complexas de cosméticos.

Palavras-chave: parabenos, DES, espectroscopia de fluorescéncia, cremes preventivos de

assaduras, PARAFAC



ABSTRACT

The use of personal care cosmetics has been increasing among the population, leading to a
concomitant increase in exposure to substances that could potentially disrupt the endocrine
system. Due to the immaturity of the metabolic system and the skin barrier, children have been
the target of concern on the part of researchers with regard to the use of these cosmetics. In this
work, parabens, which are esters widely used as preservatives in cosmetics, were quantified in
commercial samples of diaper rash cream. For this purpose, a green and efficient liquid—liquid
microextraction (LLME) method was accomplished using a deep eutectic solvent (DES).

To improve extraction efficiency, the amount of solvent, time and ethanol content were
optimized using a central composite design (CCD) on blank matrix samples spiked. The
quantification was based on excitation-emission fluorescence spectroscopy, combined with
parallel factor analysis (PARAFAC) decomposition, which proved be an advantageous tool to
solve the overlap of uncalibrated constituents in the complex matrix. The PARAFAC modeling
strategy provided satisfactory results within a linear range response of 100-1,300 ng g!, with
limit of detection (LOD) equal to 23 ng g”'. A validation set, with various proportions of methyl,
ethyl, propyl, and butyl paraben standards, was used to validate the calibration model, resulting
in root mean square error (RMSE) and relative error of prediction (REP) values of 32 ng g!
and 4.5%, respectively. Moreover, acceptable root mean square error of prediction (RMSEP)
and REP values (105 ng g™ and 15%, respectively) were obtained, when a set of blank matrix
samples spiked was applied. The proposed method was successfully applied to quantify total
paraben content in commercial samples of diaper rash cream, yielding recoveries ranging from
83% to 125%. The method proved to be fast, sensitive, accurate, and eco-friendly, as it
significantly reduced the consumption of organic solvents. Furthermore, it could serve as an

alternative for the determination of preservatives in complex cosmetic samples.

Keywords: parabens, DES, fluorescence spectroscopy, diaper rash cream, PARAFAC


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032959204000809?casa_token=LyI2Q3ycdGkAAAAA:hITxSy7z6VlNqFqGNuR0skXZVDkfFov7JHqssUmWI5ShGndSM_7lCwPQY8qNP4mTGNjpwxlx1_g

Capitulo 1

Introducao
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1 INTRODUCAO
1.1 Caracterizagao da problematica

Atualmente, a utilizacdo de cosméticos para cuidados pessoais vem aumentando entre
a populacdo, levando a um aumento concomitante da exposi¢cdo a substancias consideradas
potencialmente desreguladoras do sistema enddcrino (Matwiejczuk; Galicka; Brzoska, 2020).
Os desreguladores do sistema enddcrino (EDCs- Endocrine Disrupting Chemicals) sao
substancias que causam efeitos adversos na saude de um organismo intacto, ou da sua
descendéncia, através de alteragdes nas fungdes enddcrinas (Nowak et al., 2018).

Um grupo de substancias relacionadas, amplamente utilizado em cosméticos como
conservantes, ¢ a classe dos parabenos, devido ao seu amplo espetro antimicrobiano,
estabilidade quimica e térmica, baixo custo e inalteracao na consisténcia dos produtos (Bledzka;
Gromadzinska; Wasowicz, 2014; FDA, 2023). Os conservantes mencionados sdo ésteres
sintéticos de acido p-hidroxibenzoico produzidos a partir de sua esterificagdo com um alcool
apropriado em presenga de catalisador. Os compostos mais utilizados para esta finalidade, cujas
estruturas quimicas sao apresentadas na Figura 1, sao o metilparabeno (MP), etilparabeno (EP),

propilparabeno (PP) e butilparabeno (BP) (Btedzka; Gromadzinska; Wasowicz, 2014; FDA,

2023).
i i
CH
HO HO

©) 0 d)

0
| CH |
o > 0" >"cH,
HO HO

Figura 1-Estrutura quimica dos parabenos: (a) metilparabeno; (b) etilparabeno; (c) propilparabeno e (d)

butilparabeno. Fonte: autora.

Os parabenos mimetizam o estrogénio no organismo e o efeito mimético aumenta

proporcionalmente ao tamanho da cadeia alquilica, bem como a presenca de ramificagdes e
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anéis aromaticos na sua estrutura quimica (Aker et al., 2016; Matwiejczuk; Galicka; Brzoska,
2020). Embora sejam tradicionalmente considerados compostos de baixa toxicidade, as
preocupagoes sobre os potenciais impactos dos parabenos na saide humana tém aumentado
(Ocafia-Gonzalez et al., 2015). Muitos estudos tém associado os parabenos a efeitos adversos
como cancer de mama, indu¢do de estresse oxidativo em espermatozoides humanos e
desregulacdo das funcdes da tireoide (Aker ef al., 2016; Barr et al., 2012; Charles; Darbre,
2013; Darbre; Harvey, 2014; Hu et al., 2023; Matwiejczuk; Galicka; Brzoska, 2020;
Samarasinghe et al., 2018; Shen et al., 2018).

Os danos para a saude associados aos parabenos sdo particularmente preocupantes no
caso de bebés até os 12 meses de idade, devido a sua barreira cutdnea incompleta, ao sistema
metabolico imaturo e a falta de enzimas para decompor e eliminar as toxinas, o que os torna
mais vulnerdveis a determinados produtos quimicos que podem afetar o sistema enddcrino
(Amer et al., 2017; Celeiro et al., 2015).

Os cremes preventivos de assaduras sdo aplicados diariamente na area da fralda para
ajudar a manter a fun¢do de barreira da pele do bebé (Amer et al., 2017). Porém, a utilizagao
de um cosmético destinado a permanecer em contato prolongado com a pele do bebé suscita
preocupagoes quanto a presenca e aos niveis de concentracao de parabenos devido a sua rapida
absorcdo transdérmica (Giulivo ef al., 2016). Ainda, vale salientar que a utilizagdo direta de
cosméticos ndo ¢ a Unica via de exposicdo a essas substancias pelos organismos desses
individuos. A presenca de parabenos ja vem sendo reportada no leite humano, que por sua vez,
tem origem na absor¢do dérmica de produtos de higiene pessoal por parte da mae, gerando um
efeito cumulativo no organismo dos lactentes (Azzouz et al., 2016; Dualde et al., 2020; Fisher
etal.,2017).

O Comité Cientifico Europeu de Seguranca do Consumidor (SCCS) regula o teor
méximo de parabenos nos cosméticos, fixando-o em 0,4% m m'para cada éster e 0,8% m m'!
para misturas de parabenos (SCCS, 2009). Ainda, a soma do teor de PP e BP e de seus sais ndo
pode exceder 0,14% m m™ (UE, 2014). Além disso, considerando a emprego de parabenos em
produtos cosméticos sem enxague destinados a aplica¢do na area da fralda de criangas com
menos de trés anos, a utilizacdo de butilparabeno e propilparabeno como conservantes foi
proibida (UE, 2014).

No Brasil, o teor de parabenos em cosméticos, produtos de higiene pessoal e perfumes
¢ regulamentado pela Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria (ANVISA). De acordo
Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n°29, de 2012, apenas o teor individual (0,4% m m

') e para misturas de parabenos (0,8% m m™') era regulamentado (BRASIL, 2012). Somente em



13

2021, a legislacdo foi atualizada a partir da RDC N° 528, entrando em concordancia com o
SCCS e proibindo o uso de butilparabeno e propilparabeno em cosméticos sem enxague para
area da fralda de criancas menores de trés anos (BRASIL, 2021). Ainda, a resolucdo estabelece
um prazo de trinta e seis meses a partir da vigéncia da norma para que os fabricantes se adequem
aos requisitos (BRASIL, 2021).

O método oficial para a quantificacdo de parabenos foi estabelecido pela Unido
Europeia (UE), em que a extragdo liquido-liquido (LLE) ¢ utilizada para andlise por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com detec¢do UV (Cabaleiro et al., 2014;
OJEC, 1996). No entanto, o método ¢ laborioso e demorado, envolvendo etapas como
acidificagdo, aquecimento e resfriamento (Cabaleiro et al., 2014; Khesina et al., 2021; OJEC,
1996). Ainda, ha a possibilidade de coeluicao dos aditivos cosméticos e de outros conservantes
(Cabaleiro et al., 2014; Khesina et al., 2021). Por conseguinte, ¢ de extrema importancia o
desenvolvimento de métodos analiticos alternativos para contornar estes inconvenientes e que,
para tal, ndo recorram a métodos de extracdo laboriosos e/ou que demandem o emprego de
solventes toxicos.

Recentemente, uma classe de solventes verdes denominada solventes eutéticos profundos
(DESs) tem se destacado nos procedimentos de extragdo como alternativa aos solventes
organicos (Abbott et al., 2003; Ge et al., 2020; Santos et al., 2022). Seu potencial tem sido
demonstrando, inclusive, na extracdo de parabenos de varias matrizes cosméticas (Nezami et
al., 2021; Cao et al., 2022; Dalmaz; Sivrikaya Ozak, 2022; Ge et al., 2020; Sivrikaya, 2019).
No entanto, até o momento nao foi reportada a extragdo de parabenos com DES preparado a
partir de cloreto de colina e etilenoglicol (ChCl:EG) de matrizes semissolidas.

Apesar das vantagens do uso de DESs na extra¢do de parabenos em cosméticos, a
complexidade das matrizes pode resultar na extracao simultdnea de substancias interferentes,
levando a sobreposi¢cdo de sinais analiticos. Tal sobreposicdo pode impedir a quantificagdo
adequada usando métodos espectrofotométricos univariados. Para superar essa limitagdo, as
técnicas de calibragdo multivias surgem como uma alternativa promissora para a quantificacao
(Dantas et al., 2021; Long et al., 2021; Vosough et al., 2017; Yin et al., 2018).

Nas estratégias de calibragdao de segunda ordem, a quantificacdo em matrizes complexas
torna-se possivel mesmo na presenga de interferentes ndo calibrados (vantagem de segunda
ordem), permitindo a recuperagdo dos perfis espectrais puros dos analitos (Olivieri; Escandar,
2014; Wu; Wang; Yu, 2020).

Dado o exposto, a proposta deste trabalho ¢ desenvolver e validar um método baseado

em calibracao multivias para a determina¢ao do teor total de parabenos em amostras de creme
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preventivo de assaduras infantil, utilizando a espectrometria de fluorescéncia. Para isto, a

extracdo sera efetuada através de um método verde e optimizado, utilizando um DES como

solvente extrator no procedimento de microextragao liquido-liquido (LLME).

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar um método baseado em calibragdo multivias para a determinacao do teor

total de parabenos em amostras de creme preventivo de assaduras infantil, utilizando a

espectrometria de fluorescéncia molecular.

1.2.2 Objetivos especificos

v

Construir o modelo de calibragdo para propilparabeno empregando solugdes padrio e
posterior modelagem dos dados com o0 PARAFAC;

Validar o modelo empregando misturas quaternarias preparadas a partir de padroes de
parabenos em diferentes proporgoes;

Sintetizar o solvente eutético profundo a partir de cloreto de colina e etilenoglicol e
caracteriza-lo;

Otimizar o procedimento de micro extragdoliquido-liquido utilizando um planejamento
composto central;

Empregar o procedimento de extracdo otimizado na extragdo de parabenos em amostra
isenta fortificada;

Aplicar o modelo validado na predi¢ao do teor de parabenos totais em amostra isenta
fortificada em trés niveis de concentracao;

Determinar o teor de parabenos totais em amostras comerciais de creme preventivo de
assaduras infantil com a presenga de constituintes ndo calibrados, para explorar a vantagem

de segunda ordem.



Capitulo 2

Fundamentacao tedrica
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Cosméticos

Produtos cosméticos sao preparagdes compostas por substancias de origem natural ou
sintética utilizadas nas diversas partes do corpo como sistema capilar, labios, dentes,
membranas mucosas da cavidade oral, unhas e 6rgdos genitais externos, com a finalidade
exclusiva ou principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia, corrigir odores
corporais, protegé-los e/ou manté-los em bom estado (Brasil, 2015).

De acordo com a RDC n°752, de 19 de setembro de 2022, a Anvisa classifica os
produtos cosméticos em grau 1 e grau 2, sendo esta classificacdo relacionada ao grau de risco
oferecido (Brasil, 2022). Os produtos de grau 1 caracterizam-se por apresentarem propriedades
basicas ou elementares, as quais ndo necessitam, inicialmente, de comprovagdo € nao
demandem informacdes detalhadas quanto ao seu modo e restrigdes de uso, devido as
caracteristicas intrinsecas do produto. Esta classe abrange produtos como sabonete corporal,
desodorante, esmalte, xampu, batom e produtos pds-barba, por exemplo. J& os produtos de grau
2 tém indicacdes especificas, sendo obrigatéria a comprovacdo de seguranga e/ou eficacia
destas caracteristicas, assim como informagdes e cuidados, modo e restri¢des de uso. A exemplo
de produtos de grau 2, podem ser citados antitranspirante, batom infantil, maquiagem com
fotoprotetor, repelentes, xampu anticaspa, sabonete antisséptico e pomadas ou cremes
preventivos de assaduras infantis (Brasil, 2022).

A maioria dos cosméticos proporciona condi¢des ideais para a proliferacdo de
microorganismos, como o pH, a alta proporcdo de agua e ingredientes que podem ser
degradados acarretando risco para os consumidores (Salvador; Chisvert, 2017). Adicionados
aos cosméticos de forma ampla, os conservantes sdo utilizados para impedir a deterioragdo
ocasionada pelo crescimento microbiano durante a fabricagdo, estocagem, ou para proteger os
produtos da contaminagdo inadvertida durante o uso (Brasil, 2021; Salvador; Chisvert, 2017).
Dentre os conservantes, os parabenos sdo amplamente utilizados, sendo metil-4-
hidroxibenzoato, etil-4-hidroxibenzoato, propil-4-hidroxibenzoato e butil-4-hidroxibenzoato os
mais comuns (FDA, 2023).

Aspectos como uso didrio extensivo e repetido, em alguns casos (sabonetes, creme
dental etc.), durante um grande periodo de tempo, associados ao destaque que os produtos
cosméticos vém ganhando no mercado, geram uma atengdo especial com relagdo a qualidade
desses produtos, visto que podem causar problemas de pele localizados e/ou sistémicos (Mesko

et al., 2020; Rito et al., 2012). Apesar de a compatibilidade com a pele ser testada antes da
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comercializacdo do cosmético, alguns dos ingredientes da formula¢do, a exemplo dos
parabenos, podem ser responsaveis por irritagdes ou alergias na pele, logo, ¢ de extrema
importancia o monitoramento da qualidade desses produtos para assegurar que as concentragdes
dos diversos constituintes estejam dentro dos limites estabelecidos pela legislagdo vigente

aplicavel (Rito et al., 2012).

2.2 Técnicas de preparo de amostra

Embora o desenvolvimento de instrumentos analiticos eficientes esteja em constante
evolucdo, a maioria desses equipamentos ndo suporta o uso direto da matriz (Figueiredo;
Borges; Queiroz, 2015). Desta forma, o preparo de amostra tem por objetivo tornar o soluto a
ser determinado compativel com a realiza¢ao da analise quimica, de acordo com a técnica a ser
empregada (Figueiredo; Borges; Queiroz, 2015; Zhong; Li, 2017).Trata-se de uma etapa de
extrema importancia para adquirir parcela da amostra enriquecida e livre de interferentes, que
afetard diretamente na sensibilidade e seletividade do método (Figueiredo; Borges; Queiroz,
2015).

A técnica de preparo de amostras deve estar em conformidade com o instrumento
analitico a ser utilizado e, preferencialmente, ser rapida, de facil realizagdo e baixo custo
(Figueiredo; Borges; Queiroz, 2015). Para a promocao do procedimento de limpeza (clean up)
em amostras complexas e adequacdo do nivel de concentragdo dos analitos para sua
determinagdo, a sele¢do do tipo de preparo deve se embasar em propriedades fisico-quimicas
dos componentes da amostra como solubilidade, polaridade, estabilidade térmica e quimica
(Figueiredo; Borges; Queiroz, 2015).

A etapa de extracdo, que consiste em transferir o analito da matriz para um solvente
adequado, ¢ uma das mais importantes dentro do preparo de amostras. Diversas técnicas de
extracdo podem ser usadas para reducao ou eliminagao dos interferentes a fim de que ndo afetem
a exatidao do método, como por exemplo a extragdo liquido-liquido (LLE), extragdo em fase
solida (SPE) e dispersdo da matriz em fase solida (MSPD) (Figueiredo; Borges; Queiroz, 2015;
Ocana-Gonzalez et al., 2015). O desenvolvimento de técnicas baseadas em microextragao tem
se destacado, visto que demandam baixo consumo de reagentes e, consequentemente,
promovem a reducao do volume de solventes organicos toxicos, pois a fase de extragdo ¢
empregada na ordem de microlitros (Ocana-Gonzélez ef al., 2015).

Em se tratando de matrizes de composi¢do complexa, como ¢ o caso dos cosméticos,
a remocao de interferentes em potencial antes da determinacao de parabenos ¢ tradicionalmente

realizada por LLE empregando diferentes solventes organicos isolados ou combinados (Ocafa-
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Gonzalez et al., 2015). Nessa técnica, a particdo do analito se da entre dois liquidos ou entre
fases imisciveis (Figueiredo; Borges; Queiroz, 2015).

Em busca de um método de extragdo com baixo consumo de reagentes e
ambientalmente amigavel, neste trabalho de tese optou-se por empregar a micro extracao
liquido-liquido, utilizando DES como solvente extrator, em substituicdo a solventes organicos
toxicos. A adigdo de proporg¢des de etanol como adjuvante foi avaliada com intuito de promover

a reducdo da viscosidade do DES para favorecer o processo de transferéncia de massa.

2.3 Solventes eutéticos profundos

Em se tratando de preparo de amostras e extracdo de analitos, vem crescendo o
interesse por métodos mais ambientalmente amigaveis que evitem ou empreguem quantidades
reduzidas de solventes organicos toxicos. Neste contexto, uma classe de solventes verdes
denominados solventes eutéticos profundos (DESs) surgiu recentemente como uma alternativa
a solventes organicos em procedimentos de extragdo (Abbott ez al., 2003; Ge et al., 2020; Santos
et al., 2022).

O termo DES foi introduzido na literatura por Abbott et al. e trata-se de liquidos que
podem ser preparados facilmente pela mistura de doadores de ligagdo de hidrogénio (HBDs) e
de receptores de ligagcdo de hidrogénio (HBAs) biodegradaveis. Geralmente, um sal quaternario
de amodnio e um outro constituinte organico que possui atomos eletronegativos ligados ao
hidrogénio (fluor, carbono ou oxigénio) estdo envolvidos na sintese como HBAs e HBDs,
respectivamente (Abbott ef al., 2003; Santos et al., 2022).

O cloreto de colina ¢ o HBA mais utilizado, porém existem inimeras combinag¢des
com moléculas de HBDs, como pode ser exemplificado na Tabela 1 (Radosevi¢ ef al., 2018;

Santos et al., 2022).

Tabela 1- Lista dos DESs obtidos com cloreto de colina e algumas das diversas combina¢des de HBDs.

DES Abreviacao Razdo molar
Cloreto de colina:acido oxalico ChOx 1:1
Cloreto de colina:sorbitol ChSol 2:3
Cloreto de colina:xilitol ChXylol 5:2
Cloreto de colina:uréia Chu 1:2
Cloreto de colina:etilenoglicol ChEg 1:2

Fonte: RadoSevi¢ et al. (2018); Santos et al. (2022)
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As interagoes entre HBA-HBD levam a formagao de ligagdes de hidrogénio (Figura
2) resultando em misturas eutéticas com um ponto de fusdo significativamente mais baixo do

que os constituintes puros (Santos et al., 2022).

cloreto de colina cloreto de colina cloreto de colina
Cl- Cl- Cl-

./OH ./OH rO ...... H

HBD HBD HBD

Figura 2- Representagdo das intera¢cdes moleculares na formagdo de um DES com cloreto de colina como HBA

(Adaptado de Santos, 2022).

A representacdo de uma mistura eutética pode ser observada na Figura 3. Onde PF(A)
e PF(B) representam os pontos de fusdo dos componentes puros e ATt corresponde a diferenca
de temperatura entre o sistema eutético e a temperatura que o sistema apresentaria se nao

houvesse sua formagao.

PF (A)
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Eﬂ A + liquido B + liquido
=
ponto eutético
solido A + s6lido B
A Fracio molar B

Figura 3- Diagrama de fases de dois componentes com representacdo do ponto eutético (Smith; Abbott; Ryder,

2014).
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Além de todas as vantagens do uso de DESs, aqueles derivados do cloreto de colina
como HBA nao requerem pré-tratamento adicional e sdo soluveis em agua e em certos solventes
organicos (Abbott et al., 2003; Shishov et al., 2017; Sivrikaya, 2019). Tal solubilidade ¢
vantajosa em virtude das altas viscosidades que a formacgao de ligagcdes de hidrogénio confere
aos DESs. O que limitaria sua aplicagdo na extracdo de analitos, pode ser contornado pela
adicdo de agua ou de etanol, por exemplo, aumentando a transferéncia de massa no
procedimento de extracao (Costa et al., 2020; Santos et al., 2022; Sivrikaya, 2019).

Os solventes eutéticos profundos vém sendo empregados na extracao de parabenos de
diversas matrizes como enxaguantes bucais, xampus, cremes para maos € rosto, cremes
antiacne, gel de aloe vera, 6leos e creme dental, demonstrando seu potencial em procedimentos
de microextragdo liquido-liquido dispersiva (DLLME) e, principalmente, em LLME (Nezami
et al., 2021; Cao et al., 2022; Dalmaz; Ozak, 2022; Ge et al., 2020; Sivrikaya, 2019). Neste
trabalho de tese optou-se por empregar LLME como técnica de extracao utilizando DES a base

de cloreto de colina e etilenoglicol.

2.4 Espectrometria de fluorescéncia molecular

A espectrometria de fluorescéncia molecular ¢ um método optico de analise inserido
nos métodos de luminescéncia molecular, em que moléculas do analito sdo excitadas e o
espectro de emissdo da espécie resultante gera informacdo para andlise qualitativa ou
quantitativa. Dentre os métodos de luminescéncia molecular, a fluorescéncia e a fosforescéncia
sdo conhecidas pelo termo genérico fotoluminescéncia, dada sua similaridade na excitacdo, que
ocorre por absor¢do de fotons. No entanto, a fluorescéncia se origina de transigdes de mesma
multiplicidade de spin (singleto/singleto), tendo maior probabilidade de ocorrer.

A aromaticidade ¢ uma importante caracteristica para que o composto apresente
fluorescéncia (Lakowicz, 2006; Skoog; Holler; Nieman, 2002). Desta forma, a estrutura
aromatica presente nos parabenos evidencia a aplicabilidade da técnica de fluorescéncia
molecular para a investigagdo dos analitos. Na literatura, somente a HPLC com detector de
fluorescéncia foi utilizada para a quantifica¢ao de parabenos em cosméticos com comprimentos
de onda de excitacdo e de emissdo de 254 e 310 nm, respectivamente (Yilmaz; Tokat, 2020;
Zgota-Grzeskowiak et al., 2016).

Geralmente, dados espectrais de fluorescéncia sdo apresentados como espectros de
emissdo em que a excitacdo ocorre em um comprimento de onda fixo a medida que a emissdo

¢ registrada em fun¢do do comprimento de onda. J4 nos espectros de excitagdo, o comprimento
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de onda de excitacdo (Aex) varia numa faixa definida enquanto o comprimento de onda de
emissao (Aem) € fixo (Skoog; Holler; Nieman, 2002).

E possivel obter um espectro tridimensional variando o comprimento de onda de
excitacdo de modo que para cada A um espectro de emissdao ¢ registrado. O conjunto de
espectros resultantes ¢ conhecido como Matriz de Excitagdo-Emissdao ou espectro de

fluorescéncia total (Olivieri; Escandar, 2014). A Figura 4 mostra representacdes de um espectro

3D de excitagao-emissao
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Figura 4- Representagdes espectrais de matriz de excitagdo-emissao de PP: superficie 3D (a); grafico de

contorno (b). Fonte: autora.

A espectrofluorimetria possibilita, em um Unico instrumento, um modo conveniente
de obter dados de matrizes de fluorescéncia de excitagdo-emissdao (EEFM) que, por sua vez,
apresentam carater trilinear. No entanto, outros sinais que nao sao provenientes do fenomeno
de fluorescéncia podem ser detectados. Fenomenos como os espalhamento Rayleigh, Raman e
o segundo harmoénico do Rayleigh podem produzir bandas e os dados de EEFM serdo
acompanhados desses sinais de dispersdo. Porém, esses sinais sdo indesejados, visto que nao
sdo trilineares e tornam a analise dos dados menos simples. Uma forma de lidar com esses dados
nao trilineares € restringir a faixa de excitacao para evitar a contribui¢ao dos sinais de dispersao
no sinal geral (Olivieri; Escandar, 2014).

Apesar da maior sensibilidade e seletividade da espectrometria de fluorescéncia
molecular comparada ao fendmeno de absor¢do UV-Vis, amostras complexas podem apresentar
diversos constituintes fluorescentes. Esses constituintes podem apresentar sinais
significativamente sobrepostos, levando ao emprego de processamento quimiométrico

avancado para recuperar sinais de analitos individuais (Olivieri; Escandar, 2014).
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2.5 Quimiometria

A Quimiometria ¢ a drea que adota métodos estatisticos € matematicos para, a partir
de dados quimicos, obter 0 maximo de informacgdes relevantes possivel (Varmuza; Filzmoser,
2008). Trata-se de métodos eficazes bastante utilizados em Quimica Analitica, cujas aplicacdes
vem crescendo com a maior capacidade de exploragdo e, consequente crescimento na
quantidade e variedade de dados experimentais proporcionada pelo desenvolvimento
tecnologico (Ferreira, 2015; Peris-Diaz; Krezel, 2021).

A interdisciplinaridade caracteristica da Quimiometria, favorece um papel importante
na interpretagdo correta de dados multivariados. Sua atuacdo vai desde o planejamento dos
experimentos, para melhorar a qualidade das informagdes provenientes, até o tratamento dos
grandes conjuntos de dados obtidos de modo a analisa-los e estrutura-los ( Ferreira, 2015; Peris-
Diaz; Krezel, 2021; Varmuza; Filzmoser, 2008).

Dentro da area de Quimiometria, destacam-se as técnicas de planejamento e
otimizagdo de experimentos, métodos de reconhecimento de padrdes e aqueles baseados em
calibracdo multivariada (Gemperline, 2006). Neste trabalho de tese, foram empregados os
métodos de planejamento e otimizagcdo de experimentos e calibragdo multivariada, cuja

abordagem teorica ¢ apresentada nas proximas secoes.

2.5.1 Planejamento experimental

O planejamento e otimizagdo de experimentos tem importante fun¢do dentro da
quimiometria. Seu objetivo ¢ planejar e realizar os experimentos de forma eficiente,
investigando o dominio experimental de forma sistemdtica, com a menor quantidade de
experimentos possivel (Brown; Tauler; Walczak, 2009). Em Quimica Analitica, o termo ¢
bastante empregado no sentido de obter a melhor resposta possivel a partir da descoberta das
condig¢des a serem empregadas em um procedimento (Bezerra et al., 2008).

Em contrapartida, a abordagem cléassica de avaliar uma variavel por vez (OVAT), a
metodologia de superficie de resposta (RSM) consiste numa técnica estatistica multivariada
capaz de otimizar simultaneamente os niveis das variaveis visando o melhor desempenho do
sistema (Bezerra et al., 2008). A RSM tem a vantagem de incluir a interacao entre as variaveis
estudadas, retratando de modo mais completo os efeitos dos parametros na resposta. Como
consequéncia dessa caracteristica, ¢ necessario um numero reduzido de experimentos e,
consequentemente, menor demanda de reagentes, materiais ¢ menor consumo de tempo

(Bezerra et al., 2008).
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A RSM ¢ baseada no ajuste dos dados experimentais a uma equagdo polinomial que
descreve o comportamento dos dados relacionados ao planejamento experimental, a fim de
fazer predigdes estatisticas com base nesse modelo (Bezerra ef al., 2008). Sua aplicacdo ¢ de
extrema importancia quando uma ou mais respostas sofrem influéncia de diversas variaveis
(Bezerra et al., 2008).

Mesmo antes de empregar a RSM, ¢€ necessario escolher o planejamento experimental
que definird quais experimentos serdo realizados (Bezerra et al., 2008). Para a escolha do
planejamento mais adequado, ¢ necessario definir o objetivo a ser atingido com os
experimentos. Dele depende todas as operagdes experimentais especificadas detalhadamente a
serem realizadas, o que implica em planejamentos distintos para objetivos diferentes (Barros
Neto; Scarminio; Bruns, 2010). Ainda, quando o conjunto de dados nao apresenta curvatura,
planejamentos para modelos de primeira ordem podem ser utilizados. Porém, quando se deseja
explorar a curvatura da funcdo resposta, planejamentos experimentais para superficies de
resposta quadraticas devem ser utilizados (Bezerra ef al., 2008).

O planejamento composto central (CCD) ¢ amplamente utilizado em modelos de
segunda ordem para descrever sistemas empiricos (Caglar er al., 2018). Em geral, esse
planejamento consiste em trés partes: um planejamento fatorial completo ou fracionado
(cubico); axial (ou estrela) em que os pontos estdo a uma distdncia a do centro; € n pontos
centrais (Barros Neto; Scarminio; Bruns, 2010; Bezerra et al., 2008) . A Figura 5 mostra a

representacdo do planejamento composto central para a otimizacgao de trés fatores.

9
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Figura 5- Planejamento composto central para trés fatores. (°") Pontos do fatorial 23, (@) pontos axiais, (O) ponto

central (Adaptado de Barros Neto, 2010).
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O numero total de experimentos necessarios para um CCD ¢ descrito pela Equacao 1

N=2K+2k+c, (1)

Onde k corresponde ao numero de fatores e ¢, ¢ 0 numero de réplicas no ponto central

(Carabajal et al.,.2020).

Apos ajustar a funcdo aos dados experimentais, ¢ necessario analisar se o modelo
matematico encontrado descreve satisfatoriamente o dominio experimental. A qualidade do

ajuste do modelo pode ser avaliada pela anélise de varidncia (ANOVA), Tabela 2.

Tabela 2- Anélise de variancia para modelo matematico ajustado a um conjunto de dados experimentais.

Fonte de variacao Soma quadratica GL Média quadratica
nj
) T SQr
Regresséo SQg = @ — ) p—1 MQy = —
i
m M
] _ .2 _ S0
Residuos SQr = ij =91 n—p MQ, =
— L n—p
i j
m N
. 3 o _ SQraj
Falta de ajuste SQpqj = & —v0) m-—p MQgqj = p—
i
m M
— .\2 Ser
Erro puro SQep = iy — Vi) n—m MQ., =
S n—m
m M
Total SQr =ZZ(yij 92 | n-1
i
L ) SQx
% de variacéo explicada (R?) S0,
T
% maxima de variagao SQr — SQep
explicavel SQr

n= nameros de repeti¢cdes no nivel i; m= nimero de niveis distintos da varidvel independente; n =
Y. n;=ntmero total de observagdes; p = nimero de paridmetros do modelo (Adaptado de Barros Neto,
2010).

Na analise de variancia, SQr corresponde a parcela da variagao total das observagdes
em torno da média descrita pela equagdo de regressdao, enquanto SQ; corresponde a parcela

descrita pelos residuos. Quanto maior o valor de R? (coeficiente de determinac¢do), ou seja,
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quanto maior a fragdo descrita pela regressdo, mais bem ajustado serd o modelo as respostas
observadas (Barros Neto; Scarminio; Bruns, 2010).

E possivel, ainda, avaliar a significancia estatistica da equagdo de regressdo a partir
das médias quadraticas MQ’s, que sdo obtidas dividindo as somas quadraticas (SQ’s) pelos
respectivos graus de liberdade (GL). Se ndo houver relagdo entre X e y e o coeficiente angular
B1 for igual a zero a razdo dada pela Equacdo 2 segue uma distribui¢do F (Barros Neto;

Scarminio; Bruns, 2010) .

MQr _
MQ, ~ Fp—l,n—p (2)

Logo, se MQr/MQ; > F critico é possivel demonstrar a existéncia de relacédo linear
entre X e y e quanto maior que o F critico for o valor da razdo, maior a significancia da equacgéo
(Barros Neto; Scarminio; Bruns, 2010).

A MQ: pode ser dividida em duas partes: a médias quadraticas devido a falta de ajuste
(MQgj) e ao erro puro (MQp). Estas médias correspondem respectivamente, a falta de ajuste
do modelo as respostas observadas e a medida do erro aleatorio (Barros Neto; Scarminio; Bruns,
2010). Utilizando o valor MQgj/MQe, € comparando com o valor de F critico para os
respectivos graus de liberdade, pode-se verificar que ndo ha falta de ajuste no modelo se
MQ#i/MQep for menor que F critico (Pimentel; Neto, 1996).

Apo6s 0 modelo matematico que descreve o comportamento da resposta ser encontrado
e ter seu ajuste avaliado, com a superficie de resposta gerada, pode se verificar a possibilidade
e necessidade de realizar um deslocamento na dire¢do apontada como ideal. No entanto, ha
casos em que a regido experimental ndo pode ser deslocada por razdes fisicas ou instrumentais,
ficando a cargo do analista encontrar a melhor condi¢do operacional dentro da condigdo

experimental estudada (Bezerra et al., 2008).

2.5.2 Calibrac¢ao multivias

Apesar de sua simplicidade, o método univariado possui limitagcdes por assumir que
apenas o constituinte de interesse exerce influéncia na resposta medida. Em sistemas com mais
de um componente quimico, dificilmente uma resposta instrumental (variavel) sera satisfatoria
para prever a concentragdo de um destes componentes (Ferreira, 2015).

Ao introduzir um nimero maior de variaveis, podem ser realizadas determinacdes

simultaneas ainda que em sistemas complexos, com diferencas espectrais, presenga de alta
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correlacdo e de interferentes (Ferreira, 2015). De modo geral, sdo chamadas de multivariadas
as estratégias de calibracdo nas quais se aplicam medidas multiplas para cada amostra (Oliviert;
Escandar, 2014). As variaveis podem ser geradas a partir de uma faixa espectral (calibracao
multivariada de primeira ordem) ou de multiplos sensores (calibragcdo multivias).

Em calibragdo multivias, para cada amostra analisada um tensor de dados ¢ obtido,
que pode corresponder a uma matriz, no caso de calibracdo de segunda ordem, ou um cubo de
dados para calibracao de terceira ordem, por exemplo (Olivieri, 2014; Brown; Tauler; Walczak,
2009). A Figura 6 representa estrutura e organizacao dos dados para cada amostra, de acordo
com sua ordem de calibragdo associada. A metodologia de calibragdo multivias abrange as

calibragdes de segunda ordem em diante.

Tensor: Escalar Vetor Matriz 3 vias
—

Dados: Ordem 0 17 ordem 2° ordem 3° ordem

\ } o\ J

Y ¥
Univariado Multivariado
\ Y /
Multivias

Figura 6- Classificagdo dos dados de variaveis preditoras e suas respectivas metodologias de calibragdo (Pefia et

al., 2015).

Utilizando a notagdo em termos de vias, em que os dados sdo organizados para um
conjunto de amostras, dois eixos correspondem as respostas instrumentais € um eixo ¢
relacionado a cada amostra formando um cubo para a calibragdo de segunda ordem, que
corresponde a calibragdo em trés vias (Olivieri; Escandar, 2014; Brown; Tauler; Walczak,
2009).

Dados de segunda ordem sao obtidos a partir de técnicas hifenadas ou de instrumento
como espectrofluorimetro, que registra matrizes de excitacdo ¢ emissdo (Brown; Tauler;
Walczak, 2009). O conjunto de calibracdo ¢ obtido com padrdes do analito puro. O tratamento

dos dados mais complexos gerados, possibilita a predicdo em amostras, mesmo na presenga de
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substancias ndo consideradas na etapa de calibragdo (vantagem de segunda ordem) ( Olivieri,
Escandar, 2014). Isso ocorre devido ao fato de a contribuicdo de interferentes poder ser excluida
matematicamente (desconsiderados com base no conjunto de calibracdo), desde que apresente
diferenca do sinal do analito em algum dos modos de aquisi¢ao dos dados (Pena et al., 2015).

A vantagem de segunda ordem, oferece ainda a possibilidade de se trabalhar com um
numero reduzido de amostras de calibragdo quando comparado a calibragdo de primeira ordem,
pois ndo ha a necessidade de que o conjunto de calibragc@o seja representativo para amostras
futuras (Olivieri; Escandar, 2014).

A escolha do algoritmo de calibracdo ¢ primordial e deve ser direcionada levando em
conta as propriedades especificas dos dados, podendo a partir disto, propor um modelo provavel
para compreendé-los. Do mesmo modo que a linearidade ¢ importante na calibragdo univariada,
a definicdo de bilinearidade e triliniaridade é essencial em calibragdo multivias (Olivieri;
Escandar, 2014).

Bilinearidade e trilinearidade relacionam-se a instrumentagdo da qual os dados sdo
provenientes e de suas singularidades. Como exemplos, dados de HPLC sdo bilineares e dados
de Fluorescéncia sdo trilineares, por natureza. Matematicamente, sao termos que se relacionam
com o0 modo como ¢ possivel representar uma matriz partindo de elementos matematicos mais
basicos, como vetores (Olivieri; Escandar, 2014).

Para um conjunto de amostra, um tensor de dados de trés vias X pode ser construido
de modo que as matrizes de tamanho J x K medidas para I amostras sejam arranjadas em um

tensor de dados de tamanho I x J x K (Figura 7) (Olivieri; Escandar, 2014).

Amostras

ﬁ?
By
£

o
¥
Respostal J

Figura 7- Tensor de trés vias obtido a partir do empilhamento das matrizes de dados no modo de amostras

(Adaptado de Olivieri, 2014).
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A expressdo matematica ¢ descrita pela Equa¢do 3, para uma mistura de N

constituintes que geram sinais trilineares (Pena et al., 2015; Olivieri; Escandar, 2014).
_VF
Xijk = Df=1 airbjrCkr t €jjk (3)

Em que ajr simboliza um elemento no modo de amostra referente ao perfil, isto €, o
valor do perfil para o componente f na amostra i. bjre ckrcorrespondem ao valor do constituinte
nos perfis b e ¢, respectivamente. O termo eijk ¢ referente aos erros aleatorios, inevitaveis em
medidas experimentais que incluem ruidos. No caso de dados de dados de fluorescéncia, os
termos bjr e ckr representam os espectros de excitagdo e emissdo, respectivamente (Olivieri;
Escandar, 2014).

O tensor X ¢ dito trilinear se os vetores que representam as contribui¢cdes em cada
dimensao sao reprodutiveis entre as amostras (mesmo perfil) e se para amostras diferentes
variam apenas as proporg¢oes de suas intensidades (Pena et al., 2015; Olivieri; Escandar, 2014).

O procedimento para recuperar os valores de aif, bjr € ckr de X ¢ chamado de
decomposic¢do, sendo o tensor de trés vias decomposto nas trés matrizes A, B ¢ C. Onde A
corresponde a matriz dos scores, B e C sdo matrizes de /oadings. Um algoritmo capaz de realizar
essa decomposi¢ao ¢ denominado algoritmo de decomposigao trilinear (TLD). Dentre os varios
algoritmos disponiveis, a analise de fatores paralelos (PARAFAC) ¢é o algoritmo mais utilizado

(Olivieri; Escandar, 2014).

2.5.2.1 Analise de fatores paralelos

Desde a primeira aplicacao da Analise de fatores paralelos por Appellof e Davidson
em espectros de matrizes de fluorescéncia de excitagdo-emissdo, o nimero de aplicagdes na
area de quimica analitica vem crescendo (Appellof; Davidson, 1981; Peia et al., 2015). Analise
de fatores paralelos ¢ um método de decomposic¢ao trilinear cujo objetivo € encontrar os valores
dos parametros ais, bjr € ckr (Equagao 3) de modo a minimizar a soma dos erros quadraticos

(SSE) descrito na Equaciao 4 (Olivieri; Escandar, 2014).

SSE = ¥l Y- Dk el 4)
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Onde I corresponde ao nimero de amostras no arranjo trilinear, J e K referem-se aos

numeros de sensores nos modos instrumentais (Olivieri; Escandar, 2014).

A Figura 8 representa graficamente o esquema de decomposicdo dos dados pelo

PARAFAC para dois componentes (F=2) com base na Equac¢ao 3 (Bro, 1997).

Cq %)
b, b,
. = + +
E
a, a,

Figura 8- Representagdo grafica da decomposi¢do de X realizada para um modelo PARAFAC com dois

componentes em duas triades de vetores (Adaptado de Bro, 1997).

Uma vantagem do PARAFAC ¢ a caracteristica de unicidade da solugdo, ou seja, ha
uma Unica solucdo para aig, bjr e ckr (Bro, 1997; Olivieri; Escandar, 2014). Se os dados forem
realmente trilineares, o espectro da substancia de interesse sera encontrado desde que o nimero
de componentes esteja correto e a relagdo sinal-ruido seja apropriada (Bro, 1997). Tal vantagem
tem enorme interesse para os métodos de calibracdo multivias, visto que possibilita predizer
amostras de teste mesmo se interferentes ndo calibrados estiverem presentes (Olivieri;
Escandar, 2014). No entanto, o modelo PARAFAC ¢ dito indeterminado com relagao a escala e
ordem dos vetores de loadings. A ordem dos componentes ndo ¢ definida e os perfis recuperados
precisam ser identificados a partir de espectros de referéncia. Para predizer amostras de teste,
uma referéncia também ¢ necessaria para calcular um modelo de calibragao com o perfil obtido
(Pefia et al., 2015).

O grafico de regressdo gerado a partir dos valores recuperados de air, que sdo
diretamente proporcionais a concentragdo de cada constituinte puro em cada amostra (tanto na
calibracdo quanto nas amostras de teste), ¢ chamado de curva pseudo-univariada (Olivieri;
Escandar, 2014). Essa separacao digital que o PARAFAC realiza dos constituintes como se eles
estivessem fisicamente separados das misturas ¢ conhecida como cromatografia virtual
(Olivieri; Escandar, 2014).

O nuimero de fatores do modelo pode ser diferente para cada amostra desconhecida, o

que implica na modelagem de uma amostra por vez. Além disso, ¢ de extrema importancia que
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o valor de F seja escolhido corretamente para o melhor desempenho possivel. Na literatura
existem diferentes abordagens para de terminar o nimero correto de componentes do modelo
como conhecimento quimico do sistema (visualizacdo dos loadings), analise dos residuos,
variancia explicada e diagndstico de consisténcia de core (CORCONDIA) (Pena et al., 2015).
Segundo o CORCONDIA, ap6s o numero de fatores correto ser alcancado a
consisténcia de core cai para cerca de 50% (Olivieri; Escandar, 2014). No entanto, a eficiéncia
da utilizacdo dessa métrica tem sido questionada, visto que o PARAFAC tem apresentado
desempenho satisfatério mesmo ao indicar inconsisténcia trilinear (Olivieri; Escandar, 2014).
Olivieri e Escandar recomendam o critério baseado no ajuste residual (sf;) dado pela
Equacio 5, pois além de ser um bom indicador para obter o nimero correto de F, ¢ mais
intuitivo. Neste caso, se estuda a estabilizacao do ss: no nivel do ruido a medida que se aumenta

o numero de componentes (Olivieri; Escandar, 2014).

SSE
Stit = |Tx7xk @)

Olivieri e colaboradores desenvolveram e disponibilizaram a interface grafica MVC2
para MATLAB, permitindo gerenciar varios algoritmos de calibragdo multivariada de segunda
ordem. O MVC2 toolbox simplificou para os usuarios a execu¢do de algoritmos como o

PARAFAC para lidar com problemas multivariados de segunda ordem (Olivieri; Wu; Yu, 2009).

2.6 Estado da arte da determinacio de parabenos em cosméticos

Os parabenos tém sido quantificados de modo individual em diversas matrizes
cosméticas utilizando varias técnicas analiticas como espectrofotometria, voltametria e
cromatografia gasosa ( Ahmad Rather; Al abri; Kannan, 2020; Altunay; Elik, 2022; Rajabi et
al.,2017). No entanto, a HPLC tem se destacado entre métodos para a determinagdo de varios
parabenos, ainda que frequentemente envolva procedimentos de extragdo laboriosos (Abad-Gil
et al., 2021b; Gongalves; Nagata; Peralta-Zamora, 2020; Giille ef al., 2019; Kaur et al., 2020b;
Shaaban et al., 2018; Shen et al., 2018). Apesar de sua capacidade de identificar e quantificar
espécies quimicas, a HPLC ¢ uma técnica complexa e de alto custo, que demanda alto consumo
de solventes organicos, tempo ¢ mao de obra especializada.

Neste contexto, Zgota-Grzeskowiak et al. (2016) desenvolveram a primeira

metodologia a empregar HPLC com detector de fluorescéncia para a determinagao de MP, EP,
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PP e BP em cosméticos (tonico facial, 4gua micelar e perfume), com um procedimento de
preparo de simples dilui¢ao (Zgota-Grzeskowiak et al., 2016).

Elif Yildiz e Cabuk (2018) quantificaram parabenos em amostras semissolidas de
cremes, incluindo cremes preventivos de assaduras. A extracdo foi realizada utilizando, pela
primeira vez, MSPD associada com um solvente supramolecular (SUPRAS), apresentado como
uma alternativa ao uso de solventes organicos. No entanto, o tetrahidrofurano (THF) ¢ usado
como eluente, a sintese de SUPRAS demanda solventes organicos e sua formacao também
depende de uma solugao de THF. Ainda, devido a complexidade das matrizes, sdo necessarios
dois métodos de extracdo, MSPD e microextragdo com solvente supramolecular (SUPRAS-
ME) (Yildiz; Cabuk, 2018).

Levando em consideragdo os produtos cosméticos utilizados rotineiramente, ¢ notavel
uma grande variedade nas formulagdes (cremes, géis, oleos, etc) (Abad-Gil ef al., 2021; Long et
al., 2021). Desse modo, a medida que a composi¢do se distancia da base aquosa, se tornando
mais complexa, sdo necessarios procedimentos de extracdo mais elaborados que requerem
maior tempo e¢ consumo de reagentes (Abad-Gil et al., 2021; Alvarez-Rivera et al., 2012;
Baranowska; Wojciechowska, 2013; Kaur et al., 2020; Long et al., 2021). No entanto,
recentemente os DESs vém sendo introduzidos como alternativa ambientalmente amigéavel nos
procedimentos de extracdo. Apesar de compartilharem algumas propriedades fisico-quimicas
com os liquidos i6nicos (ILs), os DESs sdao notaveis pela facilidade do preparo,
biodegradabilidade e baixo custo (Ge ef al., 2020; Kaya; Cetinkaya; Ozkan, 2022; Santos et al.,
2022).

Sivrikaya (2019) estudou pela primeira vez a utilizagdo de DES para extracdo de
parabenos. Neste trabalho foram analisadas amostras de 6leos cosméticos empregando HPLC-
UV e LLME assistida por vortex, utilizando um DES baseado em cloreto de colina e
etilenoglicol (2:1). A otimizag¢do da extracdo foi realizada avaliando uma variavel por vez
(OVAT) (Sivrikaya, 2019).

Ge et al. (2020) desenvolveram um método de extragdo baseado em microextragdo
liquido-liquido dispersiva assistida por voértex (VA-DLLME) para a extracdo e pré-
concentragdo de parabenos em amostras de produtos alimenticios, cosméticos e farmacéuticos.
Para os cosméticos em particular (dois cremes e uma lo¢do), houve a necessidade de realizar
um pré-tratamento com metanol nas amostras antes de serem submetidas 8 VA-DLLME. Um
novo tipo de DES polimérico sintetizado a partir de DL-mentol e polietileno glicol 400 (1:1)

foi estudado para a extragdo e as condigdes foram otimizadas pela metodologia OVAT. Neste
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estudo as andlises foram conduzidas utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD) ( Ge et al., 2020).

Nezami et al. (2021) empregaram o DES feito a partir de timol:acido enantico (1:1)
para a extracao de parabenos e inovaram ao introduzir um dispositivo para promover a dispersao
do solvente extrator nas amostras de cosméticos (tonico facial, enxaguante bucal, gel de
lidocaina e de Aloe Vera). Tanto a estratégia de avaliar uma variavel por vez quanto RSM foram
empregadas na otimiza¢ao da DLLME assistida por fluxo de gas (Nezami et al., 2021).

Dalmaz e Ozak (2022) promoveram a quantificagdo de parabenos em enxaguantes
bucais utilizando HPLC-UV. Neste trabalho a microextracdo liquido-liquido assistida por
vortex (VA-LLME) foi empregada, utilizando um DES obtido a partir de DL-mentol e acido
decandico (4:1) como solvente extrator. A metodologia OVAT foi utilizada para otimizar os
parametros envolvidos na extragdo e o método otimizado e validado foi empregado para
quantificar parabenos em dez amostras comerciais de enxaguantes bucais (Dalmaz; Ozak,
2022).

Também empregando LLME, Cao et al. (2022) utilizaram um DES de baixa
viscosidade, produzido a partir de cloreto de tetrabutilamonio e etanol (1:5), para extragao de
parabenos em amostras de creme dental. No entanto, n-hexano foi utilizado na extracao
juntamente com o DES para a etapa final de limpeza. As variaveis envolvidas na extragdo foram
avaliadas uma por vez e as analises feitas por HPLC-DAD (Cao et al., 2022).

A aplicagdo de DESs na extracdo de parabenos de diversas matrizes cosméticas tem
demonstrado seu potencial nos procedimentos de extragdo baseados em DLLME e,
principalmente, em LLME. Além de todas as vantagens do uso de DESs, os derivados do cloreto
de colina como HBA ndo exigem pré-tratamento adicional e sdo soliveis em agua e em
determinados solventes organicos (ABBOTT et al., 2003; SHISHOV et al., 2017; SIVRIKAYA,
2019). Embora os DESs preparados a partir de cloreto de colina e etilenoglicol (ChCL:EG)
tenham sido usados na extracdo de parabenos de amostras de 6leos cosméticos, seu uso para
extragdo em matrizes semissolidas ainda ndo foi relatado (Sivrikaya, 2019).

Na maioria dos trabalhos relatados anteriormente, a otimizacdo dos parametros
analiticos foi realizada usando a estratégia OVAT (Cao et al., 2022; Dalmaz; Ozak, 2022; Ge et
al., 2020; Sivrikaya, 2019). No entanto, essa abordagem tem algumas defici€éncias, como
muitos experimentos, resultando em maior consumo de recursos e tempo ( Bezerra et al., 2008;
Kashani; Ghoreishi; Khoobi, 2019). Além disso, ela impossibilita a determinagdo de como as
variaveis interagem entre si ¢ a influéncia dessas interagdes na resposta (Altunay; Elik, 2022;

Kashani; Ghoreishi; Khoobi, 2019). Para contornar essas restricoes, a RSM tem sido
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amplamente empregada como uma técnica estatistica multivariada para otimizar
simultaneamente os niveis das variaveis € melhorar o desempenho do sistema (Bezerra et al.,
2008).

Alguns estudos aplicaram a RSM para a otimizagao dos procedimentos de DLLME e
LLME usando DESs e determinacdo espectrométrica UV-Vis de parabenos individuais.
Entretanto, esses métodos exigiram o pré-tratamento da amostra com solventes organicos
(Altunay; Elik, 2022).

Apesar das vantagens do uso de DESs na extragdo de parabenos em cosméticos, ainda
pode haver a sobreposicao de sinais analiticos proveniente dos constituintes de matrizes
complexas. O uso de técnicas de calibracdo multivias tem se destacado para superar essas
limitacdes (Long ef al., 2021; Vosough et al., 2017; Yin et al., 2018).

Vosough et al. (2017) apresentaram, pela primeira vez, a utilizagdo de ATLD
(Decomposi¢do Tri-linear Alternada) e MCR-ALS (Resolugdo de Curvas Multivariadas com
Minimos Quadrados Alternados) com dados HPLC-DAD, para analise rapida de filtros UV, MP
e PP em amostras de protetor solar. Os autores concluiram que a quantificagdo foi precisa
usando ambos os algoritmos, porém houve um melhor desempenho com MCR-ALS (Vosough
etal.,2017).

Yin et al. (2018) utilizaram de estratégia HPLC-DAD associada aos métodos de
calibragdo multivariada de segunda ordem baseados nos algoritmos ATDL e MCR-ALS para
quantificar MP, EP, PP, BP e mais 4 conservantes (fenoxietanol, acido salicilico,
metilisotiazolinona e 3-iodo-2-propinil-n-butilcarbamato) em madscaras faciais. Os autores
inovaram ao investigar o emprego de ATLD para modelar dados de HPLC-DAD com leves
deslocamentos de tempo e alta sobreposi¢ao de sinais. Nao houve a necessidade de preparo de
amostras demorados ou da separacdo cromatografica completa para a determinagdo dos
analitos. O método mostrou ser rapido e confidvel para a quantificagao dos conservantes, dentre
eles MP, EP, PP ¢ BP (Yin et al., 2018).

Em trabalho desenvolvido por Long et al. (2021), os autores propuseram a
determinagdo rapida e simultanea de MP, EP, PP, BP e mais 8 conservantes em varios produtos
cosméticos, também empregando HPLC-DAD, calibracao de segunda ordem e ATLD para a
modelagem. Quando comparado a métodos com preparo de amostra mais complexos, o método
apresentado teve limites de quantificacdo analogos e até inferiores aos destes métodos, além de
recuperagdes aceitaveis, com a vantagem de possuir uma extracdo simples e menor tempo de

eluicdo cromatografica (Long et al., 2021).
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Nos trabalhos mencionados anteriormente, em que houve o emprego de calibragdo
multivias, o preparo das amostras ocorreu de forma simples, assistido por ultrassom ou vortex.
No entanto, os solventes organicos metanol e acetonitrila foram utilizados como extratores
(Long et al., 2021; Vosough et al., 2017; Yin et al., 2018).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver e validar um
método de calibragdo multivias para a determinagdo do teor total de parabenos em amostras de
creme preventivo de assaduras utilizando espectroscopia de fluorescéncia molecular. A extragao
de parabenos foi realizada por meio de um método ambientalmente amigéavel, empregando DES

como solvente extrator e otimizado por RSM.



Capitulo 3
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3 METODOLOGIA
3.1 Reagentes e solu¢coes

Padrdes de alta pureza (>99%) de metil-4-hidroxibenzoato, etil-4-hidroxibenzoato,
propil-4-hidroxibenzoato e butil-4-hidroxibenzoato foram adquiridos da Sigma Aldrich.
Acetonitrila grau HPLC (J.T Baker) e 4gua ultrapura, obtida de um sistema de purifica¢do de
agua Mili-Q (Milipore), foram utilizados em todo procedimento.

Solugdes estoque individuais dos parabenos foram preparadas, inicialmente em
acetonitrila, & concentracdo de = 300 mg L e armazenadas em frascos ambar no freezer (-
20°C) até sua utilizacdo em, no maximo, uma semana. Para a calibracdo, solugcdes padrdo de
PP foram preparadas diariamente por diluicao apropriada da solugéo estoque, em triplicata, em
solucdo de agua/acetonitrila (65 : 35, v v'!). Sete niveis de concentragdo foram empregados na
faixa de 100 — 1.300 ng g

O conjunto de validagdo foi composto de seis misturas quaternarias de parabenos
preparadas a partir das solucodes estoque de modo a formar misturas com diferentes proporcdes

em cada ponto de concentragdo de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3- Concentragdo dos quatro parabenos nas misturas-padrdo de validagdo

Conjunto de [Clindividua Ng g [Clnominal

validacdo MP EP PP BP ngg?
1 50 66 40 44 200
2 30 180 100 90 400
3 198 150 132 120 600
4 180 100 320 200 800
5 330 220 250 200 1000
6 240 264 300 396 1200

O DES foi sintetizado utilizando cloreto de colina e etilenoglicol adquiridos da Sigma-
Aldrich. O etanol (P.A.) adicionado ao DES para a extracdo foi obtido da marca Dindmica.

As amostras de predigdo foram preparadas através da fortificagcdo de uma amostra
comercial isenta, de acordo com o rotulo do produto, com misturas quaterndrias de parabenos.
Para tal, a amostra isenta foi previamente analisada para a confirmacao da auséncia dos analitos.
As misturas quaternarias foram preparadas em propilenoglicol P.A.(Dindmica) e obedeceram
as mesmas propor¢des das misturas de validacao (Tabela 3).

Por fim, seis amostras de creme preventivo de assaduras infantil de diferentes marcas

e lotes foram adquiridas em farmacias locais (Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil) e utilizadas para
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avaliar o desempenho do método desenvolvido. As composi¢des da amostra isenta e das seis

amostras contendo parabenos estao dispostas no ANEXO 1.

3.2 Sintese e caracteriza¢io do solvente eutético profundo

O DES foi preparado utilizando cloreto de colina (ChCl) como aceptor de ligagdes de
hidrogénio e etilenoglicol (EG) como doador de ligacdes de hidrogénio, numa razao molar de
1:2 (ChCIL:EG). O ChCl e o EG foram pesados num tubo Falcon de fundo plano e agitados em
vortex (30 s). Em seguida, a mistura foi colocada num banho térmico a 60°C até o liquido se
tornar homogéneo e com aspecto translucido (aproximadamente 10 minutos). O DES resultante
foi resfriado a temperatura ambiente e armazenado em dessecador para evitar oxidacdo até seu

uso na fase de extragdo. A Figura 9 dispde o esquema de preparo do DES.

Proporgéo Armazenamento
12 em dessecador

VORTEX AQUECIMENTO
(305) (60°)

Figura 9- Esquema de sintese do solvente eutético profundo. Fonte: autora.

A caracterizacdo do composto sintetizado foi realizada a partir da obtencdo de
espectros no infravermelho tanto do DES quanto de seus precursores. A espectroscopia no
infravermelho por transformada de Fourier com reflectancia total atenuada (FTIR-ATR) foi
realizada em um equipamento Shimadzu — IRPrestige21. Os espectros foram registrados com 4

varreduras na faixa de 4.000 — 600 cm™' e resolucdo de 4 cm™'.

3.3 Otimizacao do procedimento de extraciao

Um planejamento experimental foi realizado a fim de otimizar o processo de extracao
e assim definir a melhor condicao. Para tal otimizagao, utilizou-se um planejamento composto
central (CCD), uma vez que requer um menor niumero de ensaios experimentais que um
planejamento fatorial completo, a0 mesmo tempo que fornece informagdes suficientes sobre o

sistema (Alipanahpour dil ef al., 2021).
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Inicialmente uma amostra de matriz isenta foi fortificada ao nivel de 1% (m m™") com
uma mistura quaternaria de parabenos em propilenoglicol, que ¢ um constituinte comum em
formulagdes de cremes para assaduras. A matriz fortificada foi agitada manualmente com o
auxilio de uma espatula durante 5 minutos, até a homogeneiza¢ao completa. Uma por¢ao de 50
mg da matriz fortificada foi pesada em balancga analitica, e esta quantidade foi utilizada em cada
ensaio de otimizacao.

De modo geral, as extragdes foram realizadas em aliquotas de 50 mg da matriz
fortificada pesadas em micro tubos Eppendorf de 2 mL e massas do solvente extrator foram
adicionadas conforme os niveis apresentados na Tabela 4. Cada mistura foi agitada em vortex
por 10 segundos, sonicada e centrifugada por 5 minutos a 7.000 rpm. A fase liquida de cada
ensaio foi coletada e posteriormente diluida para a medida. As medigdes foram realizadas em
solucdes preparadas pela diluicao adequada dos extratos em uma solugdo de H.O / ACN (65 :
35, v v'!) para atingir uma concentracdo de 600 ng g™, que corresponde ao ponto médio da
curva de calibragdo. As concentragdes de cada parabeno nesse ponto sao mostradas na Tabela
3 (Secao 3.1).

A Tabela 4 dispde os fatores e seus niveis codificados e reais avaliados no CCD.

Tabela 4- Niveis das variaveis independentes reais e codificadas utilizadas para o CCD.

Niveis
Fatores
-a -1 (0) (+1) +a
A: Extrator solvente (g) 0,06 0,20 0,40 0,60 0,74
B: Tempo (min) 3,18 10 20 30 36,82
C: EtOH (%m m™) 3,18 10 20 30 36,82

O efeito de trés fatores na eficiéncia de extragdao de parabenos foi avaliado com base
na recuperacgao, a saber: massa de solvente extrator; tempo de extragdo no ultrassom e teor de
etanol (adjuvante). O solvente extrator foi composto do DES misturado ao EtOH em percentuais
determinados pelo planejamento utilizado. A Figura 10 mostra o modo geral de preparo de

amostras para os experimentos do planejamento.
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VORTEX ULTRASSOM
(105)

\/

Amostra +
Solvente extrator

CENTRIFUGACAO
(7000 rpm)
* Coleta

* Diluigido
* Medida

Figura 10- Preparo de amostras para os ensaios do planejamento experimental. Fonte: autora.

O CCD foi desenvolvido com 17 experimentos (Equagéo 1), realizando triplicatas no
ponto central para determinar o erro experimental. O emprego desse tipo de planejamento
possibilita a andlise de curvatura da funcao que descreve a superficie de resposta (Carabajal et
al., 2020). Os experimentos foram conduzidos de modo aleatorio para avaliar os efeitos dos
fatores na recuperacao de parabenos.

Os fatores significativos determinados a partir do CCD e pelo grafico de Pareto foram
selecionados para a otimizacdo RSM subsequente. Para os fatores nao significativos, os valores
foram mantidos nos pontos centrais. A analise de varidncia (ANOVA) foi aplicada para avaliar
se 0 modelo matematico descrevia satisfatoriamente o dominio experimental estudado (Bezerra
et al., 2008). A andlise dos dados foi realizada utilizando o software STATISTICA para estudar

as contribui¢des dos fatores na resposta e obter um modelo de regressao quadratica.

3.4 Quantificacao em amostras comerciais

Ap0s a otimizacdo do procedimento de extracdo e determinag@o dos niveis dos fatores
que maximizam a recuperacgdo, aliquotas de matriz isenta foram fortificadas em seis niveis,
conforme procedimento detalhado na Se¢do 3.3. As misturas quaternarias de parabenos
obedeceram as mesmas propor¢des de concentragdes utilizadas para a validacdo com padrdes
(Tabela 3).

As extracdes foram realizadas em triplicata para cada nivel de fortificag¢do e o teor de
parabenos totais foi determinado. A recuperagao foi calculada para avaliar a exatidao do método

proposto e a eficiéncia da extragao.
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Para as amostras comerciais de creme preventivo de assaduras infantil em que conta
nos rotulos a presenga de parabenos, além do nivel zero, foram estudados trés niveis de

fortificacdo, a saber: 200 ng g''; 400 ng g'' e 600 ng g

3.5 Aquisicao dos espectros e processamento dos dados

Os espectros 3D de matrizes de fluorescéncia de excitacdo-emissdo (EEFM) foram
obtidos a temperatura ambiente (24 &+ 1°C) utilizando um espectrofluorimetro da marca Agilent
(Cary Eclipse model). Foram realizadas varreduras continuas de fluorescéncia de excitagio-
emissao registrando espectros de emissdao de 290 nm a 420 nm variando o comprimento de onda
de excitacdo de 244 nm a 268 nm, passo de 2 nm e os monocromadores de excitacdo emissao
ajustados com uma abertura de fenda de 5 nm.

Na matriz tridimensional gerada, as linhas correspondem aos espectros de emissao,
enquanto as colunas correspondem aos espectros de excitagdo. O tensor de dados de segunda
ordem tridimensional, obtido pelo agrupamento das matrizes de amostra, foi processado
empregando PARAFAC, executado no Matlab 2021a com a interface grafica MVC2 (Figura
11) desenvolvida por Olivieri e colaboradores (Olivieri; Wu; Yu, 2009). Os espectros das
amostras foram decompostos em componentes puros € o teor total de parabenos foi determinado

por calibrag¢do pseudo-univariada (Bro, 1997; Olivieri; Wu; Yu, 2009; Olivieri; Escandar, 2014).

MVC2: THREE-WAY { SECOND-ORDER CALIBRATION
— Basic data _ Opti
Model TLD v PARAFAC v |l | cai samples excluded
Sensor data 290 420 2 244 263 2 Uncertainty in signals
Selected sensors Uncertainty in
: [ Mean center
Data type XY_matrices hal Constraint in Non-negativity
Sample PLOT | Constraint in Non-negativity
— Fil Constraint in Non-negativity
Initialization DTLD ~
Calibration signals . | cal_pontos.t
Test signals
— Actions. — Sci
Compone | SAVE
_peencr_| . Low
Path D:\Documentos\fluorimetro\curvaPP |

Figura 11- Interface grafica do MVC2 com destaque para a escolha do modelo, o tamanho dos dados e as restrigoes

utilizadas. Fonte: autora.
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Os modelos foram construidos utilizando restricdes de ndo-negatividade nos trés
modos e as amostras foram modeladas uma por vez. O desvio padrdo residual (sz/), foi usado
como parametro para determinar o nimero de componentes (Olivieri; Escandar, 2014). Um
exame da similaridade entre os modos espectrais recuperados pelo PARAFAC e os espectros

de excitacdo-emissdo puros também foi realizado.



Capitulo 5

Resultados e discussao
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Caracterizacao

Dentre as técnicas empregadas para caracterizacdo de DESs, a Espectroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) tem sido amplamente empregada (Alomar
et al., 2016; Gabriele et al., 2019; Santana et al., 2019). A Figura 12 apresenta os perfis
espectrais distintos do solvente eutético estudado (ChEg) e de seus precursores (cloreto de
colina e etilenoglicol), mais pronunciados na faixa espectral entre 3600 — 3000 cm™!, que

corresponde a regido associada aos grupos hidroxila (—OH) (Costa ef al., 2023).

140
——ChCl
= _Eg
120 4—ChEg
S 100
[~
‘5
& 80-
=
g 60
j
40
20 T | T I T l T | T | T
3600 3000 2400 1800 1200 600

Numero de onda (cm'])

Figura 12- Espectros FTIR: cloreto de colina (—); etileno glicol (—), e ChEg (—). Fonte: autora.

As alteracdes na vibracao OH indicam fortemente a presenga de interagdes referentes
a liga¢des de hidrogénio entre etilenoglicol e cloreto de colina, e a formagdo do DES. Embora
na literatura ainda haja incertezas relacionadas a formag¢ao de DESs, ¢ sabido que sua formacao
esta diretamente associada a interagdes intermoleculares e intramoleculares, principalmente por
meio de ligagdes de hidrogénio (Chen et al., 2019; Gajardo-Parra et al., 2019; Migliorati; Sessa;
D’angelo, 2019). Nesse contexto, vale salientar que a eficiéncia do solvente molecular como

extrator no preparo de amostras, depende do estabelecimento de uma rede de ligagdes de
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hidrogénio, que interage com o analito facilitando sua extra¢do (Li ef al., 2021; Rente; Paiva;

Duarte, 2021).

4.2 Otimizac¢ao do procedimento de extracio

A Tabela 5 apresenta a lista de experimentos gerada pelo CCD e as respostas

correspondentes em termos de recuperagao.

Tabela 5-Experimentos gerados pelo CCD e suas respostas correspondentes.

Experimento A B C R (%)
1 0,20 10,0 10,0 52,8
2 0,20 10,0 30,0 443
3 0,20 30,0 10,0 55,0
4 0,20 30,0 30,0 73,6
5 0,60 10,0 10,0 62,1
6 0,60 10,0 30,0 48,4
7 0,60 30,0 10,0 59,2
8 0,60 30,0 30,0 79,7
9 0,06 20,0 20,0 61,2
10 0,74 20,0 20,0 60,2
11 0,40 3,18 20,0 38,9
12 0,40 36,82 20,0 72,0
13 0,40 20,0 3,18 29,0
14 0,40 20,0 36,82 74,2
15 0,40 20,0 20,0 64,6
16 0,40 20,0 20,0 55,8
17 0,40 20,0 20,0 60,0

O modelo estatistico-matematico, em termos de valores codificados para a recuperagao

de parabenos, ¢ dado pela Equacao 6.

R(%) = 59,89 + 1,61A + 1,03A% + 8,46B — 0,83B2 + 6,80C — 2,19C? — 0,39AB — 0,41AC + 7,66B (6)

A influéncia dos parametros estudados na resposta de interesse foi avaliada usando o

grafico de Pareto (Figura 13), que mostrou que os fatores mais significativos (p < 0,05) foram

a proporcao de etanol usada como adjuvante, o tempo de extracdo em ultrassom e sua interagao,

respectivamente. A Figura 13 mostra o grafico de Pareto considerando apenas os parametros

lineares.
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(3) % Etanol js,71239

23 _ 4923946
(1) Massa de solvente 11,353644
13 -,265074
12 -,249009
p=,05

Figura 13- Grafico de Pareto dos efeitos para a recuperagao de parabenos. Fonte: autora.

A Equacgao 7 apresenta o modelo estatistico-matematico, em termos de valores

codificados para a recuperacio de parabenos considerando os fatores significativos.

Recuperagio (%) = 59,89 + 8,46B + 6,80C + 7,66BC (7)

Os fatores significativos e seu efeito sinérgico podem estar relacionados ao processo
de transferéncia de massa. O uso de etanol como adjuvante reduz a viscosidade do DES,
permitindo assim condi¢des mais favoraveis para a transferéncia de massa (Costa et al., 2020).
Ainda, o aumento do tempo de extracdo também favorece este fendmeno, devido ao maior
tempo de contato entre o solvente e a matriz. Portanto, ¢ possivel obter maiores recuperacoes
maximizando esses fatores como consequéncia do refor¢o na transferéncia de massa e da
melhoria da efici€ncia da extracao.

A andlise de varidncia (ANOVA) foi aplicada com intuito de avaliar se o modelo
matematico descreve satisfatoriamente o dominio experimental estudado (Bezerra et al., 2008).

A Tabela 6 apresenta a ANOVA para a recuperacao de parabenos (variavel dependente).
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Tabela 6- ANOVA para o CCD avaliando a recuperagdo de parabenos como resposta.

Fonte de Somas Média
A L. GL L. Feal
variacao guadratica quadrética
Regresséo 2079,8 3 693,3 129
Residuo 698,8 13 53,8 ’
Falta de ajuste 660,0 11 60,0 31
Erro puro 38,7 2 19,4 ’
Total 2778,6 16 -

Fo,95:3.13)= 3,41; Fos;11,2= 19,40; R = 0,75

O modelo quadratico mostrou um coeficiente de determinagio relevante (R = 0,75),
indicando que 75% da variabilidade na resposta pode ser explicada pelo modelo. A significancia
do modelo de regressdo foi avaliada por meio de um teste /', que compara a média quadratica
devido a regressdo com a média quadratica residual. O valor de F' calculado foi superior ao
valor tabelado (3,41), indicando que o modelo matematico ¢ estatisticamente significativo (95%
de confianga) e bem ajustado aos dados experimentais. Um teste semelhante foi realizado para
a média quadratica devido a falta de ajuste e a média quadratica devido ao erro puro. A relagao
entre MQgj/MQep resultou em valor menor que o F critico (19,40) a 95% de confianga e revelou
que o modelo ¢ preditivo, sem evidéncia de falta de ajuste (Barros Neto; Scarminio; Bruns,
2010).

Com base na superficie de resposta (Figura 14), as condi¢des operacionais otimizadas
para a recuperacdo foram estimadas em 0,4 g de DES, tempo de extragdo em ultrassom de 30
minutos e teor de EtOH de 36,8%. Embora a recuperagdo ndo seja significativamente afetada
pela massa do DES, manté-la no ponto central proporcionou melhores condi¢des para a coleta

da fase enriquecida ap6s a centrifugagao.
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Figura 14- Gréafico de superficie de resposta para o planejamento composto central da recuperagéo de parabenos

como fungdo de dois fatores: tempo de extracdo (B) e %EtOH (C). Fonte: autora.

Nesse caso, ndo foi possivel realizar o deslocamento da regido experimental, pois uma
maior quantidade de etanol adicionada ao DES provocaria o desfazimento do sistema eutético.
Ainda, testes realizados com maior tempo de extracdo resultaram em uma queda acentuada da

recuperacao.

Na Tabela 7 encontra-se os valores experimentais de recupera¢do sob condigdes
otimizadas.

Tabela 7- Resultados experimentais obtidos sob condigdes otimizadas.

Concentracdo Concentracdo | Recuperacdo
) ) X (%) s CV (%)
nominal (ng g-!) | predita (ng g-%) (%)
522,6 87,1
600 496,6 82,8 85,3 0,02 2,6
515,8 86,0

O valor de recuperagdo predito pelo modelo sob condi¢gdes otimizadas foi de 91,0%,
sendo a recuperacdo média obtida experimentalmente (85,3 £+ 0,02%) suficientemente proxima

do valor previsto para confirmar a capacidade preditiva do modelo. Vale salientar que uma
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equacdo matematica resultante de uma combinacdo linear de fatores Uinicos ndo representa
totalmente a complexidade do fendmeno de transferéncia de massa difusional envolvido. As

condig¢des otimizadas foram usadas em todas as extragdes subsequentes neste trabalho.

4.3 Analise quantitativa do conjunto de validacio e de predi¢ao

No método desenvolvido, os espectros das matrizes de fluorescéncia de excitagao-
emissao do conjunto de calibragdo foram organizados em um tensor de trés vias com uma
amostra por vez. Devido a presen¢a de interferentes, um modelo PARAFAC especifico foi
desenvolvido para cada amostra, garantindo, dessa forma, a vantagem de segunda ordem.

A Figura 15 mostra de forma representativa o grafico de contorno (Figura 15 (a)), os
modos de emissao (Figura 15 (b)) e de excitagcdo (Figura 15 (c¢)) obtidos pelo PARAFAC para
a amostra 3 do conjunto de validacdo (Tabela 3). O perfil em azul, com Aem maximo em 320

nm corresponde ao perfil dos parabenos. Os perfis 2 e 3 estdo relacionados a interferentes.

268+

0454 —— 1 b) 0,454 C)
264- -
—3
2604
o ,§0,30- § 0,304
g 2561 = =
= = =
&5 2524 20,151 & 0,154
: = =
248+
244 '

————r——T— I 0,00 T v T v v
300 320 340 360 380 400 420 300 320 340 360 380 400 420 244 248 252 256 260 264 268
A, (nm) Ag,, (nm) A, (nm)

Figura 15- (a) grafico de contorno para a amostra de validagdo com concentragdo de 600 ng g'; (b) modo de

excitagdo e (c) modo de emissdo recuperados pelo PARAFAC. Fonte: autora.

Na Figura 16 ¢ apresentado o grafico do ajuste residual (ss;) em funcao do nimero de

componentes separados pelo PARAFAC para a mesma amostra.
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Figura 16- Grafico do sg versus o nimero de componentes para a amostra de validagdo com concentragdo de 600

ng g’!. Fonte: autora.

No estudo realizado para essa amostra, apesar de ainda haver um pequeno decréscimo
para quatro componentes, ao analisar visualmente o grafico dos loadings observou-se que trés
componentes eram suficientes para a modelagem. A Figura 17 demonstra a modelagem dessa

amostra junto com os padroes de PP na curva pseudo-univariada.
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Figura 17- Curva pseudo-unuvariada com amostra de teste destacada em vermelho. Fonte: autora.

A Tabela 8 mostra as concentragdes preditas do conjunto de validacao, composto de

misturas quaternarias de parabenos em solu¢do de H2O / ACN (65 : 35, v v')).
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Tabela 8- Concentragdo preditas de parabenos pelo modelo PARAFAC no conjunto de validagdo. Modelo

construido com trés fatores e predigdes realizadas com uma amostra por vez.

Conjuntode  [CJnomina [Clpreangg? RMSE REP

validacéo ng g* (RSD) ng g* (%)
1 200 176 (0,02)
2 400 406 (0,05)
3 600 607 (0,03)
4 800 829 (0,02) % A
5 1.000 1.064 (0,01)
6 1.200 1.178 (0,01)
sit (sd) 1,32 (0,14)
r2 0,99

De acordo com os valores preditos apresentados na Tabela 8, pode ser observado que
o modelo PARAFAC determinou com sucesso a concentracao total de parabenos a partir de um
modelo de calibragdo desenvolvido com PP, mesmo com a propor¢ao individual dos parabenos
variando em cada mistura de validacdo conforme especificado na Se¢éao 3.1.

O método desenvolvido se beneficia da baixa seletividade da técnica de fluorescéncia
em relagdo aos parabenos, com a vantagem de permitir a quantificagdo total empregando tao
somente padroes de PP, que ¢ um dos parabenos mais comumente utilizados, normalmente
empregado junto com o MP. Essa caracteristica destaca a eficiéncia do método proposto em
termos de tempo e recursos.

Os valores de r? expressaram uma boa variabilidade dos dados explicada pelo modelo
e uma correlagdo linear elevada entre as concentragdes preditas e nominais pode ser inferida. O
desvio padrao relativo (%RSD) para cada mistura de validacao e %REP menores que 5% foram
obtidos, além de um RMSEP inferior ao valor minimo da faixa de calibragdo. O limite de
deteccao (LOD) foi determinado como 3,3 vezes o desvio padrao das predi¢cdes de amostras da
matriz em branco no modelo. O valor de LOD de 23 ng g! demonstrou ser satisfatorio para a
aplicagdo do método proposto, pois foi consideravelmente abaixo da faixa de concentragdo
usada para determinar parabenos neste estudo.

O modelo desenvolvido com o0 PARAFAC também foi aplicado aos dados obtidos a
partir de uma amostra comercial isenta dos analitos, inicialmente sem fortificacdo, e
posteriormente fortificada nos mesmos niveis do conjunto de validagao (Tabela 3), aumentando

assim a complexidade da matriz avaliada.
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Na Figura 18 encontra-se o grafico de contorno para a mostra isenta de parabenos

(ANEXO I) em que ¢ possivel observar que ndo ha sinal espectral referente aos parabenos.

b, (M)

89
101

Ius
125

300 320 340 360 380 400 420

A, (nm)

Figura 18- Grafico de contorno de amostra comercial isenta de parabenos.

A Figura 19 apresenta o grafico de contorno (Fig. 19 (a)), os modos de emissao (Fig.
19 (b)) e de excitacdo (Fig. 19 (¢)) obtidos pelo modelo PARAFAC para a amostra comercial
isenta fortificada com uma mistura quaternaria ao nivel de 600 ng g' (Tabela 3). De acordo
com o estudo do s j4 demonstrado anteriormente para uma amostra de validagdo, trés
componentes foram necessarios para a modelagem, entre 0s quais apenas um componente
corresponde ao sinal dos parabenos, enquanto os demais estdo relacionados a interferentes

desconhecidos.
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Figura 19- (a) grafico de contorno para amostra de predigdo isenta fortificada com 600 ng g™!; (b) modo de emissdo

e (¢) modo de excitagdo recuperados pelo PARAFAC. Fonte: autora.
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De acordo com o estudo do sf, demonstrado anteriormente, trés componentes foram
necessarios para a modelagem, entre os quais apenas um componente corresponde ao sinal dos
parabenos, enquanto os demais (perfis 2 e 3) estdo relacionados a interferentes desconhecidos.

A Tabela 9 mostra os resultados quantitativos para cada nivel de fortificagdo avaliado

nas amostras de predigao.

Tabela 9- Concentragdes preditas pelo modelo PARAFAC no conjunto de predicao. Modelos PARAFAC

construido com trés fatores e predi¢des realizadas com uma amostra por vez.

Conjunto  [Clrominai  [Cloreangg? RECUPEracdo  pMsep  REP

de predicio ng g* (RSD) (%0) ng g? (%)
1 200 212 (0,07) 106,1
2 400 315 (0,08) 78,7
3 600 512 (0,03) 85,3
4 800 645 (0,0) 80,6 105 o
5 1.000 941 (0,09) 94,2
6 1.200 1.046 (0,07) 87,2
it (sd) 1,37 (0,13)
r 0,99

Além da alta correlagdo linear observada, o valor médio de ss: corresponde a menos
de 5% da intensidade do sinal de padrdes e amostras em unidades de fluorescéncia, indicando
um residuo adequado e a auséncia de problemas de ajuste (Olivieri; Escandar, 2014; Siqueira;
Almeida; Fragoso, 2023).

Resultados satisfatorios foram obtidos com recuperagao variando de 87,2% a 106,1%
e REP% de 15%, o que valida a exatidao e a confiabilidade do método proposto. Os resultados
obtidos também corroboram a eficiéncia do procedimento de extragdo adotado neste estudo,

visto que influencia diretamente na exatidao do modelo.

4.4 Matrizes espectrais de excitacdo e emissdo de amostras comerciais

Cremes preventivos de assaduras sao matrizes complexas e, dependendo da amostra
comercial analisada, diferentes constituintes podem interferir na determinagao dos parabenos
devido as variagdes na composi¢ao entre fabricantes. Contudo, o perfil espectral dos parabenos
permanece o mesmo, conforme determinado no conjunto de calibracdo. Logo, o

desenvolvimento de um modelo PARAFAC especifico para cada amostra ¢ justificado para
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permitir a determinagdo dos analitos sem recorrer a etapas de limpeza ou métodos
cromatograficos trabalhosos, garantindo assim a vantagem de segunda ordem.
A Figura 20 mostra o grafico de contorno para uma solu¢ao de PP com concentracao

de 300 ng g\

95
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Figura 20- Gréfico de contorno para uma solugio de calibragdo com concentragdo de 300 ng g de PP.

Como pode ser observado na Figura 21, ao comparar os perfis encontrados com o
perfil de PP puro (Figura 20), que ¢ utilizado para realizar a quantificacao total de parabenos,
mesmo apods a realizacdo da extracdo otimizada, hé interferentes com sinal de fluorescéncia

intenso e que se sobrepdem ao dos analitos.



54

268 : 8 5
63 18
264

118 31
260 173 44
4 228 57

E 256 . E
E | 283 H 70
& ' 338 5 83

< 252 <

96

109

IIZZ
135

248 :
: I 503
244 558

300 320 340 360 380 400 420 300 320 340 360 380 400 420
A.Em (nm) lEm (nm)

268
264
260

256 " 39

N .

A (nm)
A, (nm)

252
55

Iss

L ; ] - i ] =4

300 320 340 360 380 400 420 300 320 340 360 380 400 420
A, (nm) A, (nm)

248
225
244

262

Ay (nm)
A, (nm)

- 346

300 320 340 360 380 400 420 300 320 340 360 380 400 420

A, (nm) A, (nm)

Figura 21- Gréficos de contorno bidimensionais de EEFM para as amostras comerciais a) S1, b) S2, ¢) S3, d) S4,

e) S5, f) S6. Fonte: autora.

No espectro referente a amostra S1 (Figura 21 (a)), observa-se uma sobreposi¢do de
sinais na faixa de excitacdo 244-268 nm e emissdao de 290-350 nm. Como 0 Aem maximo do
interferente encontra-se abaixo de 320 nm, que corresponde ao Aem maximo dos parabenos
(Figura 20), o espectro da amostra apresenta um deslocamento em seu maximo de emissao.

Ainda, a faixa de excitacdo que compreende a maior intensidade de sinal foi deslocada para Aex
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menores que 258 nm quando comparado ao espectro dos analitos puros (Figura 20). Um
comportamento similar ocorreu na amostra S6 (Figura 21 (f)).

Ja nas amostras S2 e S5 (Figura 21 (b)) e 21 (e)), essa maior intensidade de sinal dos
interferentes ocorre de modo a se sobrepor com o sinal de intensidade maxima dos parabenos
na mesma faixa de excitacdo da amostra anterior, porém com faixa de emissao de 290-365 nm,
também apresentando um deslocamento no Aem da amostra para comprimentos de onda menores
que 320 nm. Neste caso, houve um deslocamento da faixa de excitacdo de maior intensidade
para Aex maiores que 258 nm.

Na amostra S3 (Figura 21 (c)), a sobreposi¢do de sinais se d4 na faixa de excitagdo
244-268 nm e emissao de 290-385 nm. Comparado com o perfil dos parabenos representado
pelo PP (Figura 20), o pico apresenta-se mais alargado e o maximo de emissdo aparece
deslocado para Aem maior que 320 nm. No modo de excitagdo, entre 264—268 nm, ocorre ainda
o aparecimento de um outro pico relacionado a um interferente desconhecido.

Avaliando o perfil da mostra S4 (Figura 21 (d)), também ha sobreposic¢ao de sinais na
faixa de excitagdo 244-268 nm e na faixa de emissao entre 290—-370 nm. Neste caso houve um
deslocamento do maximo de emissdo para Aem menor que 320 nm comparado ao perfil de PP
puro (Figura 20).

O espectro da amostra ¢ uma contribui¢do aditiva de todos os componentes presentes
(analitos e interferentes). As contribuigdes de sinais mais intensas que a dos analitos podem,
contudo, ser separadas pelo PARAFAC, e este ¢ capaz de isolar os espectros dos componentes
puros, permitindo que a quantificacdo seja feita utilizando um perfil de parabeno puro. O
nimero de componentes em cada amostra foi estimado pelo parametro sf;, que leva em
consideragdo o desvio padrao dos residuos na modelagem. Além disso, foi realizada a inspecao
dos perfis espectrais recuperados. Na Figura 22 estdo dispostos os graficos de sg: para cada

amostra avaliada.
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Figura 22- Grafico do sg: versus o numero de componentes para amostras de creme preventivo de assaduras a) S1,

b) S2, ¢) S3, d) S4, ¢) S5, f) S6. Fonte: autora.

Foram avaliados até seis fatores, analisando tanto o decréscimo do sg, até que

houvesse uma variagdo minima, quanto os perfis recuperados com cada nimero de fatores de

modo que o perfil ndo representasse nenhum sobre ajuste do modelo. A partir do tratamento dos

dados realizado com PARAFAC, o nimero de componentes definido pelo sg: ficou entre 4 € 5

para as amostras comerciais, com os perfis de excitacdo e de emissdo provenientes da

deconvolugdo dos espectros desses componentes variando, devido a diversidade na composi¢ao

de cada uma. Os modos de excitacdo e de emissdo recuperados sdo apresentados na Figura 23.
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Figura 23- Modos de excitag@o ¢ de emiss@o recuperados pelo PARAFAC para as amostras comerciais a) S1, b)

S2, ¢) S3, d) S4, e) S5, f) S6. Fonte: autora.

De fato, ao investigar os espectros recuperados, verificou-se a presenga de
interferentes distintos. As amostras S1, S2, S4, S5 e S6 (Figura 23 (a)-(b), (d)-(f)) apresentaram
quatro componentes, enquanto a amostra S3 (Figura 23 (c)) apresentou cinco componentes no
processo de modelagem. Relacionando o maior nimero de componentes recuperados da
amostra S3 com seu grafico de contorno (Figura 21 (c¢)), observa-se que ha uma possivel
ligagdo com a presenca do pico associado a um interferente desconhecido na regido de excitagao
entre 264-268 nm. Isso demonstra na pratica a vantagem de segunda ordem e reforca a
necessidade de modelar uma amostra de cada vez.

Com os perfis separados matematicamente foi possivel realizar a quantificagao
empregando a curva analitica pseudo-univariada construida com solucdes de PP. Os resultados

obtidos para as seis amostras comerciais estdo dispostos na Tabela 10.

Tabela 10- Recuperacio dos parabenos em amostras de creme preventivo de assaduras utilizando o método

proposto.

Amostras Adicionado [C] mg g? [C] Yom m1(RSD) %Recuperacéo

- 1,1 0,11 (0,05) -
o 1 18 0,18 (0,04) 94,5
2 2,3 0,23 (0,00) 83,0
3 4 0,4 (0,06) 123,0
- 6 0,6 (0,03) -
o 1 16 1,6 (0,05) 124,9
2 23 2,3(0,04) 100,3
3 37 3,7 (0,03) 120,1
- 5 0,5 (0,02) -
1 11 1,1 (0,02) 122,4
>3 2 13 1,3 (0,09) 83,0
3 22 2,2 (0,06) 111,9
- 3 0,30 (0,04) -
o 1 7 0,7 (0,04) 106,6
2 11 1,1 (0,03) 1248
3 14 1,4 (0,01) 1146
- 7 0,7 (0,02) -
S5 1 15 1,5 (0,03) 89,4

2 26 2,6 (0,01) 108,7
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3 37 3,7 (0,004) 115,2
- 1,5 0,15 (0,07) -
6 1 3 0,30 (0,07) 111,7
2 4 0,4 (0,01) 1136
3 5 0,5 (0,03) 105,9

Conforme indicado na Tabela 10, as taxas de recuperacdo (Magnusson; Ornemark,
2014) variaram de 83% a 125%, demonstrando a exatidao adequada do método ¢ a aplicacao
bem-sucedida na determinacdo do teor de parabenos na presenca de interferentes
desconhecidos. O teor total de parabenos foi inferior a 0,8% m m™! em todas as amostras que
continham misturas de parabenos, e inferior a 0,4% m m™! para a amostra S1 (anexo I), em
conformidade com a legislagao até entdo aplicavel a esses produtos (BRASIL, 2012). No
entanto, dentre as amostras estudadas, cinco continham PP e duas continham PP ¢ BP em sua
composicdo (anexo I). Levando em conta a legislacdo atualizada, os fabricantes precisam se
adequar a RDC N° 528 para a producao de novos lotes, porém os lotes ja fabricados podem

permanecer no mercado até o final de seus prazos de validade (BRASIL, 2021).

4.5 Comparac¢ao com outros métodos

A tabela 11 apresenta a comparagdo de desempenho do método proposto, micro
extracdo liquido-liquido baseada em solvente eutético profundo associada a espectroscopia de
fluorescéncia de emissdo-excitacdo acoplada ao PARAFAC (DES-LLME-EEFS-PARAFAC),

com métodos relatados na literatura para a analise de parabenos em cosméticos.



Tabela 11- Comparacdo do desempenho de diferentes métodos analiticos destinados a determinar parabenos em amostras de cosméticos.
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. ] Método de extracéo/ Faixa de LOD Faixa de . o
Analito Matriz ) ; r ) Método (Referéncia)
solvente calibragdo (pg g?) (ng gh) recuperacio (%)
) creme preventivo LLME/ DES-LLME-EEFS-PARAFAC
Parabenos totais 0.1-1.3 >0.997 0.023 83-125
de assaduras DES (este trabalho)
LLME/
MP, EP, PP, BP creme dental DES 0.05-10 >0.999 0.01-0.02 79-109 HPLC-VWD (Cao et al., 2022)
) LLME/ o
MP, EP, PP, BP 6leos cosméticos DES 0.1-1002 >0.999  0.049-0.064% 84-102 HPLC-UV (Sivrikaya, 2019)
MP, EP, PP, BP . LLE/ >0.995 4,96-13.7° 81-118 HPLC-DAD/ATLD
maéscara facial 0.5-8? ]
etc. metanol >0.991 1.48-24.3° 85-115 MCR-ALS (Yin et al., 2018)
cremes (preventivo  MSPD-SUPRAS-ME o
MP, EP, PP, BP 0.10-10 >0.999 0.03-0.04 86-102 LC-UV (Yildiz; Cabuk, 2018)
de assaduras etc.) supramolecular
. UAE/ HPLC-DAD
MP, PP, filtros UV protetor solar o 2.2-750.1 0.998 0.066-0.243 98-112
acetonitrila MCR-ALS (Vosough et al., 2017)

HPLC-VWD: cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de comprimento de onda varidvel; LC-UV: cromatografia liquida com detector UV; HPLC-DAD:

cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos; ATLD: decomposicéo trilinear alternada; MCR-ALS: resolugdo de curvas multivariadas

com minimos quadrados alternados; UAE: extragdo assistida por ultrassom.

“pg mL!
bng mL™!



Todos os métodos apresentados sdo baseados em cromatografia e, em alguns casos,
estao associados a algoritmos bilineares de segunda ordem (Vosough et al., 2017; Yin et al.,
2018).

O método proposto se destaca por seu desempenho quando comparado a outros
métodos mais laboriosos, que exigem mais etapas no preparo de amostras e uma quantidade
maior de solventes toxicos, além de instrumentacdo mais complexa. Os resultados demonstram
que o método proposto obteve recuperagdes semelhantes e valores de LOD comparaveis ou
ainda menores do que os obtidos por alguns dos métodos relatados na literatura (Cao et al.,

2022; Vosough et al., 2017; Yildiz; Cabuk, 2018) .
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CONCLUSAO

Esta tese apresenta uma estratégia DES-LLME-EEFMS-PARAFAC para a
determinagdo do teor de parabenos totais em amostras de creme preventivo de assaduras
infantil, na presenga de interferentes com perfis sobrepostos com o auxilio de um método de
calibragdo multivariada de segunda ordem, baseado no algoritmo PARAFAC.

O DES produzido a partir de cloreto de colina e etilenoglicol foi sintetizado e
caracterizado por FTIR. A extracdo realizada empregando o solvente sintetizado e a técnica de
LLME mostrou ser eficiente, promovendo recuperagdes satisfatorias com a vantagem de
utilizar DES como solvente extrator ambientalmente amigavel em um procedimento de
extragdo otimizado por RSM. Ainda, devido a “vantagem de segunda ordem”, ndo houve
necessidade de pré-tratamento para a remog¢do de interferentes, em concordancia com os
principios da quimica analitica verde.

O método proposto demonstrou ser eficiente na quantificagdo de parabenos totais a
partir de PP, um dos parabenos mais comumente utilizados. A sobreposi¢ao espectral com
concomitantes desconhecidos foi resolvida pelo PARAFAC. Os valores obtidos de RMSEP e
REP foram de 105,2 ng g'! e 15%, respectivamente, e a faixa de recuperacio foi de 83 a 125%.
Os resultados foram satisfatorios e comparaveis a outros métodos reportados na literatura,
destacando a capacidade do método proposto em determinar com precisdo o percentual %om m
! de parabenos totais em amostras de creme para assaduras e garantir sua conformidade com a
legislacao.

Entre as amostras comerciais analisadas, todas obedeceram a legislacdo com teores
abaixo de 0,4 % m m' e 0,8 % m m!' de forma individual e para a mistura de parabenos,
respectivamente (BRASIL, 2012). Porém, os fabricantes dos produtos regularizados de acordo
com a RDC n° 29 precisardo se adequar a RDC n° 528 no ano vigente, e até¢ reformular seus

produtos, pois continham PP e BP em suas formulacdes (BRASIL, 2021).
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ANEXOS
ANEXO I
Amostras comerciais analisadas e suas respectivas composi¢des de acordo com os rotulos.
Amostras Composicéo
agua, lanolina, petrolato liquido, petrolato, pantenol, éleo de améndoas, cera alba, alcool cetilico, alcool estearilico, ozokerite, oleato de glicerila, alcool de
Isenta lanolina.

polietileno, petrolato liquido, 6xido de zinco, propilenoglicol, metilparabeno, perfume, amil cinamal, alcool cinamilico, citral, citronelol, dextrolimoneno,

St geraniol, hidroxicitronelal e linalol.
agua, petrolato liquido, 6xido de zinco, petrolato amarelo, oleato de sorbitana, glicerol, lanolina de polietilenoglicol-75, parafina, cera branca de abelha, éleo de
améndoas, perfume, alantoina, metilparabeno, 6leo de soja hidrogenado, 6leo de ricino, fenoxietanol, propilparabeno, edetato dissédico, triclosana, linalol, butil-

S2 hidroxitolueno, citronelol, cumarina, alfa-isometil ionona, proteina de trigo hidrolisada, hidroxipropillaurdiménio, hexil cinamal, butilparabeno, geraniol,
butilfenil metilpropional, etilparabeno, cinamato de benzila, alcool cinamilico, limoneno, benzoato de benzila, élcool benzilico, salicilato de benzila, citral,
eugenol, sorbato de potassio, alcool de anis, cinamaldeido, amil cinamal.
cera branca de abelha, brometo de cetrim6nio, glicerol, lanolina, alcool de lanolina, butil-hidroxitolueno, metilparabeno, petrolato liquido, propilparabeno, oleato
de sorbitana, talco, éxido de zinco, 6leo de améndoas, 0leo de semente de girassol, dleo da semente de girassol hibrido, extrato da flor de caléndula, 6leo de

>3 soja, tocoferol, dimeticonol, decametilciclopentasiloxano, carbdmer 340, sesquicaprilato de xilitol, monoestearato de glicerila, cera de candelila, hidréxido de
sodio, fragrancia, amil cinamal, &lcool benzilico, salicilato de benzila, lcool cinamilico, cumarina, hidroxicitronelal, linalol, agua.

s4 palmitato de retinol, colecalciferol, 6xido de zinco, amido, lanolina, petrolato branco, oleato de sorbitana, esséncia iff sce, &gua de osmose reversa, metilparabeno,
propilparabeno, propilenoglicol e petrolato liquido.
agua, petrolato liquido, 6xido de zinco, petrolato amarelo, oleato de sorbitana, glicerol, lanolina de polietilenoglicol-75, parafina, cera branca de abelha, éleo de
améndoas, perfume, alantoina, metilparabeno, 6leo de soja hidrogenado, 6leo de ricino, fenoxietanol, propilparabeno, edetato dissédico, triclosana, linalol, butil-

S5 hidroxitolueno, citronelol, cumarina, alfa-isometil ionona, proteina de trigo hidrolisada, hidroxipropillaurdiménio, hexil cinamal, butilparabeno, geraniol,
butilfenil metilpropional, etilparabeno, cinamato de benzila, &lcool cinamilico, limoneno, benzoato de benzila, alcool benzilico, salicilato de benzila, citral,
eugenol, sorbato de potéssio, alcool de anis, cinamaldeido, amil cinamal.

S6 polietileno, petrolato liquido, 6xido de zinco, propilenoglicol, metilparabeno, perfume, amil cinamal, alcool cinamilico, citral, citronelol, dextrolimoneno,

geraniol, hidroxicitronelal e linalol.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Concerns regarding the potential harm associated with endocrine dysfunction are increasing, particularly in
Parabens children, due to the immaturity of their metabolic system and skin barrier. In this work, parabens, which are
DES

esters widely used as preservatives in cosmetics, were quantified in commercial samples of diaper rash cream.
For this purpose, a green and efficient liquid-liquid microextraction (LLME) method was accomplished using a
deep eutectic solvent (DES). To enhance recovery rates, the extraction parameters were optimized using a central
composite design (CCD) on blank matrix samples spiked. The quantification was based on excitation-emission
fluorescence spectroscopy, combined with parallel factor analysis (PARAFAC) decomposition, which proved
be an advantageous tool to solve the overlap of uncalibrated constituents in the complex matrix. The PARAFAC
modeling strategy provided satisfactory results within a linear range response of 100-1300 ng g~ !, with LOD
equal to 23 ng g !. A validation set, with various proportions of methyl, ethyl, propyl, and butyl paraben
standards, was used to validate the calibration model, resulting in root mean square error (RMSE) and relative
error of prediction (REP) values of 32 ng g~ ! and 4.5%, respectively. Moreover, acceptable root mean square
error of prediction (RMSEP) and REP values (105 ng g~ and 15%, respectively) were obtained, when a set of
blank matrix samples spiked was applied. The proposed method was successfully applied to quantify total
paraben content in commercial samples of diaper rash cream, yielding recoveries ranging from 83% to 125%.
The method proved to be sensitive, accurate, and green, as it significantly reduced the consumption of organic
solvents. Furthermore, it could serve as an altemnative for the determination of preservatives in complex cosmetic
samples.

Fluorescence spectroscopy
Diaper rash cream
PARAFAC

1. Introduction

Nowadays, the usage of cosmetics for personal care is increasing
among the population, leading to a concomitant increase in exposure to
substances considered potentially endocrine disrupting [1]. The
endocrine-disrupting chemicals (EDCs) are substances that cause
adverse health effects in an intact organism, or its progeny, by disrupting
endocrine functions [2].

One well-known group of related substances widely used in cos-
metics as preservatives is the parabens class, due to their broad anti-
microbial spectrum, chemical and thermal stability, low cost, and lack of
impact on product consistency [3,4]. These preservatives are synthetic

esters derived from the esterification of p-hydroxybenzoic acid with an
appropriate alcohol in the presence of a catalyst. Among them, the most
commonly used are methylparaben (MP), ethylparaben (EP), pro-
pylparaben (PP), and butylparaben (BP) [3,4].

Parabens mimic estrogen in the body and the mimetic effect in-
creases proportionally to the size of the alkyl chain, as well as with the
presence of branching and aromatic rings in their chemical structure
[1,5]. Although they have traditionally been considered low toxicity
compounds, concerns about the potential impacts of parabens on human
health have been growing [6]. Several studies have linked parabens to
adverse effects such as breast cancer, oxidative stress induction in
human spermatozoa, and disruption of thyroid function [1,5,7-12].
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