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RESUMO

Com o aumento global no consumo de produtos cosméticos, a qualidade e a
seguranga do produto final tornaram-se cruciais. A industria cosmeética tem
modernizado seus processos, visando maxima eficiéncia e combinando qualidade
com custo operacional. Neste trabalho, propde-se a utilizacdo de calibracéo
multivariada em trés aplicagdes distintas de interesse da industria: quantificacdo de
ingredientes ativos em repelentes, avaliagdo da estabilidade de emulsdes e
quantificacdo de conservantes. Na primeira parte, desenvolveu-se uma metodologia
para a quantificacdo simultanea de trés ingredientes ativos em repelentes comerciais,
utilizando Espectroscopia de Excitagdo-Emissédo de Fluorescéncia (EEM) e métodos
de ordem superior (MCR-ALS e PARAFAC). Os modelos quimiométricos
apresentaram boas recuperacdes dos espectros puros, mesmo com sobreposicoes
severas, e obtiveram erros de predigdo (REP) abaixo de 12%. A comparagao com o
método de referéncia (HPLC-DAD) demonstrou que os resultados ndo apresentaram
diferenca significativa com 95% de confianga em termos de exatiddo. Na segunda
parte, um estudo multivariado avaliou a estabilidade de emulsdes cosméticas,
seguindo o "Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos" da ANVISA. Empregou-se
um planejamento fatorial 2°* associado ao Imageamento Hiperespectral Raman e
quimiometria (MCR-ALS) para a analise quimica, e reologia para a avaliagao fisica.
Indicios de oxidagao do surfactante foram observados a partir de 24 horas em alguns
experimentos e, apds 30 dias, todos os ensaios apresentaram desestabilizagao fisica
da emulsdo. Por fim, na terceira parte, desenvolveu-se uma metodologia para a
determinacdo de seis conservantes em diversas matrizes cosméticas, combinando
HPLC-DAD com a comparagdo de trés métodos quimiométricos (MCR-ALS,
PARAFAC e U-PLS/RBL). As ferramentas baseadas em recuperagcdo de sinal
(PARAFAC e MCR-ALS) apresentaram boas recuperagdes dos perfis espectrais e de
eluicdo, mesmo com sobreposi¢cao severa. Os trés métodos se mostraram eficientes,
com REP abaixo de 12,6%. A validagcdo com LC-MS/MS, avaliada pelo EJCR,
confirmou que os resultados propostos nao apresentaram diferenga significativa,
atestando a exatiddo da metodologia.

Palavras-chave: Cosméticos; quimiometria; espectroscopia raman; espectroscopia de
fluorescéncia molecular; calibragdo multivariada.



ABSTRACT

With the global increase in the consumption of cosmetic products, ensuring the quality
and safety of the final product has become paramount. Consequently, the cosmetics
industry is modernizing its processes to achieve maximum efficiency by balancing
quality standards with operational costs. This work proposes the application of
multivariate calibration across three distinct areas of industrial interest: the
quantification of active ingredients in repellents, the stability assessment of cosmetic
emulsions, and the quantification of preservatives. In the first part, a methodology was
developed for the simultaneous quantification of three active ingredients in commercial
repellents using Excitation-Emission Matrix (EEM) fluorescence spectroscopy coupled
with higher-order chemometric methods (MCR-ALS and PARAFAC). The chemometric
models demonstrated good recovery of pure spectral profiles, despite severe spectral
overlap, achieving prediction errors (REP) below 12%. Comparison with the reference
method (HPLC-DAD) revealed no significant difference at the 95% confidence level,
attesting to the method's accuracy. The second part involved a multivariate study to
evaluate the stability of cosmetic emulsions, following the guidelines established by
ANVISA's "Guide on Stability of Cosmetic Products." A 23 factorial design was
employed, combining Raman Hyperspectral Imaging and chemometrics (MCR-ALS)
for chemical analysis, with rheology used for physical assessment. Indications of
surfactant oxidation were observed as early as 24 hours in certain experiments, and
after 30 days, all trials exhibited physical destabilization of the emulsion. Finally, in the
third part, a methodology was developed for the determination of six preservatives in
various cosmetic matrices, coupling HPLC-DAD with a comparative analysis of three
chemometric methods (MCR-ALS, PARAFAC, and U-PLS/RBL). The signal recovery-
based tools (PARAFAC and MCR-ALS) demonstrated effective recovery of spectral
and elution profiles, even in the presence of severe overlap. All three methods proved
efficient, yielding REP values below 12.6%. Validation using LC-MS/MS, assessed via
the EJCR test, confirmed that the proposed results showed no significant difference,
thereby verifying the accuracy of the methodology.

Keywords: Cosmetics; chemometrics; raman  spectroscopy; fluorescence
spectroscopy; multi-way calibration.
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1. INTRODUGAO GERAL

A industria cosmética tem se consolidado como um dos setores econdémicos
mais poderosos e influentes no cenario global, com um mercado que movimenta cerca
de 500 bilhdes de ddlares anualmente, com uma estimativa de 800 bilhdes para 2025
(Kaushik et al., 2023). Esse aumento nos numeros de vendas esta relacionado com
aumento do poder aquisitivo da populagado, uma busca constante por novos produtos
que gerem bem-estar e melhorem a autoestima, diversidade de produtos cosméticos
desenvolvidos para atendimento da pluralidade populacional, aumento das campa-
nhas de marketing de produtos, tornando-a uma das industrias de maior expansao no
mundo. O volume de produgdo e consumo de cosméticos alcanga patamares cada
vez mais elevados, abrangendo desde cuidados pessoais basicos até produtos de alto
desempenho, o que demonstra a abrangéncia e a relevancia do setor na vida cotidiana
de bilhdes de pessoas (Jairoun et al., 2022).

Contudo, considerando que os produtos cosméticos sdo aplicados diretamente
na pele humana, a seguranga do consumidor torna-se um aspecto central na regula-
mentacao desse setor e com o crescente uso de substancias quimicas nas formula-
¢bes, surgem preocupacgdes sobre a toxicidade e os efeitos adversos de alguns des-
ses ingredientes. Diversos estudos apontam que a exposi¢cao a produtos cosméticos
que contém substancias nocivas pode resultar em complicagdes graves a saude,
como alergias e até mesmo cancer (Passeron et al., 2021). Portanto, o cumprimento
rigoroso das regulamentag¢des de seguranga, como testes dermatologicos e a avalia-
¢ao dos ingredientes, é fundamental para garantir a protegdo dos consumidores (Tsai
et al., 2022; Fania et al., 2021).

Nesse contexto, a industria cosmética investe significativamente em processos
de pesquisa e desenvolvimento (P&D), buscando ndo apenas inovagdes em formulas
e ativos, mas também garantindo a confiabilidade dos seus produtos em termos de
seguranga, estabilidade e eficacia ao longo do tempo. A seguranga do consumidor é
uma prioridade fundamental, em que se exige a adocao de rigorosos protocolos de
testes clinicos e analises quimicas com foco na substituicdo de métodos tradicionais
de avaliagao de risco, como testes em animais, por novas metodologias mais eficazes
e éticas (Vieira et al., 2024).

Dessa forma, a industria cosmética se destaca nao apenas pelo seu peso eco-

ndmico, mas também pela sua capacidade de inovar e garantir a seguranga e bem-
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estar dos consumidores, consolidando-se como um setor essencial no mercado glo-
bal.

Desta maneira, esta tese de doutorado se dividira em 3 capitulos com temas
relevantes para a industria cosmética. No primeiro capitulo uma nova metodologia
analitica baseada em quimiometria foi desenvolvida com o intuito de quantificar os trés
ingredientes ativos comumente encontrados em formulagdes de repelentes de inse-
tos. No segundo capitulo, foi desenvolvido um estudo acelerado para avaliar a estabi-
lidade de emulsdes baseada nos fatores extrinsecos e intrinsecos da ANVISA de
forma multivariada, por meio de uma visdo quimica (espectroscopia Raman) e fisica
(Reologia). E por fim, no terceiro capitulo uma metodologia analitica baseada em qui-
miometria de ordem superior foi desenvolvida com o intuito de quantificar os seis con-

servantes comumente encontrados em formulagées cosméticas variadas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 COSMETICOS — UM CONTEXTO HISTORICO

Os cosméticos sempre desempenharam um papel significativo na histéria
humana, estando presentes em contextos histéricos que vao das sociedades pre-
histéricas as contemporaneas. Eles ndo apenas adornaram a forma humana, mas
também sinalizaram importantes mudancas nos costumes sociais e nas normas
culturais. Essa progresséo histérica, exemplificada pela evolugdo dos padrdes de
beleza — da extravagancia renascentista ao design minimalista moderno —, reflete a
mutabilidade da sociedade frente as perspectivas culturais. Uma analise cronoldgica
€, portanto, essencial para compreender como o0s cosméticos moldaram e
contribuiram para a sociedade moderna (Park & Hong, 2024; Lal & Mirsha, 2025).

Os primeiros registros de uso de cosméticos datam do periodo pré-histérico,
aproximadamente 30.000 a.C., quando corantes, perfumes (na forma de unguentos,
incensos) e substancias para maquiagem eram empregados em pinturas corporais,
tatuagens, rituais e guerras (Latif, 2021).

Embora haja indicios pré-historicos, o inicio da ciéncia dos cosméticos é
amplamente associado ao Antigo Egito, tendo a rainha Cledpatra como personalidade
central. Cledpatra € conhecida por utilizar banhos de leite e argila para hidratar a pele
e cabelos, além de p6 de Kolh (ou Kajal) nos olhos. E relevante notar que estudos

comprovam que as substancias e técnicas por ela utilizadas possuiam também uma
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atividade terapéutica, transcendendo a mera finalidade de vaidade (McMullen et al.,
2023). Neste mesmo contexto egipcio, sais de antiménio eram aplicados nos olhos
para protegé-los do sol, e cremes a base de gordura vegetal, animal, cera de abelhas,
mel e leite protegiam a pele contra o clima desértico (Riesmeier et al., 2022).

Na Idade Antiga, o desenvolvimento continuou. Na Grécia, Hipdcrates,
considerado o pai da medicina, instruia sobre a importancia de habitos de higiene,
como banhos e exercicios (Tanikawa, 2015). No Império Romano, o fisico Galeno
desenvolveu o Ungentum Refrigerans (base de cera de abelha, azeite e agua de
rosas), posteriormente aprimorado com pigmentos, dando origem a base cremosa
facial (McMullen et al., 2023).

A Idade Média, denominada "ldade das Trevas", viu uma repressao na ciéncia
dos cosmeticos devido a contengao da vaidade e dos habitos de higiene pela Igreja
Catolica. Contudo, em virtude das precarias condi¢des de higiene da populagéo, o uso
de maquiagem e perfumes aumentou. O desenvolvimento foi retomado com a queda
do Império Bizantino e a influéncia do Renascimento, que colocou o homem no centro
das atengbes, promovendo o uso de cosméticos (Lal & Mirsha, 2025).

O século XVIIlI foi marcado por diversas inovagdes tecnoldgicas que
impulsionaram a industria de cosméticos. Um grande avanco foi o langamento da "Eau
de Cologne" (agua perfumada) pelo italiano Giovanni Maria Farina em 1725 (Latif,
2021).

Na Idade Contemporanea, que se inicia com a Revolugéo Francesa, o uso e a
producao industrial de cosméticos foram significativamente ampliados. No século XIX,
embora a fabricagdo fosse majoritariamente caseira, o final do século viu o
langamento do primeiro sabonete produzido industrialmente pela Procter & Gamble
em 1878 (Friedman & Wolf, 1996).

O século XX consolidou o crescimento industrial, com a introducao de
inovagdes como desodorantes em tubos, laqués, tinturas de cabelo menos toxicas e
pasta de dente com fluor (Lal & Mirsha, 2025). Nesse periodo, também surgiram
orgaos reguladores para garantir a seguranga dos consumidores, como o Federal
Food, Drug and Cosmetics Act (Lile, 2023) e a European Commission Directive (U
Kassim, H., & Dimitrakopoulos, 2007). No Brasil, o desenvolvimento da industria se
deu na segunda metade do século XX, sendo que o pais alcangou a terceira posi¢céo

entre os maiores mercados mundiais no inicio do século XXI (De Sousa, 2022).
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2.2 PARAMETROS DE INTERESSE DA INDUSTRIA COSMETICA

O controle de qualidade € uma peca fundamental no processo de fabricagao de
qualquer produto, pois ele garante a total confiabilidade de que o produto esta dentro
dos padrdes especificados pelas agéncias reguladoras, como também garante a
seguranga do produto. Para o controle correto do produto € necessario, avaliar as
caracteristicas fisicas, quimicas e microbiolégicas das matérias-primas, embalagens,
produtos em processo e produtos acabados. Assim, a verificacdo da conformidade
das especificacbes deve ser vista como um requisito necessario para a garantia da
qualidade, seguranca e eficacia do produto e ndo somente como uma exigéncia
regulatoria (ANVISA, 2008).

As analises de rotina de um laboratério de controle de qualidade normalmente
abrangem as analises organolépticas (cor, odor, aspecto e tato), analises fisico-
quimicas (pH, viscosidade, densidade), analises microbioldgicas, e a composig¢ao de
produtos de interesse da industria ou com potencial risco toxicoldgico ao consumidor.

Outro ponto muito importante no controle de qualidade € o estudo sobre a
estabilidade das emulsdes, no qual, nos permite adquirir informacdes sobre o
comportamento do produto, em determinado intervalo de tempo, frente a condi¢des
ambientais a que possa ser submetido, desde a fabricagdo até o término da validade
(BRASIL, 2008). Esse estudo de estabilidade pode ser classificado em fatores
extrinsecos e fatores intrinsecos. Os fatores extrinsecos podem ser denominados em
tempo, temperatura, luz e oxigénio, umidade. E os fatores intrinsecos podem sem
denominados em incompatibilidade fisica e incompatibilidade quimica (pH e reagdes

de 6xido-reducao).

2.3 ESPECTROSCOPIA RAMAN

As medidas que se baseiam na luz ou em outras formas de radiagao eletro-
magnética sdo amplamente aplicadas na quimica analitica. Nesse contexto, os méto-
dos espectroscopicos (Ex.: Espectroscopia Raman) é a ciéncia que estuda os funda-
mentos tedricos e os fendbmenos fisicos decorrentes da interagéo entre radiagao (ele-
tromagnética ou corpuscular) e a matéria. Foca na compreensao das transigdes de
energia (ex: vibracionais, eletrénicas) e nas regras de selegéo. Este tipo de interacao
pode ocorrer por diversos fenbmenos, dentre os quais é possivel citar: absorgao,

emissao, espalhamento de fétons. No processo de absorgao de fétons, a molécula
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sofre alteragdes de seu estado energético que se manifestam em transigoes: eletréni-
cas (transicao de um elétron para um orbital de maior energia), vibracionais (alteragao
nos niveis de energia vibracional associados as ligagdes) e rotacionais (alteragao nos
niveis de energia de rotagdo da molécula) (Skoog et al., 2015).

Ja no fenbmeno de emissao, um elétron excitado passa para um nivel mais
energético, por meio de bombardeamento de elétrons, particulas elementares, expo-
sicdo a plasmas de altas temperaturas, chama, entre outras fontes de energia, per-
manecendo em seu estado excitado por um periodo muito curto (10° a 10 s) e
quando ha o relaxamento para um nivel de menor energia ou para o estado funda-
mental ocorre uma liberagdo do excesso de energia na forma de radiagéo eletromag-
nética ou de calor, sendo caracterizado com emissao eletromagnética (Skoog et al.,
2015).

O espalhamento de radiagao eletromagnética, pode ser baseado na observa-
¢ao de fétons com energias proximas ou iguais a energia incidida sobre a amostra,
entretanto com uma trajetoria diferente. Quando a energia é espalhada, os fétons que
foram dispersos (ou espalhados) sucedem de duas formas, o espalhamento elastico
e inelastico. No espalhamento elastico ndo ocorre nenhuma mudancga na frequéncia
do féton ou nenhuma mudanga no seu comprimento de onda e energia. Este tipo de
espalhamento é mais conhecido como espalhamento Rayleigh. De outra forma, o es-
palhamento inelastico € acompanhado pela mudanca na frequéncia do foéton devido a
excitacdo ou desativagao de vibragbes moleculares nas quais o féton pode ganhar
alguma quantidade de energia (Anti-Stokes) ou perder energia (Stokes), sendo co-
nhecido como Efeito Raman (Skoog et al., 2009).

Historicamente, o efeito Raman foi previsto pelo fisico Adolf Smekal em 1923
(Smekal, 1923) e comprovado teoricamente pelos fisicos tedricos Kramers e
Heisenberg em 1925 (Kramers & Heisenberg,1925). Entretanto, somente em 1928 Sir
Chandrasekara Venkata Raman comprovou experimentalmente o efeito, no qual mais
tarde receberia seu nome (Raman & Krishnan, 1928).

O arranjo experimental adotado foi bem simples e consistiu na utilizagao da luz
solar como fonte de radiagdo, um microscépio com um filtro de comprimento de onda
que permitia passar radiagao na regido mais energética (violeta), que posteriormente
era focada sobre um liquido transparente. A radiacdo espalhada passava por outro

filtro que selecionava a regido menos energética (amarelo), sendo o detector seus
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préprios olhos. Sendo assim, o fato de o espalhamento inelastico da radiagao ser um
fenbmeno pouco provavel (pouco sensivel) fez com que o mérito do seu
descobrimento fosse reconhecido mundialmente, tendo sido agraciado com o prémio
Nobel de Fisica em 1930 (De Faria et al., 1997).

No espalhamento Raman, a luz (féton) interage com a nuvem eletrénica da
molécula causando uma distor¢do. Durante esta interagcao do féton com a nuvem
eletrénica, a radiacao polariza a nuvem de elétrons ao redor dos nucleos para formar
um estado de curta duragdo denominado “estado virtual”. Este estado nao € estavel e
o féton é rapidamente re-irradiado na forma de foétons espalhados (Smith & Dent.,
2013).

Durante a interacao entre a radiagao e a molécula, o féton (de energia E) excita
rapidamente a molécula ao seu estado virtual, no qual trés possibilidades podem
ocorrer em relagdo a energia da molécula. Primeiramente, o caso mais comum e
intenso é o espalhamento elastico, ou espalhamento Rayleigh, no qual os fétons sdo
espalhados sem mudanga de frequéncia (energia). Nesse processo, a molécula
retorna ao seu estado fundamental sem que ocorra troca liquida de energia com o
foton incidente (E=Eo), este é o espalhamento elastico ou Rayleigh. Contudo, o féton
pode interagir com a molécula e se esta interagéo resultar com que a molécula receba
energia do féton, o0 mesmo retornara a um estado vibracional de maior energia (Ev).
Sendo assim, o féton espalhado apresenta menor energia que o féton incidido (E=Eo-
Ev) e consequentemente um maior comprimento de onda, este tipo de espalhamento
Raman é denominado de espalhamento Stokes. No entanto, o foton pode receber
energia da molécula ganhando energia vibracional, e ao retornar para o seu estado
fundamental, a molécula se encontra em um nivel vibracional menos energético que
o do foéton incidido, entdo a frequéncia de luz espalhada sera maior que a da luz
incidente (E=Eo+Ev), conhecida como espalhamento Raman Anti-Stokes (Das &
Agrawal, 2011).

Entretanto, vale ressaltar que no espalhamento Anti-Stokes, a molécula retorna
para o estado vibracional de menor energia, portanto € necessario que esta molécula
se encontre no seu estado vibracional excitado antes da interagdo com a radiagao
eletromagnética. Sendo assim, segundo a distribuicdo de Boltzman, a temperatura
ambiente a maior parte das moléculas se encontram no seu estado fundamental.

Posto isto, o espalhamento Raman Stokes torna-se mais provavel (sinal mais intenso),
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sendo mais utilizado na quimica analitica. A FIGURA 1 elucida de forma didatica as
transicdes moleculares envolvidas nos espalhamentos Rayleigh e Raman (Smith &
Dent., 2013; Ferraro, 2002).

FIGURA 1 — ESPALHAMENTO DA RADIAGAO ELETROMAGNETICA APOS
INCIDENCIA SOBRE UMA AMOSTRA

Estados virtuais de
energia Y ry ry

Estados vibracionais
de energia

v v

A 4 v

<< <

(==X RIS

Rayleigh Raman Stokes Raman Anti-Stokes

Fonte: O autor

Posto isto, como todas as espectroscopias, o espectro Raman pode ser
interpretado como a intensidade do espalhamento Raman em fungcdo do comprimento
de onda do féton, da frequéncia ou do numero de onda. Entretanto, vale ressaltar que
estas medidas sdo dependentes do comprimento de onda da radiag&o incidente, ou
seja, comprimento de onda do laser utilizado (ex. verde 532nm, vermelho 633nm, NIR
785nm, etc.). Em face da existéncia de diversos lasers com diferentes comprimentos
de onda serem utilizados na quimica analitica, convencionou-se utilizar o termo

deslocamento Raman (ou “Raman Shift”’), como eixo das abscissas (eixo “x”) no
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espectro Raman. O deslocamento Raman € obtido quando se subtrai a energia do
féton incidido pela energia do féton espalhado. Sendo assim, os picos obtidos dos
espalhamentos Raman sempre terdo o mesmo valor de Raman Shift independente do
comprimento de onda da radiag&o incidida, ou seja, independente do laser utilizado
na analise (McCreery, 2000; Smith & Dent, 2013).

A FIGURA 2 elucida um espectro Raman completo da molécula de Cloroférmio,
no qual podemos observar um pico bem intenso centralizado com o valor de Raman
Shift igual a zero, este pico esta relacionado com o espalhamento elastico, ou seja,
espalhamento Rayleigh, dois espectros espelhados (com os mesmos valores de
Raman Shift), entretanto com as diferengas entre intensidade e comprimento de onda,
no qual para menores comprimento de onda temos o espalhamento Anti-Stokes e para

comprimento de onda maiores temos o espalhamento Stokes.

FIGURA 2 — ESPALHAMENTO STOKES E ANTI-STOKES DO CLOROFORMIO
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Fonte: Adaptado de (McCreery, 2000).

A espectroscopia Raman é uma técnica que nos fornece informagdes sobre os
modos vibracionais das moléculas. Desta forma, é possivel obter informacdes

quimicas sobre a estrutura molecular e algumas informacgdes fisicas dos elementos.
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Sendo assim, muitas vezes ela é utilizada como uma técnica de caracterizagao, para
identificar substancias por meio de seu perfil espectral (“fingerprint’), ou para medidas
quantitativas e/ou semi-quantitativas (Larkin, 2011).

Posto isto, muitas vezes a espectroscopia Raman €& comparada com a
espectroscopia no infravermelho, em face de que ambas as técnicas fornecem
informagdes sobre os modos vibracionais das moléculas. No entanto, cada técnica
tem sua particularidade e muitas vezes cabe salientar que uma técnica complementa
a outra, embora algumas moléculas possam estar ativas tanto no IR quanto no Raman,
essas duas formas de espectroscopia surgem de diferentes processos e diferentes
regras de selegcdo. De maneira geral, a espectroscopia Raman €& mais sensivel a
vibracdes que induzem grandes alteracdes na polarizabilidade (distorcado da nuvem
eletrbnica), fenbmeno tipico em estiramentos simétricos de ligacbes apolares,
complementando a espectroscopia IR que detecta mudancas no dipolo elétrico das
vibragdes assimétricas de grupos polares (Smith & Dent, 2013).

Dentre as particularidades das técnicas mencionadas anteriormente, a
absorgao no infravermelho (IR) requer que haja uma mudanga no momento dipolo ou
na distribuicdo de carga durante a vibragdo molecular. S6 entdo a radiacédo de mesma
frequéncia pode interagir com a molécula e excita-la para um estado vibracional de
maior energia. Por outro lado, na espectroscopia Raman quando ha interagao entre a
molécula e a luz, ocorre uma distorcdo momentanea dos elétrons distribuidos em
torno de uma ligacdo na molécula, seguida pela reemissado de radiacdo quando a
ligagdo retorna ao seu estado basal. Nessa forma distorcida, a molécula fica
polarizada temporariamente, ou seja, produz momentaneamente um dipolo induzido
que desaparece quando ha relaxamento e reemissao (Larkin, 2011; Skoog, 2009). A
FIGURA 3 ilustra a comparacgao entre os espectros de IR e Raman para as moléculas

mesitileno e indeno.
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FIGURA 3 — COMPARAGAO ENTRE OS ESPECTROS DE IR E RAMAN PARA AS
MOLECULAS MESITILENO E INDENO
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FONTE: Adaptado de (Skoog, 2011)

Por ser uma técnica robusta, reprodutivel, e que sofre pouca interferéncia da
agua, a espectroscopia Raman vem crescendo muito em termos de publicacdes e
aplicabilidade. Nos ultimos 25 anos o numero de publicagcbes envolvendo a
espectroscopia Raman cresceu 5x de acordo com a base de dados do Scopus
(FIGURA 4), muito em funcao da popularizagao de técnicas como SERS e TERS em
aplicagdo em nanomaterias. Em termos de aplicabilidade, ela se mostra uma técnica
muito versatil com aplicacbes em diversas matrizes com diferentes complexidades,
por exemplo, na area da saude para diagndsticos de células cancerigenas (Robertson
et al., 2024; Guleken et al., 2023; Kuo et al., 2024), na area de caracterizacao de
materiais (Sil & Umapathy, 2014; Jorio & Saito, 2021; Zhang et al., 2019), na parte
ambiental para a caracterizagdo de microplasticos (Gambino et al., 2023; Xie et al.,
2023; Qin et al., 2024) e por fim para a deteccdo de adulteracdo em alimentos
(Cardoso & Poppi, 2021; Li et al., 2024; Vali Zade et al., 2023).
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FIGURA4 - PUBLICACOES ENVOLVENDO A ESPECTROSCOPIA RAMAN
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FONTE: Scopus; palavra-chave: Raman Spectroscopy.

2.4 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA MOLECULAR

A luminescéncia € uma emissao de fétons ultravioleta, visivel ou infravermelho
de uma espécie eletronicamente excitada. A palavra luminescéncia, que vem do latim
(lumen = luz) e foi introduzida pela primeira vez como luminescente pelo fisico e
historiador da ciéncia Eilhardt Wiedemann em 1888, para descrever 'todos aqueles
fendbmenos de luz que nao sao condicionados apenas pelo aumento da temperatura’,
em oposicao a incandescéncia. A luminescéncia € luz fria, enquanto a incandescéncia
€ luz quente (Valuer, 2001). Os varios tipos de luminescéncia sao classificados de

acordo com o modo de excitacdo como pode ser observado na TABELA 1.
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TABELA 1 — VARIOS TIPOS DE LUMINESCENCIA

Fendbmeno Modo de excitagio
Fotoluminescéncia (Fluorescéncia
e Fosforescéncia)

Absorgéao de luz (Fotons)

Radioluminescéncia Radiagao ionizante (Raio-X)

Raios catddicos (feixes de

Catodoluminescéncia X
elétrons)

Eletroluminescéncia Campo elétrico

Aquecimento apos
armazenamento prévio de
energia
(irradiac&o radioativa)

Termoluminescéncia

Quimiluminescéncia Processo quimico (oxidacao)
Bioluminescéncia Processo bioquimico

Triboluminescéncia Forcas de atrito e eletrostaticas

Sonoluminescéncia Radiacao ultrassénica

Fonte: Adaptado de (Valuer, 2001).

A fluorescéncia € um processo de fotoluminescéncia (emisséo de luz ou fétons
de qualquer substancia), em que atomos ou moléculas sao excitados eletronicamente
por meio de absor¢do de radiacdo eletromagnética. Logo, quando as moléculas
excitadas relaxam para seu estado fundamental liberam seu excesso de energia como
fétons.

A fotoluminescéncia é formalmente dividida em dois grupos, a fluorescéncia e
a fosforescéncia, dependendo da natureza do estado excitado da molécula. Quando
temos o elétron no estado singlete, o elétron estd emparelhado por spin oposto (1))

com o segundo elétron no orbital do estado fundamental. Por conseguinte, quando um
e . ! . T
par de elétron é excitado pode-se formar um estado singlete ¥ ou triplete $ .

Quando nao envolve mudanga de spin eletrbnico (estado singlete) temos o
fendbmeno de fluorescéncia, de modo que o tempo de vida do processo de
fluorescéncia € 107 a 10 s, ou seja, € um processo muito rapido. Dentre algumas

caracteristicas do processo de fluorescéncia podemos destacar que ele é levemente
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mais energético comparado com a fosforescéncia, mais provavel de acontecer,
diamagnético. No entanto, quando envolve a mudanga de spin eletrénico (estado
triplete), temos o fendbmeno de fosforescéncia. Em que o elétron no orbital excitado
tem a mesma orientacdo de spin do elétron do estado fundamental. No caso da
fosforescéncia, as transicdes para o estado fundamental sdo formalmente proibidas
pelas regras de selegdo da mecanica quantica, pois envolvem uma mudanga na
multiplicidade de spin (AS # 0, transigao Tripleto-Singleto). Devido a essa restrigao, as
taxas de emissao sao baixas, resultando em tempos de vida longos, tipicamente na
faixa de 10* a 100 segundos.

Dentre algumas caracteristicas do processo de fosforescéncia podemos
destacar, ¢é ligeiramente menos energético que a fluorescéncia, menos provavel de
acontecer, paramagnético. Uma aplicagcao da fosforescéncia no nosso cotidiano pode
ser vista nos brinquedos que "brilham no escuro". Apdés a exposicdo a luz, as
substancias fosforescentes brilham durante varios minutos enquanto os elétrons
excitados retornam lentamente ao estado fundamental (Lakowicz, 2006).

O processo de fluorescéncia e fosforescéncia ocorrem entre a absorgéo e a
emissao de luz e sdo normalmente ilustrados pelo diagrama de Jablonski (Jabtonski,
1935). Os diagramas de Jablonski sdo comumente utilizados para discutir sobre as

teorias de absorg¢ao e emissao de luz, como podemos observar na FIGURA 5.
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FIGURA 5 — DIAGRAMA DE ENERGIA DE JABLONSKI
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Fonte: Adaptado de (Skoog, 2009).

Observando a FIGURA 5 pode-se compreender um pouco melhor a teoria
abordada acima, acerca das transicoes eletrénicas envolvidas no processo de
fluorescéncia e fosforescéncia. Sendo assim, primeiramente de acordo com a
distribuicdo de Boltzman, a temperatura ambiente a maior parte das moléculas se
encontram no seu estado fundamental (So). Com o processo de absorgcédo de energia
eletromagnética, as moléculas podem ir para os estados eletrénicos excitados
simples/singlete (S1 e S2) (Valuer, 2001).

Uma vez que a molécula é excitada para os niveis mais energéticos (S1 e S2),
podem ocorrer processos que fazem com que a molécula perca seu excesso de
energia por meio dos fendbmenos de relaxamento n&o radioativo e fluorescéncia.

Os fendmenos de relaxamento nao radioativo competem com a fluorescéncia
no retorno ao seu estado basal. Sendo assim, o relaxamento vibracional ocorre
quando ha muitas particulas excitadas ocupando o0 mesmo nivel vibracional, por isso
ocorre colisbes entre as moléculas excitadas e as moléculas do solvente, sem

emissao de radiagao. Outro tipo de relaxamento nao radioativo pode ocorrer entre os
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niveis vibracionais mais baixos do estado eletrénico excitado mais energético (S2) e
0s niveis vibracionais mais altos de um estado eletrénico menos energético (S1). Esse
tipo de relaxamento denomina-se de conversao interna. E por fim temos o fenémeno
de fluorescéncia, em que € observada no estado eletronico excitado menos
energético (S1) para o estado fundamental (So) (Skoog, 2015; Jameson, 2014; Skoog,
2009).

No entanto, moléculas no estado S1 também podem sofrer uma conversao de
spin para o primeiro estado tripleto T1. A emissdo de T1 € denominada fosforescéncia
e geralmente é deslocada para comprimentos de onda mais longos (energia mais
baixa) em relacado a fluorescéncia. A conversao de S1 em T1 é chamada de conversao
intersistema. A transigéo de T+ para o estado fundamental singleto (So) € proibida e,
como resultado, as constantes de taxa para emissao tripla sdo varias ordens de
grandeza menores do que aquelas para fluorescéncia, ou seja, € um processo mais
lento. Moléculas contendo atomos pesados, como bromo e iodo, sao frequentemente
fosforescentes. Os atomos pesados facilitam a conversao intersistemas e, assim,
aumentam os rendimentos quénticos de fosforescéncia (Lakowicz, 2006).

Parando para pensar: Como a estrutura de uma molécula nos permite avaliar
se ela tem ou ndo a capacidade de fluorescéncia? Posto isto, a fluorescéncia ocorre
normalmente a partir de moléculas que contém um ou mais grupos aromaticos,
aliciclicos de carbonila, bem como as estruturas com ligagdes duplas altamente
conjugadas. Entretanto vale ressaltar que a intensidade do sinal de fluorescéncia
nesses compostos € menor comparado aos compostos aromaticos. No entanto, pode
haver excegdes, nem todos os compostos aromaticos ou heterociclicos simples
apresentam fluorescéncia molecular, como exemplo da ridina, furano, tiofeno e pirrol
(Van Duuren, 1963).

Outro fator importante na fluorescéncia molecular é a rigidez estrutural, sendo
que moléculas mais rigidas tem sinal de fluorescéncia maior. Como exemplo,
podemos citar os casos do fluoreno (Fig. 6a) e da bifenila (Fig. 6b), no qual a estrutura
apresenta dois anéis aromaticos em ambas as moléculas. No entanto, quando
comparamos a eficiéncia quantica (eficiéncia da fluorescéncia) desses compostos o
fluoreno apresenta eficiéncia quantica de 1, enquanto a bifenila tem uma eficiéncia de
0,2. Essa diferenga se deve ao fato de o fluoreno apresentar um grupo metileno entre

0s anéis aromaticos formando uma ponte, sendo assim, aumentando sua rigidez
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estrutural (Skoog, 2015; Dawson & Windsor, 1968). Aumentando sua rigidez estrutural,
consequentemente diminui a velocidade de relaxamento nao radioativo (como
abordado no diagrama de Jablonski), favorecendo assim o relaxamento por
fluorescéncia.

Outro efeito que cabe salientar é o efeito da temperatura e do solvente. Do qual
em muitas moléculas, quando se aumenta a temperatura o sinal de fluorescéncia
decresce, isso se deve ao fato de que em elevadas temperaturas, aumenta-se a
frequéncia das colisbes podendo levar a maior probabilidade de ocorrer o relaxamento
vibracional. Uma diminuigao da viscosidade do solvente do meio pode levar ao mesmo
resultado (Menter, 2006; Sutton et al., 2008).

FIGURA 6 — EFEITO DA RIGIDEZ ESTRUTURAL SOBRE O RENDIMENTO
QUANTICO DE A) FLUORENO E B) BIFENILA

s

Fluoreno Bifenila
D=1 D=0,2

Fonte: Adaptado de (Skoog, 2015).

A espectroscopia de fluorescéncia molecular apresenta-se com grande
aplicabilidade dentro da quimica analitica, uma vez que dentre suas caracteristicas é
possivel citar: técnica analitica rapida, simples (ou seja, n&o requer em alguns casos
etapas de preparo de amostras), sensivel e seletiva. A seletividade da técnica esta
relacionada com a caracteristica do fluoréforo que se quer determinar, uma vez que
cada fluoréforo possui um par caracteristico de comprimento de onda de excitagao e
emissao no qual apresenta fluorescéncia maxima (Kumar et al., 2017).

No entanto, cabe salientar que a analise de espectros unicos de excitagdo e
emissao, funciona bem se for necessario analisar um sistema fluoroférico simples.
Como exemplo, na caracterizagdo de polimeros (Toledo et al., 2022; Romani et al.,
2010; Moretti et al., 2024).
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Sendo assim, no desenvolvimento de metodologias analiticas normalmente se
depara com matrizes complexas, com varios interferentes, além da quantificacao de
varios fluoréforos (mistura multifluoroférica) simultaneamente, portanto, a forma
convencional de analise n&do fornece a informacao analitica completa. Posto isto,
muitos métodos analiticos utilizam a espectroscopia de fluorescéncia de matriz de
excitacao e emissao (EEMF), em que se fixa um determinado comprimento de onda
de excitacdo e varre-se a emissao, resultando em uma cole¢cdo de espectros de
excitagdo e emissdo coletados em varios comprimentos de onda de excitacao e
emissao, respectivamente (Kumar & Misha, 2013).

Desta forma, a EEMF apresenta-se muito versatil, uma vez que na literatura
encontra-se diversos trabalhos evidenciando a sua versatilidade. Entre as aplicagdes
da EEMF podemos destacar as matrizes alimenticias (Teixeira et al., 2023; Wu et al.,
2024; Huang et al., 2024), ambientais (Tu et al., 2024; Yan et al., 2024; Peter et al.,
2024), farmacéuticas (Ding et al., 2023; Lei et al., 2024; Wang et al., 2024),
combustiveis (Wang et al., 2019; Camara et al., 2024) e cosméticos (Wang et al., 2013;
Nie et al., 2008; Lin et al., 2022).

2.5 FERRAMENTAS QUIMIOMETRICAS
2.5.1 ANALISE DE FATORES PARALELOS - PARAFAC

A Analise de Fatores Paralelos, ou simplesmente PARAFAC (“Parallel factor
analysis”), € um método de decomposicao de dados de trés vias, ou seja, dados que
apresentam uma trilinearidade. A matriz experimental ()_(L-jk) pode ser decomposta em

trés matrizes de loadings, A, B e C que contém os elementos a;r, bjs € cif,

respectivamente, relativo as trés dimensdes dos dados, onde i se refere ao numero
de linhas presentes na primeira dimensao dos dados, j o numero de linhas na
segunda dimensao dos dados, k o numero de linhas na terceira dimensao dos dados
e f € o numero de fatores em que a matriz original foi decomposta. O modelo trilinear
€ ajustado com o intuito de minimizar a soma dos quadrados dos residuos,
correspondente ao E"ijk, expressa na equacao 1, ou de forma matricial na equacao 2

(Sena et al., 2005).
F
Xijk = Z airbjrcrr + e Equacéo 1
f=1
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X=AR®BXC+E Equacéo 2

Em termos praticos, na determinagdo de um analito por espectroscopia de
fluorescéncia por excitagdo e emissdo molecular (EEM), essa trilinearidade pode ser
expressa em matrizes A, B e C sendo cada matriz relativa a amostra (ou
concentracao), comprimento de onda de emissdo e comprimento de onda de
excitagao, respectivamente. Este tipo de modelo tem como vantagem recuperar
componentes que possuem uma interpretacdo quimica mais direta do que em
métodos de composicao por variaveis latentes, como PCA e PLS. Considerando que
um dos fatores (f) representa o analito de interesse, o parametro a, € diretamente
proporcional a concentragdo do analito na amostra, o elemento b, € uma estimativa
em escala do seu espectro de emisséo e o elemento ¢, € uma estimativa em escala
do espectro de excitagdo do analito, por fim o elemento E , correspondente & matriz

de residuos, conforme elucidado na FIGURA 7 (Murphy et al., 2013).

FIGURA 7 - REPRESENTACAO GRAFICA DO MODELO PARAFAC.
DECOMPOSICAO DE UM ARRANJO DE DADOS TRIDIMENSIONAL
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O PARAFAC pode ser conceitualmente comparado ao PCA bilinear (ou PCA
para dados multidimensionais), podendo ser uma versao mais restrita do método que
o precede, o Tucker3 (Sena et al., 2005). Sendo considerado conceitualmente um
método menos flexivel pelo fato de se utilizar uma matriz central de identidade (gdef =
1 quando d = e = f e gder = 0 nas outras posi¢des, sendo assim, o primeiro fator de uma

dimensao sO se correlaciona com os primeiros fatores das outras e assim,



34

sucessivamente), por conseguinte, usa-se menos graus de liberdade no modelo. Por
ser um modelo mais restritivo, o PARAFAC é uma ferramenta adequada quando se
tem uma trilinearidade bem definida (“hard modelling”).

Todavia, qualquer conjunto de dados que possa ser modelado pelo PARAFAC
pode ser modelado pelo Tucker3 e pelo PCA bilinear, no entanto usando mais graus
de liberdade, que pode ser uma limitacdo desses dois métodos em comparagao ao
PARAFAC para a resolugao de curvas, pois 0 excesso de graus de liberdade tende a
introduzir ruido e variancia sistematica para o modelo de uma maneira redundante, e
distancia os perfis recuperados de perfis quimicos conhecidos (Bro, 1997).

Por ser um modelo menos flexivel, o PARAFAC apresenta singularidade de
solucdo, ou seja, a capacidade de recuperar os espectros puros dos componentes
qgue constituem o sistema mesmo na presenga de interferentes, caracterizando assim
uma “vantagem de segunda ordem” na calibragdo de multiplas misturas, enfatizando
que o modelo necessita de uma trilinearidade bem definida, além do numero correto
de fatores que constituem o modelo (niumero de analitos que compde a matriz) e a
razao sinal/ruido for apropriada (Bro, 1997).

Outra caracteristica importante de se ressaltar € que o PARAFAC permite o uso
de restricbes (“Constraints”) que pode auxiliar em termos de interpretacéo e deixar o
modelo mais realista. As restricdes mais comuns sdo a nao negatividade,
ortogonalidade e unimodalidade. A restricdo de n&o negatividade € usualmente
adotada nas trés dire¢cdes do conjunto de dados, uma vez que tantos espectros
negativos (se nao for aplicado o tratamento de derivada nos dados), quanto
concentracdo n&o possuem significado fisico (Bro, 1997).

Sendo assim, aspectos importantes tem que ser levados em conta para
decompor com sucesso um conjunto de dados multidimensionais utilizando o
PARAFAC. Um primeiro aspecto trata-se da variabilidade dos dados, ou seja, os
componentes quimicos ndao podem apresentar espectros idénticos (emitindo e
excitando no mesmo comprimento de onda). Um segundo ponto é a trilinearidade dos
dados, no qual o numero de componentes do modelo esta implicito a variagdo quimica
em cada dimensao do conjunto de dados. Como exemplo, para os dados de EEM
(Matriz de excitagdo-emissao) de fluorescéncia, os espectros de emissdo nao variam
nos comprimentos de onda de excitagao e os espectros de excitagdo nao variam nos

comprimentos de onda de emissdo, sendo que cada molécula apresenta uma
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caracteristica unica, além da intensidade da fluorescéncia ser proporcional a
concentragao do analito. E por fim um terceiro item a ser considerado € a aditividade,
onde o sinal analitico total € devido a superposic¢ao linear de um numero fixo de
componentes (analitos estimados na matriz). Cabe salientar que a segunda e terceira
condigdo acima expostas sao constituintes da lei de Lambert-Beer (Lakowicz, 2006;
Murphy et al., 2013).

Atualmente, o PARAFAC esta consolidado na area de Quimica analitica como
a Quimiometria, onde é a ferramenta mais utilizada para decompor dados trilineares
como a fluorescéncia EEM, tendo o seu artigo precursor com 3687 citacdes (Bro,
1997).

Apesar de seu amplo emprego, o PARAFAC revela algumas lacunas que
direcionam a pesquisa futura. A principal limitagdo reside na subjetividade da
determinacgdo da ordem fatorial (0 numero ideal de componentes), uma etapa critica
que carece de métodos estatisticos totalmente automaticos e robustos, baseado muito
hoje em dia na analise do “core consistency’ (Bro et al., 2003; Halberg et al., 2023).
Outra lacuna crucial é a necessidade de maior robustez em cenarios nao-trilineares,
desafiando a premissa fundamental do PARAFAC em sistemas dindmicos ou com
desvios em um dos modos (Ex. Tempo de retengcdo), o que exige o emprego de
métodos como o PARAFAC2 (Kiers et al., 1999).

2.5.2 RESOLUGAO DE CURVA MULTIVARIADA COM MINIMOS QUADRADOS
ALTERNADOS - MCR-ALS

A resolugao multivariada de curvas, MCR - Multivariate Curve Resolution é
focada em extrair informagdes quimicas relevantes dos componentes puros (ex. perfil
espectral do analito de interesse) em sistemas de mistura, ou seja, mesmo na
presenca de interferentes espectrais, sem que haja um conhecimento prévio acerca
dos perfis espectrais individuais do sistema. Isso é possivel devido a uma
decomposicido do modelo bilinear da matriz de dados experimentais D, no produto das
matrizes C (geralmente atribuida a matriz de concentracgéo relativa) e ST (matriz de
espectros puros). Os residuos nao explicados pelos componentes anteriores sao
descritos pela matriz E (matriz de residuos), conforme a equacao 3: (Marcgo et al.,
2014).

D =cCST+E Equacéo 3
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O algoritmo usado para a resolugdo do MCR-ALS é o Minimos Quadrados
Alternados (“ALS, Alternating Least Squares”) que continuadamente estima os valores
de uma das matrizes (de concentragdo, por exemplo), a partir dos valores conhecidos
das outras duas (conjunto de dados e perfis espectrais, por exemplo).

Uma vez que as estimativas iniciais sao geradas, a etapa de otimizagao
iterativa ¢ iniciada. Em cada ciclo de interagdo as matrizes C e ST s3o calculadas, em

duas etapas por minimos quadrados, conforme as equagdes 4 e 5 a seguir:

C =DS(sTs)? Equacéo 4
ST =("c)"1c"p Equacéo 5

No processo matematico, uma matriz D* é reconstruida a partir do produto das
matrizes CST, no qual a matriz C ou ST resulta das estimativas iniciais, e € comparado
com a matriz original D. Apds feitas tais estimativas o algoritmo converge
interativamente até um critério de convergéncia estabelecido (Ex. Falta de ajuste, lof
<0,01) ou um numero de intera¢des previamente definidos (Ex. 50 interagbes) (Jaumot
et al., 2015; Azzouz et al., 2008).

Apos feitas todas as interagdes a qualidade do modelo podem ser avaliadas
comparando os resultados da matriz reconstruida D* com a matriz original dos dados
D. Os principais indicadores de qualidade do modelo s&o a percentagem de falta de
ajuste (lof, lack of fit) e a percentagem da varidncia explicada pelo modelo (R?),

determinados pelas equacbes 6 e 7.

2
%LOF = 100x /% Equagao 6
ij

R? =100x 1—Ze’g" Equacdo 7

Sendo d;; um elemento da matriz de dados experimentais e e;; o valor
residual relacionado obtido da diferenca entre os dados experimentais (matriz D) e
os dados recuperados (produto da matriz CST obtido por MCR-ALS). Desta forma,
para um modelo bem ajustado espera-se baixos valores de falta de ajuste (/of, lack

of fit) e valores de R? o mais préximo possivel de 1 (De Juan et al., 1998).
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O MCR-ALS atualmente é uma das ferramentas quimiométricas mais populares,
muito em conta por sua caracteristica “soft-modelling”, que Ihe permite uma gama de
aplicagées, como analise de processos dinamicos (como reagdes cinéticas e
titulagdes) (Soares & Carneiro, 2013), em imageamento hiperespectrais (resolvendo
mapas espaciais e espectros de componentes desconhecidos) (Arraya et al., 2017), e
em sistemas bioldgicos (como estudos de metabolismo) (Pellacani et al., 2024), em
diferentes arranjos de matriciais (Bilineares, trilineares, Quadri lineares, etc) (Tauler et
al., 2020).

No entanto, apesar de seu amplo emprego, o MCR-ALS revela algumas
lacunas que direcionam seu aprimoramento. A principal limitagdo ja amplamente
conhecida é a sua ndo-unicidade inerente, ou seja, a sua ambiguidade rotacional, que
resumidamente pode ser pela possibilidade de mais de uma resposta possivel para

combinagdes lineares (Margo et al., 2014; Jaumot & Tauler, 2010).

2.5.3 MiINIMOS QUADRADOS PARCIAIS DESDOBRADOS E BILINEARIZAGAO
RESIDUAL (U-PLS/RBL)

O algoritmo de minimos quadrados parciais desdobrados (U-PLS) € um
poderoso algoritmo para processamento de sinais vetoriais por amostra, fornecendo
processamento de dados multidirecional com flexibilidade suficiente para lidar com
protocolos de calibragao baseados em dados complexos (Olivieri et al., 2015).

O U-PLS opera de forma similar ao PLS convencional, onde em uma primeira
etapa € necessario converter a matriz de dados em vetores e introduzir as informacdes
de concentracédo na etapa de calibragdo (sem incluir dados para a amostra
desconhecida), a fim de obter dois tipos de variaveis latentes: os loadings contidos na
matriz P e fatores de peso contidos na matriz W. Essa combinag¢ao produzira um vetor
JK x 1 a partir de uma matriz de dados J x K. Uma nova matriz de calibragdo Xcal,
adequada para a aplicagdo da regressdo PLS, é construida colocando todos os
vetores de coluna adjacentes uns aos outros. A ultima matriz Xcal pode, portanto, ter
tamanho JK x | (I = nimero de amostras de calibragado) para dados de segunda ordem
e é submetida a analise de regressao PLS classica. Isso envolve a decomposigao de
Xcal (matriz de calibragédo) no produto de duas matrizes (Equacéo 8) (Monzon et al.,
2018; Olivieri, 2005; Olivieri et al., 2015):
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Xca =PT" + Ecgy Equacéo 8

Como ja bastante reportado na literatura, para o PLS um conjunto de loadings
P e um conjunto de pesos W (JK x A, onde A € o numero de variaveis latentes), bem
como coeficientes de regressao v (tamanho A x 1), sdo obtidos apds a etapa de
calibracdo. Normalmente, o procedimento de validacdo cruzada leave-one-out ou
também referido como "critério de Haaland" é implementado para selecionar o
parametro A (Haaland et al., 1988). Posteriormente, v € empregado para estimar a

concentragdo do analito por meio da seguinte Equagao 9:
y=vTt Equacao 9

Onde, t é o vetor de scores para as amostras do conjunto teste, obtido como a
projecéo da matriz de dados desdobrada para a amostra de teste no espacgo definido
pelas cargas PLS de calibragao.

Se no conjunto teste conter algum constituinte inesperado (interferente), que
nao tenha sido incluido no conjunto de calibragédo, os scores t das amostras do con-
junto teste obtidas pela projecéo da matriz (Xtest) desdobrado nos loadings do PLS sao
inadequadas para a predi¢ao do analito por meio da Equacéo (9), uma vez que o PLS
convencional (correspondente a chamada versao PLS-1 na calibragao de primeira or-
dem), n&o possui a “vantagem de segunda ordem” (Olivieri et al., 2015).

Para contornar tal limitagdo e garantir a “vantagem de segunda ordem”, o U-
PLS incorporou a bilinearizagao residual (RBL) que tem como missdo modelar os re-
siduos assumindo que eles podem ser organizados em uma matriz bilinear. Este pro-
cedimento ajusta os dados da amostra a soma de duas contribuigdes: 1) a parcela
dos dados de teste, que pode ser explicada pelos loadings do PLS de calibragao, e 2)
a contribuicdo dos potenciais interferentes modelados por um determinado numero de
componentes principais (NrsL). A equagao 10 ilustra a modelagem completa U-
PLS/RBL que envolve um termo de erro residual a ser minimizado por minimos qua-

drados:

Xtest = Teshape(PtRBL) + BRBL TITQBL + ERBL Equagéo 10
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Onde, reshape(Ptgg;) representa uma reorganizagcao de parte dos residuos
originais para analise, BreL € a matriz de loadings dos residuos, TreL € a matriz de
scores associada aos residuos e ErsL matriz de residuo final. Posto que, o produto da
multiplicagdo (Bgp, Trp,) € 0 modelo de andlise de componentes principais (PCA)
para a matriz residual [Xtest - reshape(P trsL)] com componentes principais NrsL, com
‘reshape” significando a transformacao do vetor JK x 1 em uma matriz de dados J x
K (sendo, o inverso da operagao de desdobramento da matriz). A minimizagéo da ma-
triz de residuos final ErsL permite recuperar o vetor de scores final trsL. Inicialmente,
a matriz residual contém contribuicdes dos analitos calibrados e dos potenciais inter-
ferentes. Desta forma, a modelagem desta ultima matriz com PCA extrai componentes
bilineares NrsL; quanto mais esses componentes bilineares se assemelham as contri-
buicdes inesperadas, melhor o produto € capaz de modelar o comportamento dos
analitos na amostra de teste, levando a uma diminuigao continua nos residuos (Mazi-
vila et al., 2022; Olivieri et al., 2015; Olivieri, 2005).

Existem duas maneiras pelas quais a RBL pode ser realizada para ajustar o
sinal de teste a Equacao (10): (1) uma minimizagcao de Gauss-Newton e (2) um algo-
ritmo iterativo. Geralmente a abordagem comumente utilizada pelos pesquisadores é
a minimizacao de Gauss-Newton uma vez que a matriz de residuos ErsL € minimizado
na Eq. (10), a saida € um vetor treL final que representa a contribuicédo real dos analitos
calibrados para a amostra de teste. As predigdes das concentragdes dos analitos séo
obtidas pela introdu¢ao do vetor treL final em vez de t na Eq. (9). Embora os dados
de calibragao sejam desdobrados para serem processados por U-PLS com maior fle-
xibilidade, os dados de teste devem ser mantidos em forma de matriz para que seja
possivel aplicar a PCA dentro do procedimento RBL (Olivieri, 2005; Olivieri et al.,
2015).

O U-PLS/RBL (Univariate Partial Least Squares/Residual Bilinearization) esta-
beleceu-se como uma alternativa eficiente na calibracdo de segunda ordem. Sua prin-
cipal aplicagcao reside na determinacado quantitativa de analitos especificos em matri-
zes complexas (como alimentos e amostras clinicas) (Monzon et al., 2018). A grande
vantagem é que o U-PLS/RBL permite a quantificagédo precisa, usufruindo da "Vanta-
gem de Segunda Ordem" ao isolar o analito de interesse da interferéncia de compo-

nentes nao modelados ou desconhecidos.
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Contudo, uma lacuna significativa que impulsiona pesquisas futuras esta na
sua aplicabilidade limitada quando a meta é a resolugdo completa e qualitativa de
todos os componentes do sistema. Sendo um método univariado, o U-PLS/RBL n&o
fornece os perfis espectrais completos dos interferentes, o que restringe sua utilidade
em estudos onde a identificagado ou caracterizacao detalhada das espécies quimicas
presentes € o objetivo principal. Além disso, a sua eficacia depende fortemente de
uma decomposicao de residuos precisa, tornando-o potencialmente sensivel ao ruido

e a estrutura exata dos dados analisados (Olivieri, 2005; Olivieri et al., 2015).

3. SEGAO | - DETERMINAGAO DE DEET, ICARIDINA E IR3535 EM REPELENTES
DE INSETOS USANDO ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCENCIA DE MATRIZ DE
EXCITAGAO-EMISSAO (EEM) E CALIBRAGAO DE ORDEM SUPERIOR

3.1 INTRODUGCAO

Doengas transmissiveis por insetos afetam milhares de pessoas em todo o
mundo, acarretando milhares de 6bitos, principalmente em paises subdesenvolvidos.
Os mosquitos sao os principais transmissores destes tipos de doencgas, infectando em
meédia cerca de 700 milhdes de pessoas todo o ano, sobretudo em paises tropicais e
subtropicais, nos quais o clima favorece a sua procriacéo e desenvolvimento (WHO,
2020; Fradin et al., 2002).

Com a crescente onda de epidemias causadas por mosquitos transmissores de
doencgas, tais como: dengue, zika virus e chikungunya, estima-se que anualmente,
cerca de 100 a 400 milhdes de pessoas possam ser infectadas somente por dengue
em todo o mundo. Sendo assim, a Dengue é classificada pela World Health
Organization (WHO) como uma entre as 20 doencas tropicais negligenciadas (WHO,
2023; WHO, 2024). A FIGURA 8 ilustra um resumo dos boletins epidemioldgicos da
ANVISA abordando os casos provaveis e 6bitos para Dengue, Zika e Chikungunya no
periodo de 2020 até o primeiro trimestre de 2025 ocorridos no Brasil (Brasil, 2025).

Para a Dengue (FIGURA 8a e 8b) a média no Brasil de casos provaveis até o

ano de 2023 tem sido cerca de 1,25 milhdes e 611 dbitos, no qual esses resultados
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por si s6 expressam um dado alarmante e extremamente alto. No entanto, observa-
se que no ano de 2023 uma epidemia (surto) de Dengue ocorreu no Brasil, uma vez
que o0 numero de casos provaveis saltou de 1,45 milhdes em 2022 para 2,9 milhdes
em 2023, mantendo o numero de ébitos em torno de 1017. Apesar de 2023 ser
considerado uma das piores epidemias de Dengue no Brasil, em 2024 a populagao
brasileira sofreu com mais uma nova epidemia de Dengue, sendo esta ultima a pior ja
registrada da histéria, com um aumento de 400% de casos provaveis em relagédo a
2023, totalizando cerca de 6,5 milhdes e 5800 6bitos.

Embora o Brasil tenha sofrido a pior epidemia de dengue na histéria em 2024,
em 2025 ja no primeiro trimestre houve uma reducéo de quase 70% no numero de
casos de dengue comparados com o mesmo periodo de 2024, isso pode estar muito
relacionado com a conscientizagao da populagcao acerca do perigo da dengue, além
do avanco da imunizag&o no pais (Brasil, 2025a).

Para as outras doengas como a Chikungunya (FIGURA 8c e 8d), os dados
disponiveis mostram que ha uma tendéncia bem parecida com os casos de Dengue,
em que 2024 foi o pior ano da histdria, registrando um total de 311,7 mil casos com
211 6bitos confirmados. Todavia, para a Zika (FIGURA 8e) os resultados até 2025 se
mantiveram na média em relagcdes a anos anteriores, e vale ressaltar que nao foi
registrado nenhum caso confirmado de o6bito por Zika virus nesse periodo (Brasil,
2025b).
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FIGURA 8 — LEVANTAMENTO DO NUMERO DE CASOS E OBITOS PARA DENGUE,
ZIKA E CHIKUNGUNYA ENTRE OS ANOS DE 2020 ATE O PRIMEIRO TRIMESTRE

DE 2025
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Em face disso, o Brasil foi o primeiro pais do mundo a incorporar a vacina contra
a dengue ao sistema publico universal de saude ja em dezembro de 2023. A
imunizacao teve inicio em fevereiro de 2024 para criancas e adolescentes de 10 a 14
anos residentes em municipios com mais de 100 mil habitantes e com maior
prevaléncia do sorotipo DENV-2, essa faixa etaria foi identificada como grupo
prioritario para receber a primeira remessa de 757 mil doses. Além disso, o Ministério
da Saude garantiu a quantidade total disponivel do fabricante de 5,2 milhées de doses
para 2024 e 9 milhdes de doses para 2025 (Brasil, 2023). No entanto, a quantidade

de doses de vacina fornecidas pela empresa farmacéutica continua bastante limitada.
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Além disso, até o momento, ainda ndo ha vacina comercial disponivel para os virus
Zika e chikungunya. Como resultado, tanto a populagao brasileira quanto a mundial,
tém aumentado o uso de repelentes de insetos como o meio mais econbémico e
acessivel de afastar picadas de mosquitos e prevenir a disseminagao de inumeras
doencgas. (Lupi et al., 2013).

Os repelentes sao classificados como cosméticos e podem ser produzidos e
disponibilizados sob diversas formas, tal como, spray, logcbes, cremes, aerossois e
Oleos, sendo que os principios ativos mais utilizados sdo: N,N-dietil-3-metilbenzamida
(DEET), o hidroxietil isobutil-piperidina carboxilato de etilo (lcaridina) e o etil-butil-
acetilaminopropionato (IR3535). Existem também produtos que contém oleos
essenciais ou extrato vegetal como substancia ativa, como € exemplo das plantas do
género Cymbopogon (Citronela). Os repelentes comerciais que empregam DEET,
Icaridina e IR3535 em sua formulagao apresentam uma faixa de concentragao de 5 —
30 % (m m™'), com tempo médio de agdo na pele em torno de 4 - 6 horas (Tavares et
al., 2018). AFIGURA 9 apresenta a estrutura molecular dos principios ativos sintéticos

comumente utilizados em formulagdes de repelentes.

FIGURA 9 — ESTRUTURA QUIMICA DOS PRINCIPIOS ATIVOS UTILIZADOS EM
FORMULACOES DE REPELENTES COMERCIAIS
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No entanto, estudos recentes demonstraram que o uso recorrente de
repelentes contendo DEET pode causar neurotoxicidade e cardiotoxicidade, o que
pode resultar em encefalopatia, convulsdes, coma, bradicardia grave e hipotensdo. A
ingestao de altas doses de DEET também é considerada letalmente toxica (Wu et al.,
2023)

Em comparagdo com o DEET, o IR3535 ndo apresenta um alto nivel de
toxicidade. Contudo, ha relatos na literatura de que altas concentragcdes desse
composto podem ser absorvidas pela pele e transferidas para o sangue e a urina (Lupi,
2013). Ja para Icaridina, segundo Kratz et al., (2008), foram realizados ensaios para
verificar sua toxicidade crénica em ratos e foi demonstrado que a Icaridina nao
apresenta toxicidade significativa.

Portanto, de acordo com a USEPA (Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos), formulag¢des para aplicagéo direta na pele podem conter de 5 a 99%
DEET (EPA, 2019). Embora a EPA ndo restrinja as concentragcées em repelentes a
base de DEET para uso em criangas, de acordo com a resolu¢gao da ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), RDC n°19/2013 (ANVISA, 2013) repelentes a base
de DEET nao podem ser usados em criangas menores de 2 anos. Além disso, criangas
entre 2 e 12 anos s6 podem ser expostas a concentracdes de até 10%, e
concentragdes superiores a 30% podem ser usadas para maiores de 12 anos. No
Brasil ndo sao encontrados repelentes com concentragdes superiores a 30%.

Mediante ao exposto, evidencia-se que o controle de qualidade dos principios
ativos em repelentes € de extrema importancia, pois a quantidade da substancia ativa
esta diretamente associada a eficiéncia do repelente e ao tempo de protecao.
Quantidades de substancias diferentes das indicadas no rétulo do produto ou fora dos
limites permitidos pelos orgédos reguladores, podem levar o consumidor,
involuntariamente, ao uso indevido do produto, causando vulnerabilidade,
promovendo ineficacia, possibilitando alergias e outros problemas sérios de saude
(Wu et al., 2023; FIOCRUZ, 2016).

Em face disso, a Word Health Organization (WHO) recomenda especificagdes
quanto a metodologia analitica a ser empregada para os testes de quantidade e
identidade dos principios ativos em formulacdes de repelentes. Para o DEET, a WHO

recomenda o uso da analise univariada na regido do infravermelho médio para a sua
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quantificacdo. Todavia, este método é suscetivel a presenca de interferentes, além da
utilizagao de reagentes toxicos, como o dissulfeto de carbono (WHO, 1999).

Para a Icaridina, a WHO recomenda o uso da cromatografia gasosa (GC) com
deteccédo por ionizagdo de chama (FID), além do uso de dimetilftalato como padrao
interno. A identidade do ingrediente ativo pode ser estabelecida comparando o tempo
de retengao relativo do composto na corrida cromoatografica, ou ainda espectros de
IR ou MS comparado com material de referéncia (WHO, 2004). Por fim, para o IR3535
a recomendacao é do uso da GC-FID utilizando undecanoato de metila como padrao
interno (WHO, 2006). Contudo, apesar de serem métodos analiticamente eficientes e
sensiveis, podem demandar um relativo tempo de analise, requerem etapas de
preparo de amostras, além de apresentarem um elevado custo de manutengao destes
equipamentos quando comparado com técnicas espectroscopicas.

Sendo assim, metodologias analiticas alternativas para a quantificagcao de
ingredientes ativos em repelentes vém sendo desenvolvidas nos ultimos anos. Vilar et
al., (2018), propuseram a determinacao de DEET e IR3535 em repelentes usando
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao de arranjo de diodos (HPLC-
DAD) e calibragdo univariada. O preparo da amostra envolveu diluigdo em
agua/acetonitrila (90:10, v v*'), atingindo limites de quantificagdo (LOQ) de 0,09 e 0,06
mg L' para DEET e IR3535, respectivamente. Ja Silva et al., (2020), quantificaram
DEET em amostra de repelente comercial usando espectroscopia ultravioleta/visivel
(UV-VIS) e técnicas de calibracdo multivariada. Para isso, foram utilizados Regressao
de Minimos Quadrados Parciais (PLS) e Regresséao Linear Multipla (MLR) aliados as
técnicas de selecao de variaveis. Eles usaram o mesmo preparo de amostra e
alcangcaram um valor de LOQ semelhante ao de Vilar et al., (2020).

Por fim, Vilar et al.,, (2020) determinaram DEET e IR3535 em repelentes
comerciais usando espectroscopia no infravermelho préximo (NIR) e calibragao
multivariada. Novamente, os valores preditos pela metodologia proposta foram
estatisticamente iguais aos valores obtidos pelo método de referéncia HPLC-DAD. No
entanto, até onde sabemos, a determinacao simultanea de DEET, Icaridina e IR3535
ainda nao foi publicada. Vale ressaltar que a maioria dos trabalhos reportados na
literatura esta voltado a determinagao dos principios ativos (DEET, Icaridina e IR3535)

em matrizes ambientais (Molins-Delgado et al., 2018; Chen et al., 2012) e biologicas
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(Shrestha & Lee, 2020), e poucos trabalhos visam revisar as metodologias
estabelecidas pela WHO com técnicas analiticas mais recentes.

Como essas substancias apresentam propriedades fluorescentes, a
espectroscopia de fluorescéncia com matriz de emissédo de excitacdo (EEM) &€ uma
abordagem nao destrutiva promissora para a determinagdo de DEET, Icaridina e
IR3535 em repelentes comerciais.

Para tanto, a aplicacdo de métodos de analise multivias como Analise de
Fatores Paralelos (PARAFAC) (Antonio et al., 2024) e Resolucdo de Curva
Multivariada por Minimos Quadrados Alternados (MCR-ALS) (Bayat et al., 2020) na
decomposi¢cédo de matrizes de trés dimensdes produzidas por EEMs (intrinsecamente
bilineares) permite a quantificacdo de analitos na presencga de interferéncias nao
calibradas (a distintiva "vantagem de segunda ordem"). Isto elimina a necessidade de
pré-tratamento trabalhoso de amostras e oferece uma interpretacdo simples através
das cargas e pontuagdes correspondentes as contribuicdes puras dos compostos

analisados.

3.2 OBJETIVOS
3.2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia analitica para a determinagdo de principios
ativos (DEET, Icaridina e IR3535) em amostras de repelentes comerciais utilizando a
espectroscopia de excitagdo-emissdao de fluorescéncia (EEM) e métodos
quimiométricos de ordem superior (MCR-ALS e PARAFAC).

3.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Desenvolver modelos MCR-ALS e PARAFAC para a quantificagao de principios
ativos em amostras de repelentes comerciais.

e Comparar os resultados obtidos pelo método proposto, aos resultados obtidos
por cromatografia em fase liquida com detector de arranjo de diodos (HPLC-
DAD).

e Comparar a performance dos modelos quimiométricos MCR-ALS e PARAFAC
em predizer novas concentracdes dos trés principios ativos em amostras de

repelentes comerciais com concentragdes desconhecidas.
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3.3 MATERIAIS E METODOS N
3.3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Solugdes padrao de DEET, Icaridina e IR3535 > 99,9% foram adquiridas da
Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA), Cayman Chemical® (East Ellsworth, MI, EUA)
e Toronto Research Chemicals® (Toronto, ON, CA), respectivamente. Acetonitrila
(grau HPLC > 99,9%) foi adquirida da Sigma-Aldrich®. Para evitar contaminagao,
todos os materiais de vidro foram embebidos em uma solug¢ao de acido nitrico a 10,0%
(v v') por 24 horas e posteriormente limpos com agua ultrapura. Todos os reagentes
eram de grau analitico. Solu¢gdes padrao foram preparadas diluindo as solugdes
estoque ou amostras comerciais com agua ultrapura (18,2 MQ cm; 25 °C) obtida por

meio de um sistema de purificacdo UV Millipore Simplicity®.

3.3.2 AMOSTRAS

Foram adquiridas 21 amostras comerciais de repelentes a base de DEET, Ica-
ridina e IR3535 (7 amostras de cada ingrediente ativo), de diferentes lotes, fabricantes,
composi¢des (aquosa, gel e logdo) e faixas de concentragdo, em supermercados lo-
cais de Curitiba, Parana, Brasil. Os niveis de concentragéo para os trés ingredientes
ativos em amostras comerciais variam de 5 a 30% (m m"). A preparagdo das amostras
envolveu diluicbes em solugdes aquosas e agitagao vigorosa em vortex. Vale ressaltar
que amostras de repelentes comerciais contém excipientes variaveis em suas formu-
lagdes, como perfume, alcool, agua, conservantes e 6leos essenciais (que contém

anéis aromaticos em sua estrutura que emitem fluorescéncia, causando interferéncia).

3.3.3 DADOS DE FLUORESCENCIA EEM E SOFTWARE

Os espectros de EEM (Excitacdo e Emissao) foram adquiridos utilizando um
espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301PC com cubeta de quartzo de quatro faces po-
lidas de 10 mm de caminho éptico. A largura da fenda do monocromador de excitagao
e emissao foram ambas fixadas em 5 nm. Os dados espectrais foram coletados com
o comprimento de onda de excitagcado variando de 220 a 400 nm (com intervalo de 10
nm) e a faixa de emisséo de 250 a 700 nm (intervalo de 1 nm).

Os dados espectrais de EEM foram importados para o software MATLAB
(MathWorks, Inc., MA, EUA, versao 2018a), no qual foram previamente tratados, de-
vido a interferéncias espectrais causadas principalmente por espalhamento Rayleigh

e o espalhamento Raman. Em uma primeira etapa os espectros de excitacido-emissao
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foram processados com a subtragdo do branco analitico para a remogao do espalha-
mento Raman. Na sequéncia utilizou-se o algoritmo baseado em recuperacao de da-
dos perdidos (“Missing data recovery” MDR) proposto por Tan et al., (2020) para a
remogao do espalhamento Rayleigh, bem como para reparar a bilinearidade e triline-
aridade na regiao da interferéncia. Os modelos PARAFAC e MCR-ALS foram constru-
idos utilizando o PLS-Toolbox (Eigenvector, Manson, WA, USA, versao 8.7) para MA-
TLAB.

3.3.4 PLANEJAMENTO DE MISTURAS SIMPLEX-CENTROID DESIGN

Com o intuito de desenvolver um conjunto de calibragdo com ampla faixa de
concentracao para os 3 analitos e com uma quantidade reduzida de amostras, foi
desenvolvido um planejamento de misturas com cinco niveis de concentracao
(TABELA 2) contemplando os 3 analitos avaliados neste estudo (DEET, Icaridina e
IR3535). Misturas binarias e ternarias foram preparadas usando varias amostras
comerciais contendo cada ingrediente ativo e seus excipientes. Como todas as
formulagbes apresentam excipientes, e esses compostos foram detectados na analise,
sua influéncia foi considerada durante a modelagem de calibragédo, para avaliar a
capacidade das técnicas quimiométricas em analisar amostras complexas, e
potencialmente eliminando a necessidade de um padréo analitico. Amostras do
conjunto de calibracdo n&o foram incluidas no conjunto de predigédo externo.

Os cinco niveis sao indicados por 1/6, 1/3, 1/2, 2/3 e 1, que correspondem as
cinco diferentes concentragdes em solucao aquosa dos 3 analitos nas misturas: 0,166,
0,333, 0,500, 0,667 e 1,000 % (m m-").
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TABELA 2 - FATORES, NIVEIS E MATRIZ EXPERIMENTAL DO PLANEJAMENTO DE
MISTURAS SIMPLEX-CENTROID UTILIZADO PARA O CONJUNTO DE
CALIBRAGAO E CONSTRUGAO DOS MODELOS MULTIVARIADOS

Variaveis Nivets
(1/6) (1/3) (1/2) (2/3) 1
DEET % (m m™) 0,166 0,333 0,500 0,667 1,000
Icaridina % (m m-") 0,166 0,333 0,500 0,667 1,000
IR3535 % (m m") 0,166 0,333 0,500 0,667 1,000
DEET Icaridina IR3535
Ensaio
(m m) (m m) (m m)
1 1 0 0
2 0 1 0
3 0 0 1
4 1/2 1/2 0
5 1/2 0 1/2
6 0 1/2 1/2
7 2/3 1/6 1/6
8 1/6 2/3 1/6
9 1/6 1/6 2/3
10 1/3 1/3 1/3

FONTE: O Autor

3.3.5 CONJUNTO TESTE PARA VALIDAGAO EXTERNA DOS MODELOS

QUIMIOMETRICOS

Com a finalidade de testar a capacidade dos modelos PARAFAC e MCR-ALS

em predizer concentragdes de amostras desconhecidas, trés conjuntos de predi¢cao

foram construidos, denominados Xdeet, Xica € Xir referindo-se um para cada analito
(DEET, Icaridina e IR3535), respectivamente.

Os conjuntos de predigao foram construidos a partir de amostras comerciais,

em que todos os excipientes das formulacdes estavam presentes na matriz de cada

analito e as concentragdes utilizadas para os trés conjuntos teste foram 0,25, 0,35,

0,48, 0,57, 0,69 e 0,80 % (m m™"), sendo que as amostras desse conjunto de predigéo
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nao participaram da construgdo dos modelos multivariados de calibragdo. Sendo
assim, vale ressaltar que os conjuntos de teste foram avaliados separadamente, uma
vez que os produtos comerciais normalmente contém apenas um principio ativo em

sua formulagéo.

3.3.6 ANALISE DE HPLC PARA A DETERMINAGCAO DE DEET, ICARIDINA E IR3535
Os valores de referéncia para os ingredientes ativos DEET, Icaridina e IR3535
foram obtidos usando HPLC-DAD, seguindo o método descrito por Vilar et al., (2018)
com pequenas modificagdes. As determinagdes dos ingredientes ativos foram
conduzidas usando um cromatdografo Agilent 1260 Infinity equipado com uma coluna
C18 ZORBAX XDB (50 mm x 4,6 mm, 5 um). O método cromatografico empregou
uma fase moével consistindo de agua ultrapura (solvente A) e acetonitrila (solvente B).
O programa de gradiente foi configurado para um gradiente linear de 0—5 min de 20:80%
v v'' (A:B), seguido por um gradiente linear de 80:20% v v' (A:B) de 5 a 7 min. A
deteccéo foi realizada em um comprimento de onda de 210 nm, com uma taxa de
fluxo constante de 0,6 mL min~' mantida durante toda a execucdo da amostra. O
volume de injecéo foi ajustado em 50 pL, e a temperatura da coluna foi mantida em
30 °C. A faixa de calibragao para DEET foi de 1-20 mg L', enquanto foi de 1-30 mg
L' para IR3535, e 5-30 mg L' para Icaridina. Os valores dos coeficientes de
correlagdo ajustados (Radj.) foram iguais ou superiores a 0,99. A significancia
estatistica da regresséo foi avaliada pela ANOVA. Para determinar a concentragao de
cada ingrediente ativo em amostras comerciais, elas foram diluidas aproximadamente

20.000 vezes para DEET e 10.000 vezes para Icaridina e IR3535 em agua ultrapura.

3.3.7 PARAMETROS DE VALIDAGAO

Os parametros de validacao utilizados para avaliar e comparar a performance
dos modelos bilineares (MCR-ALS) e trilineares (PARAFAC) para a predi¢ao de DEET,
Icaridina e IR3535 em amostras com diferentes composicbes de repelentes
comerciais foram: taxa de recuperagao (TR) (Eq. 11), erro médio quadratico (RMSE)
(Eq. 12) e erro relativo de predicao (REP) (Eq.13) (Zhu et al., 2020). Para avaliar a
precisdo do modelo, pode-se realizar um teste estatistico por meio da regido eliptica
de confianga conjunta (EJCR), no qual o seu objetivo € analisar a presenga de erros

sistematicos no método desenvolvido, comparando os valores do método de
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referéncia (HPLC-DAD) com os valores preditos pelos modelos PARAFAC e MCR-
ALS utilizando um ajuste de minimos quadrados ordinarios (OLS) (eq. 14) e o
intercepto (a) e a inclinagéo (b) estimados s&do comparados (com seus valores ideais
de 0 e 1) usando o teste da regido de confianga conjunta eliptica (EJCR) (Goicoechea
& Olivieri, 2002; De Araujo Gomes et al., 2022). Para o calculo de LOD, LOQ, SEN e
SEL, foi utilizado os calculos propostos por Valderrama et al., (2009) e Olivieri, (2014)

para dados de calibracdo multimodo.

TR = i/TL x 100% Equacao 11
i
1 n
RMSE = |- Z(yi - )‘/l.)2 Equagéo 12
ne
RMSEP 5
REPY% = ] 100 Equacao 13

v

EJCR = n(y — b)* + 23 x;(X — a)(y — b) +

0 s s o Equacao 14
i1 X5 X —a)* = 25"Fgn_»

Onde, n é o numero de amostras utilizada para o calculo do erro (RMSE),
sendo as amostras de calibragcado para o REMSEC e as amostras de validagéo para o
RMSEP, y; e y, sdo a concentragao real e a concentragao predita pelo modelo para a
amostra i, respectivamente. E I, € o valor médio da concentragdo no conjunto de
calibragao.

Para a equacao 11, a e b sao os valores estimados para o intercepto e
inclinagdo da regressao realizada entre as concentragdes previstas pelo modelo
versus as concentragdes reais do analito, x; € a concentracdo da i-ésima amostra
usada como referéncia, s?> € a variancia da regresséo, F é o valor critico do teste de
Fischer tendo a como o nivel de confianga (geralmente 95 %) e n — 2 graus de
liberdade.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO )
3.4.1 ANALISE ESPECTRAL E PRE-TRATAMENTO

O EEM ¢ essencialmente uma colecao de espectros de emisséo coletados em
varios comprimentos de onda de excitagdo. Desta forma é possivel obter uma matriz
de Excitagao-Emissédo que permite visualizar, simultaneamente, uma vasta gama de
compostos fluoréforos em um unico grafico tridimensional. Aresposta de fluorescéncia
de qualquer fluoréforo detectado na EEM depende principalmente de trés parametros:
perfil espectral de excitagao, perfil espectral de emissao e sua concentragéo (Kumar
& Mirsha, 2013; Kumar & Mirsha, 2012).

Os espectros EEM podem ser usados como “fingerprints” dos fluoréforos
constituintes da matriz, uma vez que cada composto detectado tera apenas um unico
perfil de excitacdo e/ou emissao. Entretanto, conforme observado na FIGURA 10a. os
sinais de espalhamentos Rayleigh e Raman sao inevitaveis na espectroscopia de
fluorescéncia EEM. Esses sinais de dispersdo nao contém nenhuma informag¢ao do
fluoréforo e muitas vezes interferem na analise, e reduzem significativamente as
informacdes analiticas valiosas que, de outra forma, estariam ocultas em um espectro
EEM, além de ndo estar em conformidade com a estrutura bilinear e trilinear das

matrizes de excitagao-emissao de fluorescéncia (EEM) (Yu et al., 2016).
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FIGURA 10 — MATRIZ EEM SEM O PRE-TRATAMENTO (A) E APOS O PRE-
TRATAMENTO (B)
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Fonte: O Autor

O espalhamento Rayleigh de primeira ordem refere-se a dispersao elastica da
luz ou radiacao eletromagnética por particulas. Normalmente € um fenbmeno comum
em espectros EEM, em que os comprimentos de onda de excitagdo sao iguais aos
comprimentos de onda de emissao (Valuer, 2001; Lakowicz, 2006). Os sinais de
espalhamento Rayleigh de segunda ordem por sua vez, podem ser observados em
comprimentos de onda de emiss&o duas vezes o comprimento de onda de excitagéo.

O efeito Raman surge principalmente das substancias constituintes da mistura,
por exemplo, os solventes. A molécula do solvente sofre uma transicdo nao permitida
para seu estado virtual, e o espalhamento de luz proveniente dessa interagao resulta

em um sinal observado no espectro de emiss&do. A energia relacionada com o
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espalhamento Raman para determinado solvente (ou molécula) é constante,
independentemente do comprimento de onda de excitacdo (Valuer, 2001). Por
exemplo, em meio aquoso, solvente utilizado neste trabalho, o sinal Raman aparece
aproximadamente em 3600 cm™', independentemente do comprimento de onda de
excitacao. Esse comprimento de onda sera observado como a diferenga entre a banda
Raman e a banda Rayleigh de primeira ordem no espectro EEM (Valuer, 2001; Kumar
et al., 2017; Lakowicz, 2006). Ambas as bandas Rayleigh e Raman aparecem
diagonalmente no espectro EEM, como ilustrado na FIGURA 10a. A aparéncia
diagonal desses sinais de espalhamento é devida a diferenga de energia constante
entre a excitagao e a luz espalhada (Kumar et al., 2017), sendo que o espalhamento
Rayleigh € sempre mais intenso que o espalhamento Raman.

Antes de processar um espectro EEM para analise, € necessaria a utilizagao
de um pré-tratamento espectral, para que os sinais de espalhamento Rayleigh e
Raman sejam eliminados ou minimizados e que ndo haja perda de informacdes
analiticas importantes. Na literatura ja se encontram diversos trabalhos com
ferramentas quimiométricas para minimizar ou eliminar tais efeitos, como: subtracéo
de espalhamento baseada em modelagem, reponderagao de sinal, substituicdo de
espalhamento, interpolagédo e assim por diante (Li et al., 2012; Bahram et al., 2006;
Rinnan et al., 2005; Bro et al., 2002). Em face disso, neste trabalho utilizaremos um
algoritmo desenvolvido por Tan et al., (2020) baseado em recuperagao de dados
perdidos acoplado a analise de componentes principais (“Missing data recovery”
MDR-PCA), em que primeiramente trata-se os sinais na regiao de espalhamento
Rayleigh como dados faltantes, utilizando zeros, apés aplica-se a PCA recuperando
os vetores dos scores t e os loadings p, reconstruindo a matriz com base nos sinais
restantes, aqueles fora da regido faltante definida. Além disso, para os EEM com
perda significativa de informacao devido ao espalhamento Rayleigh severo, os sinais
recuperados associados aos espectros de excitagao e emissao na regiao ausente sao
ainda mais restritos a seguir as leis fisicas e quimicas dos espectros de fluorescéncia
para obriga-los a conformar bilinearidade ou ftrilinearidade, conforme ilustrado na
FIGURA 10b.
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3.4.2 PLANEJAMENTO DE MISTURAS SIMPLEX-CENTROID DESIGN PARA A
CALIBRAGAO DOS MODELOS PARAFAC E MCR-ALS

Apos o pré-tratamento dos espectros EEM, um planejamento de misturas
Simplex-Centroid Design conforme descrito na se¢éo 3.4, foi empregado com o intuito
de se obter uma matriz de calibragdo, no qual foram organizadas em um conjunto de
dados de trés vias que contemple os trés analitos alvos, além de uma avaliagao dos
efeitos de interacdo de modo isolado (espectros puros) e misturas binarias e ternarias.

O conjunto de dados de trés vias para a matriz de calibragdo X, possui a
dimensao 10x19x451, em que a primeira dimensao do conjunto de dados de trés vias
representa o numero de amostras (numero de pontos que constituem o planejamento
de misturas), enquanto a segunda e a terceira dimens&o correspondem ao numero de
comprimento de onda de excitacdo e emisséao registrados, respectivamente.

Para a decomposicdo PARAFAC foi aplicado ao conjunto de dados de trés vias
da calibragéo (X, ) restricdo de ndo negatividade nas trés vias (matrizes A, B e C), pois
os perfis espectrais de emissao e excitacado e a concentracéo relativa das amostras,
devem ser positivos para ndao se obter informacdes equivocadas (por exemplo,
concentragao negativa).

O modelo foi construido com 4 componentes e o algoritmo CONCORDIA (“core
consistency”) foi usado para estimar o numero de componentes do sistema (Bro et al.,
2003). Quando o valor do core consistency diminui acentuadamente a medida que o
numero de componentes aumenta, a composi¢cao 6tima pode ser estimada. Neste
trabalho, o numero 6timo de componentes foi 4, o que indica a presenca de trés
analitos e um componente cofator interferente.

A FIGURA 11a mostra os espectros de emissao e a FIGURA 11b os espectros
de excitagao recuperados pelo modelo PARAFAC (em tracejado) e os espectros puros
obtidos para os analitos DEET, Icaridina e IR3535 e um interferente (em sélido). E
possivel observar um perfil espectral semelhante ao comparar o espectro recuperado
com os espectros de emissao pura, mesmo na presenca de potenciais interferentes
de natureza e composi¢cdo desconhecida (conhecido como "vantagem de segunda
ordem"). Isso é digno de nota, visto que a matriz de calibragdo baseada no projeto da
mistura foi gerada a partir de amostras comerciais, que sdo complexas e contém
varios excipientes em sua formulagao, como 6leos essenciais, que podem interferir na

analise.
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FIGURA 11 — COMPARACAO ENTRE OS PERFIS ESPECTRAIS DE EMISSAO PU-
ROS (A) E EXCITACAO (B) E AQUELES RECUPERADOS PELO MODELO PARA-
FAC PARA OS ANALITOS DEET, ICARIDINA, IR3535 E UM COFATOR INTERFE-
RENTE
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Fonte: O Autor

Para aplicar o modelo MCR-ALS as matrizes EEM de fluorescéncia, o tensor
de calibragdo de trés vias (trilinear) X; dos dados EEM foi desdobrado em matrizes
bilineares (ou matrizes de dados aumentadas) com as seguintes dimensdes
10x(19x451), sendo amostras x (excitagdo x emissdo), conforme elucidado na FIGURA
12. Essa decomposigéo foi utilizada para se beneficiar da principal caracteristica do
MCR-ALS que é a decomposicao de sinal. Ao desdobrar os espectros na forma de
excitagdo x emissao, o novo pseudo-espectro criado contém 8569 variaveis que

carrega as informagdes de unicidade presentes nos espectros de excitagdo e emissao.
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FIGURA 12 — DESDOBRAMENTO DE DADOS DE TRES VIAS EM MATRIZES BIDI-
RECIONAIS E DECOMPOSIGCAO DE MATRIZES DE DADOS AUMENTADAS POR
MCR-ALS
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Fonte: O Autor

A construcdo do modelo bilinear usando MCR-ALS foi baseada em 4
componentes, verificando a variancia explicada pela PCA da matriz aumentada de
97,68%. Restricbes de trilinearidade e n&do negatividade foram aplicadas tanto aos
espectros quanto as concentragdes. O ajuste do modelo foi estimado pelo critério de
convergéncia usando a falta de ajuste (lof) (Kumar & Mirsha, 2015; Shariati-Rad &
Hasani, 2009). No método proposto, a falta de ajuste do modelo foi de 14,06% com
31 interagcbes e uma variancia explicada de 98,02%. A Fig. 13a mostra os espectros
de emissdo, e a Fig. 13b os espectros de excitagdo recuperados pelo modelo
PARAFAC (em tracejado), e os espectros puros obtidos para os analitos DEET,

Icaridina e IR3535 e um interferente (em sélido).
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FIGURA 13 — COMPARAGAO ENTRE OS PERFIS ESPECTRAIS DE EMISSAO (A)
E EXCITACAO (B) E AQUELES RECUPERADOS PELO MODELO MCR-ALS PARA
OS ANALITOS DEET, ICARIDINA, IR3535 E UM COFATOR INTERFERENTE
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Fonte: O Autor

ApOs recuperar os espectros correspondentes aos analitos, uma regressao de

minimos quadrados foi construida para todos os analitos usando as matrizes

representando a concentragédo relativa (scores do MCR-ALS) recuperados pelos

modelos trilinear (PARAFAC) e bilinear (MCR-ALS), e a concentracao real usada no

planejamento de mistura, resultando em uma curva pseudo-univariada para cada
analito (FIGURA 14) (Ding et al., 2023; Lakhal et al., 2012). A linearidade foi avaliada

para os trés analitos na faixa de concentragdo de 0,166 — 1% (m m-). Para todos os

casos (3 analitos e 2 modelos), a curva analitica foi avaliada usando analise de

variancia unidirecional (ANOVA) para avaliar o ajuste do modelo. O valor de Fcal

(MQiregressao/MQresiduo) €xcedeu significativamente Ftan (10.13), sugerindo que o modelo

linear é significativo e retrata a correlagéo entre os carregamentos do analito e a
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concentracdo real, em um nivel de confiangca de 95%. A TABELA 3 apresenta

resumidamente os parametros de calibragao para cada analito.

FIGURA 14 — CURVA ANALITICA OBTIDAS PELOS METODOS PARAFAC E MCR-
ALS PARA O A) DEET, B) ICARIDINA E C) IR3535
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TABELA 3 - ANALISE DE REGRESSAO LINEAR E SEUS RESULTADOS
ESTATISTICOS OBTIDOS PELOS METODOS PROPOSTOS

PARAFAC MCR-ALS
DEET Icaridina  IR3535 DEET Icaridina IR3535
m 0,01415 0,01167 0,02529 0,3359  0,3351 0,4590
n 0,01230 0,00981 0,00634 0,0974  0,0737  0,0068
r 0,9979 0,9982  0,9953 0,9780 0,9813  0,9740
SD(m)  0,0003 0,0010  0,0007 0,0414  0,0378 0,0615
SD(n)  0,0002 0,0006  0,0004 0,0250 0,0229  0,0372

m: inclinagao; n: intercepto; r: coeficiente de correlagdo; SD(m): desvio padréo da inclinagéo; SD(n): desvio padrao

do intercepto.

De acordo com a TABELA 3, nota-se que o modelo trilinear PARAFAC obteve
um melhor ajuste comparado com o modelo bilinear MCR-ALS. Isso pode estar
relacionado com a natureza dos dados das matrizes de excitagdo-emissao de
fluorescéncia (EEM), que representam dados de segunda-ordem. Estes dados
trilineares sdo compativeis com o algoritmo PARAFAC, sendo bem consolidado na
literatura (Catena et al., 2020; Wang et al., 2023; Chang et al., 2021; Wang et al., 2019;
Zhu et al., 2020).

Outra diferenca entre PARAFAC e o MCR-ALS é que o PARAFAC leva a
solucdes unicas, enquanto o MCR-ALS necessita da aplicagdo de uma série de
restricdes (todas elas baseadas em suposigdes fisico-quimicas) para alcangar uma
solugao quimicamente razoavel (Tauler, 1995; Tauler et al., 2020).

3.4.3 PREVISAO DA CONCENTRAGAO DE DEET, ICARIDINA E IR3535 EM
AMOSTRAS DESCONHECIDAS UTILIZANDO OS MODELOS PARAFAC E MCR-
ALS

ApOs obter os parametros de calibragdo para ambos os modelos, trés conjuntos
de predicao foram construidos, com a finalidade de se testar os modelos na predi¢cao
da concentragdo de novas amostras contendo os trés analitos estudados neste
trabalho. Sendo assim, os tensores para os trés analitos, denominados X jees, X;ca€
X 3535, foram arranjados nas dimensdes 6x19x451 (amostras x excitagio x emissio).

Para comparar o desempenho dos modelos PARAFAC e MCR-ALS na quantificagao
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dos ingredientes ativos em repelentes, a TABELA 4 apresenta os parametros de

validacao.

TABELA 4 — PARAMETROS DE VALIDAGCAOPARA A AVALIACAO E COMPARAGCAO
MODELOS PARAFAC E MCR-ALS PARA A QUANTIFICACAO DE PRINCIPIOS
ATIVOS EM REPELENTES

RMSEC RMSEP REP SEN SEL LOD LOQ

Fatores o imty ™ % mm?Y) RROD) e %omm?) (% mm?) %mm?) (%mm)

PARAFAC

DEET 170 0990 1.4 08 0.568 447000 09234 0.011 0.044
Icaridina 4 150 0997  1.83 101 0.630  2,56400  0.8918 0.012 0.046
IR3535 170 0990  1.79 102 0.768 270500  0.9897 0.011 0.045
MCR-ALS

DEET 430 0983 420 91 1920 563.7667  0.8383 0.022 0.055
Icaridina 4 1120 0981 1130 79 12130 1122142 09184 0.023 0.057
IR3535 660 0970 680 11 4450 845577  0.9261 0.022 0.055

TR: Taxa de recuperagao (média das 6 concentragdes); RMSEC: erro médio quadratico de calibragéo;
RMSEP: erro médio quadratico da predigdo; REP: Erro relativo de predigdo; LOD: Limite de
Detecgéo; LOQ: Limite de quantificacdo; SEN: Sensibilidade; SEL: Seletividade.

Fonte: O Autor

Comparando os melhores resultados para os modelos PARAFAC e MCR-ALS,
apresentados na TABELA 4, podemos observar que o modelo PARAFAC apresenta
um melhor desempenho analitico para os trés analitos (DEET, Icaridina e IR3535) em
comparacgao ao modelo MCR-ALS. Isso pode estar relacionado a natureza dos dados,
uma vez que os espectros EEM tém uma trilinearidade bem definida, sendo mais
compativeis com a ferramenta PARAFAC. Isso fica evidente quando comparamos 0s
valores de RMSEC e RMSEP, em que para o modelo PARAFAC os resultados para
os trés analitos foram menores que 1,84%, enquanto para o modelo MCR-ALS, os
valores variaram entre 4,30 e 11,20%. Para avaliar a capacidade preditiva do modelo
(REP), observamos que o modelo PARAFAC apresentou valores abaixo de 0,768%,
indicando uma boa correlagao entre os valores reais e previstos, além de apresentar
um residuo baixo, porém para o modelo MCR-ALS os valores foram ligeiramente
superiores, variando de 1,92 a 12,13%, concordando com os valores do RMSEP.
Outra métrica importante para avaliagdo é a sensibilidade do modelo (SEN), que
corresponde a fracdo do sinal responsavel pela adicdo de uma unidade de
concentragao a propriedade de interesse (Valderrama et al., 2009). Pode-se notar que

o modelo PARAFAC apresenta uma SEN muito maior que o modelo MCR-ALS. Os
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demais parametros, seletividade (SEL), limite de deteccdo (LOD) e limite de
quantificacédo (LOQ), ndo apresentaram alteragdes significativas quando comparados

ambos os modelos.

3.4.4 VALIDAGAO DO METODO PROPOSTO POR HPLC-DAD

Para avaliar a exatiddo analitica dos modelos PARAFAC e MCR-ALS em
predizer as concentragdes de novas amostras, as seis amostras do conjunto de
validacao externa foram submetidas a cromatografia a liquido com detector de arranjo
de diodos (HPLC-DAD), utilizado neste trabalho como uma técnica de referéncia. Para
isso, foram realizados o teste t pareado com um nivel de confianca de 95% (TABELA
4) e o teste da regiao de confianga conjunta eliptica (EJCR) (FIGURA 15).

O teste t pareado (TABELA 5) nos fornece a informagao de que o método MCR-
ALS difere do método de referéncia HPLC no nivel de confianca de 95%, uma vez que

Tcal para todos os analitos foi maior que Ttab.
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TABELA 5 — DETERMINAGAO DE DEET, ICARIDINA E IR3535 EM AMOSTRAS DE
REPELENTES COMERCIAIS USANDO OS METODOS PROPOSTOS (PARAFAC E
MCR-ALS) E COMPARACAO COM O METODO DE REFERENCIA HPLC-DAD

Amostra Analito Referéncia

Concentracdo (% m m-1)

Predito

Predito

{cal

{cal

PARAFAC MCR-ALS

(HPLC) PARAFAC MCR-ALS

1 0,25 0,22 0,22

2 0,35 0,33 0,31

3 0,48 0,48 0,44
DEET 1,58 3,31

4 0,57 0,55 0,53

5 0,69 0,69 0,62

6 0,80 0,81 0,81

7 0,25 0,25 0,17

8 0,35 0,35 0,23

9 0,48 0,47 0,34
Icaridina 1,57 2,76

0,57 0,60 0,49

11 0,69 0,71 0,64

12 0,80 0,82 0,84

13 0,25 0,27 0,33

14 0,35 0,36 0,41

15 0,48 0,51 0,52
IR3535 1,46 3,84

16 0,57 0,55 0,68

17 0,69 0,70 0,71

18 0,80 0,81 0,83

tab (N = 5, 95% nivel de confianga) = 2,57

Fonte: O Autor

Uma possivel explicacao para a diferenca observada no teste t pareado pode

ser observada quando aplicamos a regidao de confiangca da junta eliptica (EJCR)
(FIGURA 15), na qual para todos os analitos os métodos PARAFAC e MCR-ALS

provaram ser exatos, uma vez que o ponto ideal (0,1) esta dentro da elipse de

confianca. No entanto, pode-se notar que a circunferéncia no EJCR para os modelos

PARAFAC é menor e consequentemente mais proximo ao ponto ideal comparado com

os modelos MCR-ALS. O menor EJCR representa uma maior precisdo do resultado
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esperado ao aplicar PARAFAC em comparacédo aos modelos MCR-ALS. Além disso,
vale ressaltar que o modelo PARAFAC para os trés analitos mostrou-se mais preciso
do que o modelo MCR-ALS ao comparar tanto o RMSEP quanto o EJCR (Goicoechea
& Olivieri, 2002).

FIGURA 15 — ELIPSE DE CONFIANCA PARA OS METODOS PARAFAC (PRETO) E
MCR-ALS (AZUL) PARAA) DEET, B) ICARIDINA E C) IR3535

a) o8
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Fonte: O Autor

Por conseguinte, a TABELA 6 nos fornece a concentragao dos trés principios
ativos estudados neste trabalho em amostras comerciais, que foram testadas pelo
método de referéncia (HPLC-DAD) e pelos métodos PARAFAC e MCR-ALS para
avaliar se a quantidade de principio ativo descrito no rétulo, de fato se faz condizente

com o encontrado no produto comercial. Além disso, pode-se averiguar a
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confiabilidade em predizer as concentracbes de novas amostras pelos métodos

PARAFAC e MCR-ALS em relagao ao método de referéncia (HPLC-DAD).

TABELA 6 - CONCENTRAGCOES DESCRITAS NO ROTULO, DETERMINADOS POR
HPLC-DAD E ESTIMADOS PELOS MODELOS PARAFAC E MCR-ALS

Valor Rotulado

HPLC-DAD PARAFAC MCR-ALS
DEET
% (m m™") % (m m™") % (m m™) % (m m™")
15,00 15,08 13,20 13,20
6,79 6,83 6,49 6,04
25,00 24,95 24,95 22,87
7,60 7,51 7,33 7,06
10,00 10,02 10,02 9,16
15,00 15,01 14,82 14,82
Valor Rotulado
HPLC-DAD PARAFAC MCR-ALS
Icaridina
% (m m™) % (m m™) % (m m™) % (m m™)
9,98 9,99 9,99 6,79
20,00 19,97 19,97 13,12
25,00 25,03 24,51 18,01
5,50 5,50 5,78 4,73
25,00 25,03 25,75 23,21
12,40 12,48 12,79 13,10
Valor Rotulado
HPLC-DAD PARAFAC MCR-ALS
IR3535
% (m m™) % (m m™) % (m m™) % (m m™)
20,00 19,98 21,57 26,37
25,00 25,01 25,72 29,29
7,50 7,59 8,06 8,22
12,50 12,49 12,05 14,95
10,00 9,99 10,01 10,27
12,50 12,55 12,70 12,96

Fonte: O Autor

Pode-se notar que tanto o PARAFAC quanto o MCR-ALS alcangam a vantagem

de segunda ordem ao processar simultaneamente multiplas amostras de calibragao.
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Por se tratarem de modelos de decomposi¢cao de sinais, € possivel decompor a
contribuicdo dos potenciais agentes interferentes e dos analitos a partir do sinal total,
e assim quantificar os analitos de interesse na presenca de interferentes (Hai-Long et
al., 2020).

No entanto, ao se comparar a eficiéncia geral dos modelos, o PARAFAC obtém
melhores resultados, sendo o mais indicado para este tipo de dados. Isso se deve, em
grande parte, a sua estrutura ser altamente compativel com os dados de

Espectroscopia de Matriz de Emissao de Excitacdo (EEM).

3.5 CONCLUSAO

Este capitulo propés uma nova metodologia analitica para a determinagao si-
multédnea de principios ativos (DEET, Icaridina e IR3535), utilizando matrizes Excita-
¢ao-Emissao de fluorescéncia molecular (EEM) acoplado a ferramentas quimiométri-
cas.

O uso de espectroscopia de excitagdo-emissao (EEM) juntamente com técni-
cas quimiométricas de ordem superior, como PARAFAC e MCR-ALS, demonstrou efi-
ciéncia e confiabilidade na quantificacdo de ingredientes ativos em repelentes de in-
setos. O método analitico proposto exibiu baixos erros de predicdo (RMSEP < 2,0%
para PARAFAC e RMSEP < 11,3% para MCR-ALS), indicando a viabilidade de em-
pregar esta técnica espectral como uma ferramenta de custo-efetivo e altamente pre-
cisa para o controle de qualidade destas amostras comerciais.

Além disso, a utilizagdo de dados de fluorescéncia EEM em combinagdo com
técnicas quimiométricas de ordem superior apresenta a vantagem de modelar o sis-
tema mesmo sem o conhecimento prévio dos potenciais interferéncias. Esta proprie-
dade permite a detecgdo dos compostos de interesse mesmo em formulagdes onde
potenciais fluoréforos sdo adicionados, ou na predigdo das concentracdes de todos
os trés ingredientes ativos, apesar da complexidade da matriz repelente.

A metodologia proposta demonstrou niveis de precisdo semelhantes aos resul-
tados obtidos pelo método HPLC, com um nivel de confianga de 95%. Além disso,
oferece as vantagens de ser mais rapido e simples (do ponto de vista de aquisi¢ao de
dados) em comparagéo ao HPLC, e ndo requer solventes organicos de alta pureza, o
que o torna uma alternativa mais ecoldgica e em concordancia com os principios da

Quimica Verde.
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4. SECAO Il - AVALIACAO DA ESTABILIDADE DE EMULSOES: REOLOGIA,
IMAGEAMENTO HIPERESPECTRAL E ESPECTROSCOPIA RAMAN
ASSOCIADOS A QUIMIOMETRIA

4.1 INTRODUGAO

Devido a crescente globalizacdo e competitividade do mercado, a inovagao em
produtos e processos quimicos tem se tornado imprescindivel. Nesse contexto, a in-
dustria quimica passou por uma transformacao ao longo do tempo, mudando o foco
da producado a granel para o desenvolvimento de produtos com identidade propria e
maior valor agregado. Um exemplo disso esta concentrado na industria cosmética,
mais especificamente as emulsdes cosméticas (Calvo et al., 2022; Costa et al., 2006).

Emulsdes sao sistemas interfaciais termodinamicamente instaveis devido a alta
tensao superficial de um liquido em outro liquido imiscivel, estabilizados por meio do
uso de surfactantes e/ou particulas solidas. Surfactantes sdo a escolha comumente
usual para esse proposito e sdo usados para emulsdes de agua em 6leo (A/O) e dleo
em agua (O/A) (FIGURA 16). O papel de um surfactante é reduzir a tensao interfacial
entre as fases, minimizando assim a energia livre do sistema e subsequentemente
estabilizando a interface para resistir a coalescéncia (Binks, 2002; VVenkataramani et
al., 2020).

A estabilidade e a liberagao de compostos/principios ativos em sistemas emul-
sionados estao diretamente relacionadas a sua localizagdo dentro das fases, seja na
fase dispersa (oleosa) ou continua (aquosa). Na industria cosmética, as emulsdes
destacam-se como um dos sistemas mais versateis e amplamente utilizados, sendo
fundamentais em diversas aplicagdes, como cosméticos com adigao de fragrancia e
cor especificos, produtos para cuidados com a pele/cabelo e itens de higiene pessoal
(Venkataramani et al., 2020; Knowlton, 2000).
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FIGURA 16 — ILUSTRACAO DE EMULSAO DE OLEO EM AGUA (O/A) ESTABILI-
ZADA UTILIZANDO SURFACTANTE

- Cabega hidrofilica

¥~ Cauda hidrofébica

OJ/A

FONTE: adaptado de (Venkataramani et. al., 2020).

No entanto, diante da diversidade de produtos cosméticos disponiveis no mer-
cado, com uma ampla gama de aplicagbes e formulagdes, ndo existe uma uniformi-
dade clara na definigao do prazo de validade desses produtos (Choi et al., 2021). Essa
falta de padronizagao pode representar sérios riscos a saude e seguranga dos consu-
midores. Ademais, 0 manuseio inadequado, a preservacgao insuficiente e as praticas
inadequadas de armazenamento podem acelerar a deterioracdo dos cosmeéticos,
comprometendo ainda mais sua segurancga e eficacia (Choi et al., 2021; Giacomel et
al., 2013).

Posto isto, as etapas de distribuigdo e armazenamento sdo as mais criticas,
visto que frequentemente nessas etapas as emulsdes cosméticas estdo mais expos-
tas a luz solar e ao estresse térmico, o que pode levar a desestabilizacdo do produto,
ou ainda a decomposigédo e contaminagao aceleradas (Hans et al., 2008). Como os
ingredientes que influenciam sua estabilidade estdo diretamente ligados a sua taxa de
degradacéo, alguns trabalhos tém sido reportados na literatura com o intuito de com-
preender o mecanismo exato pelo qual o estresse térmico desencadeia a decomposi-

¢ao e desestabilizacdo das emulsdes. No entanto, os estudos foram conduzidos em
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cosméticos utilizando métodos termoanaliticos, como termogravimetria (TG) e calori-
metria de varredura diferencial (DSC) (de Almeida et al., 2014; Shukat et al., 2012; de
Almeida et al., 2010). Esses métodos, apesar de trazerem informagdes cruciais quanto
as alteragdes fisicas do produto, falham em agregar informagdes sobre as mudangas
na sua composi¢cao, ou até mesmo na caracterizagado quimica do ingrediente ativo.
Essa limitagao dificulta a compreensao dos mecanismos de degradagao do sistema.

Para mitigar esses efeitos, a industria cosmética realiza uma série de analises
com o objetivo de assegurar a qualidade das emulsdes e, consequentemente, do pro-
duto final antes de ser disponibilizado ao consumidor. Essas analises sao fundamen-
tadas internacionalmente pela International Federation of Societies of Cosmetic Che-
mists — IFSCC com o titulo “The Fundamentals of Stability Testing” (IFSCC, 1992) e
no Brasil pela ANVISA no titulo "Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos" (Brasil,
2004), que atua como 6rgéo regulador.

Entre os principais fatores analisados nos estudos de estabilidade acelerada
estdo os fatores intrinsecos, relacionados aos componentes da formulagdo cosmética,
como incompatibilidades fisicas e quimicas (pH e interagdes entre os ingredientes), e
os fatores extrinsecos, vinculados a agentes externos, como tempo de armazena-
mento, temperatura, luz e umidade. Segundo o Formulario Nacional da Farmacopeia
Brasileira (Brasil, 2012) entende-se por estabilidade fisica, aqueles produtos farma-
céuticos que mantém suas caracteristicas fisicas como: aparéncia da suspensao, uni-
formidade, dissolugao e suspensabilidade durante todo o periodo de estudo.

Para a estabilidade quimica, o produto farmacéutico deve manter integridade
quimica e a concentracio do ativo dentro dos limites especificados. A perda da esta-
bilidade quimica pode ser determinada por fatores intrinsecos e extrinsecos e levar a
alteracao na concentragao do principio ativo, acarretando na diminuigdo da dose des-
tinada ao paciente. Adicionalmente, produtos provenientes da degradacao do principio
ativo podem apresentar alta toxicidade, trazendo riscos ao paciente. O limite geral-
mente aceito para a decomposi¢cao quimica dos produtos farmacéuticos € de, no ma-
ximo, 10%, desde que os produtos de decomposic¢ao estejam seguramente identifica-
dos e seus efeitos sejam previamente conhecidos. Em geral, os produtos farmacéuti-
cos devem conter de 90 a 110% do principio ativo declarado no rétulo (Brasil, 2012).

Entretanto, nos estudos de degradacéo forgadas sugeridos pelos érgéos regu-

ladores, os fatores sdo estudados de forma isolada. Este tipo de abordagem, limita
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observar efeitos de interagcao entre as variaveis, como por exemplo, temperatura e
tipo de embalagem para armazenamento. No entanto, no mundo real, os produtos
cosméticos sao frequentemente expostos a multiplos efeitos extrinsecos simultanea-
mente, 0 que pode resultar em interagdes complexas ndo captadas por esses estudos
(Rente et al., 2022; Martins & Marto, 2023).

Diante disso, estudos de degradacgao forgada baseados em sistemas multivari-
ados surgem como uma excelente alternativa para emulsées em matrizes complexas.
Essas abordagens permitem ndo apenas avaliar as caracteristicas quimicas da emul-
sdo, mas também considerar todos os fatores simultaneamente, reduzindo o numero
de experimentos necessarios. O mais importante € que essas metodologias possibili-
tam a analise do efeito de interacao entre os diversos fatores constituintes da emulsao
cosmeética, proporcionando uma compreensao mais abrangente do comportamento da
formulacéo (Neto et al., 2010).

Para avaliar os aspectos fisicos das emulsdes, recomenda-se a analise via cen-
trifugacao do produto, a fim de verificar a separagao de fases. Enquanto a estabilidade
quimica é comumente avaliada por técnicas cromatograficas, como LC e GC (Brasil,
2004; IFSCC, 1992).

Atualmente, diversas abordagens estdo sendo implementadas para investigar
a estabilidade de emulsdes. A pesquisa tem se concentrado em duas vertentes prin-
cipais: o aprimoramento da caracterizagcéo e da modelagem da estabilidade por meio
de Inteligéncia Artificial e o desenvolvimento de novos sistemas via modificagdes de
ingredientes, como no caso das emulsdes de Pickering (estabilizadas por particulas
solidas).

Um exemplo da primeira vertente € demonstrado no trabalho de Patil et al.,
(2022), que utilizou Aprendizado Profundo (Deep Learning) para a analise de imagens
de emulsdes. Para esse fim, o0 método Faster R-CNN foi empregado para prever os
tamanhos das goticulas da emulsao, visando fornecer uma base mais robusta para a
compreensao de parametros de estabilidade, como coeficientes de estabilidade das
goticulas e escalas de tempo de relaxamento. No entanto, este estudo apresenta cer-
tas limitagdes; notadamente, o modelo treinado pode ser altamente especifico para o
tipo de emulsédo e as condi¢gdes de imagem empregadas (emulsdes Oleo-em-agua
Exxsol D80), necessitando de recalibragdo ou da inclusdo de novas amostras no mo-

delo para uma aplicagao mais ampla.
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Em relagdo a segunda vertente, que envolve a modificacdo quimica dos ingre-
dientes (Pickering), Tao et al. (2023) propuseram uma nova emulsao de Pickering uti-
lizando um complexo de proteina isolada do soro do leite (WPI) modificado com um
antioxidante natural (cianidina-3-glicosideo, C3G), com o objetivo de encapsular e pro-
teger a curcumina. A modificagao resultou em alta estabilidade, com o complexo WPI-
SCI/C3G demonstrando menor tensao superficial e interfacial, indicando propriedades
emulsificantes superiores. No entanto, algumas limitagdes foram identificadas, como
maior complexidade do processo, desafios relacionados a viabilidade econédmica em
escala industrial e dependéncia do sistema especifico.

E nesse cendrio em que a técnica de imageamento hiperespectral pode ser
destacada, apresentando como vantagem, por avaliar informagdes quimicas tanto
qualitativas quanto quantitativas além das informacdes fisicas relacionadas com a es-
tabilidade a partir do mapeamento da amostra.

Esse método gera uma matriz tridimensional conhecida como “hipercubo”, que
consiste em duas dimensdes espaciais, contendo as coordenadas de posi¢cao, e uma
terceira dimenséao, que armazena as informagdes espectrais de cada pixel da imagem.
Essa técnica permite a identificagao e localizacdo precisa dos constituintes quimicos
em uma amostra, baseando-se na seletividade das técnicas espectrais utilizadas,
como a espectroscopia Raman. No entanto, devido a vasta quantidade de informa-
¢bes contidas nas imagens hiperespectrais, € essencial o uso de ferramentas quimio-
métricas para identificar e extrair os dados mais relevantes (Gowen et al., 2007).

Sendo assim, as ferramentas quimiométricas frequentemente empregadas sao
baseadas em métodos de recuperacao de sinal, como exemplo a Resolucédo de Cur-
vas Multivariadas por Minimos Quadrados Alternados (MCR-ALS) e a Anélise de Com-
ponentes Independentes (ICA). Um exemplo destas aplicacdes é reportado por Araya
et al., (2017) que utilizaram imageamento hiperespectral combinado com espectros-
copia no infravermelho médio para quantificar lignina e glucanos em fibras lignocelu-
|6sicas, empregando o método MCR-ALS. De maneira semelhante, Boiret et al.,
(2014) utilizaram imageamento hiperespectral associado a espectroscopia Raman
para avaliar a distribuicdo espacial de um principio ativo em farmacos, utilizando o
método ICA.
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Neste contexto, o objetivo deste capitulo foi aplicar métodos multivariados para
investigar a estabilidade quimica e fisica de emulsées em cosméticos. Os fatores ex-
trinsecos descritos no "Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos" da ANVISA
(Brasil, 2004), foram avaliados por meio de um planejamento fatorial, e a resposta
analitica foi analisada por meio de imageamento hiperespectral combinado com es-

pectroscopia Raman, utilizando o método MCR-ALS.

4.2 OBJETIVOS
4.2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a estabilidade de emulsdes, incluindo sua vida de prateleira (Shelf-life)
de forma multivariada, utilizando imageamento hiperespectral associado a

espectroscopia Raman e quimiometria (MCR-ALS).

4.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a degradagao de uma emulsao do tipo O/A e do principio ativo
Benzofenona-5 em diferentes condi¢ées de armazenamento, por meio de um
estudo acelerado.

o Comparar a estrutura quimica e reoldgica em fungao do tempo e arma-
zenamento.

o Utilizar a ferramenta quimiométrica MCR-ALS para avaliar o possivel

perfil quimico de degradagao da emulséo.

4.3 MATERIAIS E METODOS .
4.3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Para o preparo das emulsdes, foram adquiridos Vaselina liquida via Synth®
(Diadema, SP, BRA) e uma pasta base de creme hidratante no comércio local da
cidade de Curitiba-PR, Brasil. Todas as emulsdes foram preparadas utilizando agua
ultrapura (18.2 MQ cm) obtida por meio de um sistema de purificagcdo UV Millipore
Simplicity®. O padrdo de acido 5-benzoil-4-hidroxi-2-metoxibenzenossulfonico
(benzofenona-5) foi adquirido via Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA). Para evitar
qualquer risco de contaminacéo, toda vidraria foi mantida em solugao de acido nitrico

a 10,0% (v v') por 24h com posterior limpeza com agua ultrapura.
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4.3.2 PREPARO DA EMULSAO

As emulsdes cosméticas O/A (6leo/agua) foram preparadas conforme descrito
na Farmacopeia Nacional Brasileira (Brasil, 2012) com algumas modificagdes, a partir
de uma pasta base de creme hidratante comercial que contém em sua formulacao
ingredientes tipicos usados para aplicagbes cosméticas. Sua composi¢cao apresenta,
emulsificantes, espessantes (formadores de filme), surfactantes (Tween 80®) e emoli-
entes como detalhado na TABELA 7 (Barel et al., 2014; Calvo et al., 2022).

Para o preparo da emulsio, pesou-se 2 g de pasta base comercial de creme
hidratante e adicionou-se 10 mL de agua ultrapura e 200 mg do padrao fotoprotetor
benzofenona-5. Em seguida homogeneizou-se o sistema manualmente com auxilio
de uma espatula e a seguir adicionou-se 10 mL da fase oleosa (Vaselina liquida). Para
a incorporacao da fase continua (6leo) e da fase dispersa (agua) o sistema foi homo-
geneizado mecanicamente utilizando um homogeneizador portatil (Ultra Stirrer - mo-
delo ultra-80) a 9.000 RPM por 2 minutos.

TABELA 7 - LISTA DE INGREDIENTES USADOS PARA PREPARAR AS
EMULSOES COSMETICAS A/O

Componentes % m m-’
Agua 450
Tween 80® 3,0
copolimeros de acrilato 1,0
Alcool cetoestearilico 25

estearato de

trietanolamina 20
carbomero 0,5
Vaselina liquida 45,0
benzofenona-5 1,0

FONTE: O Autor

4.3.3 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS PARA O TESTE DE ESTABILIDADE

Com o intuito de avaliar a estabilidade das emulsdes, a emulsao preparada e

descrita na se¢ao 4.3.2 foi submetida a diversas condi¢des experimentais por meio de
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um planejamento 23 com ponto central contendo os principais fatores extrinsecos des-
critos no “Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos” da ANVISA (Brasil, 2004)
conforme a TABELA 8. As amostras submetidas as condigdes do planejamento expe-
rimental foram avaliadas em tempos diferentes com o intuito de se avaliar um possivel
perfil de degradacao quimica e fisica da emulsdo em fungdo do tempo.

Os tempos neste estudo acelerado foram de 24 horas, 7, 15 e 30 dias. Em face
do imageamento hiperespectral demandar um alto de tempo de analise, so6 foi possivel
analisar dois pontos do planejamento, em seus respectivos tempos, por dia. Desta
forma, para cada novo ponto do planejamento de experimentos uma nova formulagao
foi preparada. As fotos das emulsdes em cada ponto do planejamento de experimen-
tos se encontram no APENDICE A.

TABELA 8 - VARIAVEIS E NIVEIS DO PLANEJAMENTO FATORIAL 23 COM
PONTO CENTRAL PARA TRIAGEM DO EFEITO DAS VARIAVEIS NA
FORMULAGAO DE CREME COSMETICOS

Niveis descodificados

Variavel
(-1) 0 (+1)
Temperatura (°C) 5 25 40
Luz Ausente Visivel uv
Material (Tipo) Vidro Plastico Metal
Ensaio Temperatura (°C) Luz Material (Tipo)
1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
4 1 1 -1
o -1 -1 1
6 1 -1 1
7 -1 1 1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0




75

Para cada um dos ensaios a resposta analitica foi obtida por meio de imagea-
mento hiperespectral associado a espectroscopia Raman, além de dados fisicos obti-
dos por reologia, por meio da analise de varredura de frequéncia.

Para replicar cada condigdo experimental descrita no planejamento, foram con-
feccionadas caixas acondicionadoras especificas. Nos experimentos 2, 4, 6 e 8, que
requerem uma temperatura de 40°C, utilizou-se uma estufa. Nos experimentos 2 e 6,
que devem ser realizados na auséncia de luz, as amostras foram colocadas direta-
mente na estufa, acondicionadas em vidro e metal. Para os experimentos 4 e 8, a
estufa foi previamente preparada com fita laminada e luz UV LED (12V), e as amostras
foram acondicionadas nos respectivos materiais (vidro e metal) antes de serem colo-
cadas na estufa (Figura 17a).

Nos experimentos 1, 3, 5 e 7, que requerem uma temperatura de 5°C, utilizou-
se uma geladeira com controle de temperatura. Nos experimentos 1 e 5, que neces-
sitam de auséncia de luz, as amostras foram acondicionadas em vidro e metal e colo-
cadas diretamente em uma caixa organizadora que foi previamente preparada para
isolar a entrada de luz, entdo, armazenada na geladeira. Para os experimentos 3 e 7,
uma caixa organizadora foi previamente preparada com fita laminada e luz UV LED
(12V), e as amostras foram acondicionadas nos materiais correspondentes (vidro e
metal) antes de serem colocadas na geladeira (Figura 17b).

Por fim, para os experimentos que correspondem ao ponto central, uma caixa
organizadora foi preparada com fita laminada e luz LED branca (12V). O material
acondicionante utilizado foi o plastico, e a temperatura da sala foi mantida a 25°C
(Figura 17c).
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FIGURA 17 — CAIXAS SIMULANDO OS NIVEIS PROPOSTOS NO PLANEJAMENTO
23 COM PONTO CENTRAL A) ENSAIOS 2,4,6 E 8. B) ENSAIOS 3 E 7. C) ENSAIOS
DO PONTO CENTRAL

FONTE: O Autor

4.3.4 ANALISE RAMAN

As analises Raman foram realizadas em um espectrometro Raman Confocal
Witec Alpha 300R, utilizando um laser no infravermelho préximo (785 nm) e com uma
resolugdo espectral de 4 cm™'. Para a aquisigdo das imagens hiperespectrais, o mi-
croscopio confocal, equipado com uma lente de 10x (100 pm), foi posicionado sobre
a amostra em uma mesa posicionadora XY, permitindo a obtengdo dos espectros em
funcao espacial. Os mapas hiperespectrais foram adquiridos em uma area de 25 x 25
Mm, com uma poténcia de laser de 55 mW, coletando-se 25 pontos por linha em 25
linhas, totalizando 625 espectros por amostra. O tempo de integragéo foi de 10 se-
gundos por pixel.
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4.3.5 DETERMINAGAO DO COMPORTAMENTO REOLOGICO

Estudos reoldgicos foram realizados usando um redmetro TA Instruments mo-
delo HR-10 (TA Instruments, New Castle, EUA), equipado com uma geometria de cone
de 40 mm de diametro e 350 mm de abertura. As medigdes ocorreram a uma tempe-
ratura constante de 25 °C. Varreduras de frequéncia foram realizadas com uma am-
plitude de tenséo (1) variando de 0,01 a 500 Pa, a uma frequéncia de 1 Hz, registrando-

se 0 modulo elastico (G') e o modulo viscoso (G”).

4.3.6 METODOS QUIMIOMETRICOS

Imagens hiperespectrais podem ser consideradas como um cubo de dados,
com duas dimensdes associadas as coordenadas de posicdo dos pixels e uma ter-
ceira dimensao contendo as informacgdes espectrais. Como os espectros correspon-
dem a uma mistura de todos os componentes presentes em um pixel, € necessario
“extrair” a informacgao quimica da imagem hiperespectral.

Para isso, utilizou-se a ferramenta quimiométrica MCR-ALS com o intuito de
recuperar o espectro do creme puro e o espectro do principio ativo (benzofenona-5)
incorporado nas emulsdes, as quais gerou-se uma matriz de dados aumentada Dauyg
contendo todos os experimentos em todos os tempos do estudo acelerado, conforme
ilustrado na FIGURA 18 (Jaumot et al., 2005; Juan, 2019). Todo o tratamento quimio-
métrico foi realizado usando o ambiente MATLAB 2018a, utilizando rotinas desenvol-
vidas no laboratério (disponivel em: https://github.com/UFPR-DATALab/DATALab_to-
olbox), para o pré-tratamento dos espectros Raman foi utilizado o algoritmo desenvol-
vido por (Sabin et al., 2012), e a toolbox MCR GUI 2.0 (disponibilizada online) para a
decomposicao dos sinais por MCR-ALS (Jaumot et al., 2005).

Para a construgédo do modelo quimiométrico em cada ensaio do planejamento
de experimentos, o numero de componentes foi estimado verificando em cada caso a
estimativa dada pela decomposicéo de valor singular (SVD), que tem como principio
diminuir a dimensionalidade dos dados e encontrar padrdes. Para iniciar o processo
de interagdo por meio da ALS (Minimos quadrados alternados) é necessaria uma es-
timativa inicial, o qual foi utilizado o método baseado na aproximacéo da variavel pura
(PURE), que tem como fundamento selecionar as colunas com as variaveis mais pu-

ras de acordo com o numero de fatores que foi selecionado pelo SVD (Margo et al.,
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2014). Por fim, foi aplicado a restricdo de nao-negatividade, tanto nas concentragbes

quanto nos perfis espectrais.

FIGURA 18 — CUBO DE IMAGEM E MODELO BILINEAR
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

441 CARACTERIZA(}AO DOS ESPECTROS RAMAN PARA O CREME PUROE O
PRINCIPIO ATIVO BENZOFENONA-5

Para avaliar a estabilidade e degradagao dos componentes quimicos presentes
na emulsao, é necessario, primeiramente, caracterizar os espectros puros Raman do
creme hidratante e do principio ativo. AFIGURA 19 ilustra o espectro Raman do creme
hidratante, no qual é possivel observar uma banda muito intensa, em 1425 cm!, rela-
cionado com desdobramentos CH2 caracteristicos de polimeros de cadeias longas,
como surfactantes e éleos como a vaselina liquida (Alvarenga et al., 2018; Assi et al.,
2022). A segunda banda mais intensa, em 1285 cm-', esta associada a desdobramen-
tos CH, também devido a presenca de polimeros de cadeias longas e 6leos minerais
(Socrates, 2004).

As bandas mais intensas na regido de 840 a 1100 cm™' (843, 854, 878, 898,

956, 1028 e 1057 cm™') sdo usualmente atribuidas a ligagdes estruturais COC e C-C,
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ambos presentes nos polimeros. A banda em 792 cm™' é uma banda deslocada, rela-
tivo a respiragdo simétrica do anel, que normalmente ocorre entre 755 e 785 cm™'. A
banda em 1324 cm™" esta relacionado a vibragéo estrutural do anel. Por fim, a banda
em 1136 cm" é referente ao estiramento C—C de cadeias alifaticas presentes no sur-
factante (Larkin, 2017; Socrates, 2004). Os espectros do creme sao similares a outros

cremes reportados na literatura (Jung et al., 2022; Tippavajhala et al., 2018).

FIGURA 19 — ESPECTRO RAMAN DO CREME PURO
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No espectro Raman do principio ativo fotoprotetor benzofenona-5, ilustrado na
FIGURA 20, observa-se que as bandas mais intensas entre 840 a 1100 cm™', estao
relacionados as ligagdes estruturais COC e C—C dos grupos funcionais éter e cetona
presentes na molécula. A segunda banda mais intensa, em 1603 cm™', esta associada
aos dois anéis aromaticos da molécula. Outra banda caracteristica € o de 1023 cm™,
referente ao desdobramento de OH. As bandas em torno de 716 cm-! podem estar
relacionadas as flexdes CH ou do anel aromatico fora do plano. A banda em 760 cm™’
€ relativa a respiracao simeétrica do anel, que normalmente ocorre entre 755 e 785 cm-
. Abanda de menor intensidade em torno de 820 cm-" esta relacionado com a defor-
macao do anel aromatico. As bandas de 1200 a 1300 cm™" estdo relacionados com a

vibracao de estiramento C-O para o fenol presente na molécula. Por fim, uma outra
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caracteristica importante da molécula é o grupo do acido sulfénico, identificado pela

banda em 1144 cm™', correspondente a vibragdo S=0 (Socrates, 2004).

FIGURA 20 — ESPECTRO RAMAN DO PRINCIPIO ATIVO FOTOPROTETOR BEN-
ZOFENONA-5
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4.4.2 ESTUDO MULTIVARIADO DA ESTABILIDADE DE EMULSAO

O estudo de degradagéao for¢ada da emuls&o e do principio ativo foi conduzido
sob dois aspectos principais: primeiro, pelo emprego do imageamento hiperespectral,
que fornece tanto informagao quimica, quanto informacgao espacial; e segundo, pela
comparacao dos espectros recuperados pelo MCR-ALS com os espectros puros pre-
viamente caracterizados. Embora a espectroscopia Raman nao ofereca a mesma se-
letividade elevada das técnicas cromatograficas ou da espectrometria de massas, a
associacdo com as ferramentas quimiométricas na analise dos dados, permite a ana-
lise de amostras de creme (matrizes de alta complexidade). Essa abordagem permite
a analise sem uma etapa extensa de preparo de amostras, o que seria indispensavel
em técnicas como cromatografia e espectrometria de massas.

Para uma discussdo mais clara e concisa dos mapas recuperados pelo MCR-
ALS e das analises de reologia em cada tempo estudado, serdo apresentados os ex-
perimentos 2, 8 e 10 (ponto central), nos quais apresentam altas temperaturas e o

acondicionamento em embalagens metalicas e vidro, os quais propiciam uma maior
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transferéncia de calor. A escolha desses experimentos possibilitou uma maior compa-
ragcao com a condi¢ao “controle” situada no ponto central.

A avaliagao inicial do estudo multivariado ocorreu no tempo de 24 horas, cor-
respondente ao Experimento 10 do planejamento experimental (descrito na Segéo
3.3). Nestas condicbes, a emulsao foi acondicionada em frasco plastico e mantida a
temperatura ambiente (25°C), simulando o armazenamento tipico de produtos comer-
ciais.

A Figura 21a apresenta a microscopia Optica caracteristica da amostra, permi-
tindo a distingao entre a fase continua (aquosa) e a fase dispersa (oleosa). Aformagéao
desta emulsdo O/A é atribuida as propriedades do surfactante empregado, o Tween®
80. Este composto apresenta um valor de HLB (Equilibrio Hidrofilico-Lipofilico) proé-
ximo a 15 (em escala de 0 a 20), conferindo-lhe carater hidrofilico. Surfactantes com
alto HLB sao tipicamente utilizados na estabilizacdo de emulsdées do tipo 6leo-em-
agua (O/A) e influenciam diretamente a distribuicdo de tamanho das goticulas (Wang
et al., 2023).

Do ponto de vista quimico, a emulsao permaneceu estavel, conforme evidenci-
ado pelos mapas e perfis espectrais recuperados via MCR-ALS (Fig. 21b). Os espec-
tros das duas componentes resolvidas demonstraram alta similaridade com os espec-
tros puros. A interpretacdo dos dados confirma a particdo quimica esperada: a base
do creme, rica em cadeias apolares (Fig. 19), encontra-se incorporada na fase dis-
persa (6leo), enquanto o principio ativo, caracterizado por grupos polares como hidro-

xila (-OH) e sulfénico (-SOsH) (Fig. 20), esta solubilizado na fase continua (aquosa).
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FIGURA 21 — ANALISE DO ENSAIO 10 DO PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS
NO TEMPO DE 24 HORAS, SENDO: A) FOTO DO MICROSCOPIO OPTICO E B)
MAPAS E ESPECTROS RECUPERADOS PELO MCR-ALS
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FONTE: O Autor

No entanto, para o experimento 2, pode-se observar uma mudanga ja nas pri-
meiras 24 horas, uma vez que o produto permaneceu em uma temperatura de 40°C.
Primeiramente, tém-se uma mudanca visivel na caracteristica da emulsao (FIG. 22a),
em comparagado com a emulsao no experimento 10 nas mesmas 24 horas. Contudo,
quando os espectros recuperados pelo MCR-ALS sao comparados quimicamente
nota-se que na primeira componente recuperada pelo MCR-ALS o perfil espectral se

assemelha ao espectro previamente caracterizado como creme (FIG. 22b).
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FIGURA 22 — ANALISE DO ENSAIO 2 DO PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS
NO TEMPO DE 24 HORAS, SENDO: A) FOTO DO MICROSCOPIO OPTICO E B)
MAPAS E ESPECTROS RECUPERADOS PELO MCR-ALS

- : - T L L -
ﬂ] I[!, | 12 p]: :!-_- |
] 3 3 i = 5
S0
|
= o : ,
d 3 — 5 ! & a in
, - " Mapa do creme
1425 h
5h h !
= ‘ |
;E 1285 I|
(]
2 \ Il | |
3 A I
B = ¥, J"-m'll I.J \ ,' L | |I
c i —_— W ! A4
£ IJ r \ " \
e,
'_II = ] '-II‘ L 3
Raman Shit (o)

FONTE: O Autor

No entanto, na outra componente recuperada nota-se que além das bandas
caracteristicas do principio ativo em 1000 cm™' e do creme em 1285 e 1425 cm™ ha
presenca de duas bandas em 1060 e 1130 cm', os quais ndo sdo encontrados nos
espectros do creme nem do principio ativo (FIG. 23).

A presenca dessas bandas pode levar a uma hipotese de que ha uma possivel
oxidagéo (total/parcial) do polissorbato Tween® 80(surfactante). A oxidagédo do polis-
sorbato é alvo de estudos ha bastante tempo, sendo que as principais causas relata-
das sdo: a exposigao a radiacdo UV, temperatura, composigdo dos acidos graxos,
tracos de metais potencialmente tdxicos e residuos de peréxido de hidrogénio (H202)
(Kishore et al., 2011a; Kishore et al., 2011b; Dahotre et al., 2018; Dwivedi et al., 2018;
Labrenz, 2014; Kerwin, 2008; Martos et al., 2017; Weber et al., 2023).

Alguns trabalhos apresentam um possivel mecanismo de reacéo para a oxida-
¢ao do PS80 (Tween® 80) que apresenta em sua composigdo pelo menos 58% de
acidos graxos insaturados (considerando apenas o acido oleico) (Farmacopeia Euro-

peia, 2022; Martos et al., 2017). A degradacgéao oxidativa do PS80 pode ocorrer no sitio
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de insaturagao do hidrocarboneto baseada na transferéncia de elétrons seguida pela
oclusao do atomo de hidrogénio, no qual acidos graxos insaturados sao mais propen-
sos a oxidacao. Os principais subprodutos da oxidagao do polissorbato sao a forma-
¢ao de aldeidos, cetonas, ésteres de acidos graxos, peréxidos e alcanos ramificados
(Dahotre et al., 2018; Dwivedi et al., 2018; Weber et al., 2023). Sendo assim, 0 surgi-
mento das bandas em 900, 1060 e 1130 cm™', referem-se respectivamente ao estira-
mento O-O dos perdxidos e aos grupos alcanos ramificados e cetonas (Socrates,
2004).

FIGURA 23 — ESPECTRO RECUPERADO PELO MCR-ALS DO ENSAIO 2 EM 24
HORAS, INDICANDO POSSIVEL OXIDAGCAO DO POLISSORBATO
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De maneira analoga ao experimento 2, no ensaio 8, observou-se que a estru-
tura fisica da emulsao tende a se modificar devido a agdo combinada da temperatura
e do material condicionante metalico, o qual aumenta a transferéncia de calor (FIG.
24a). Embora a fase dispersa (6leo) seja visivel, a fase continua (agua) sofreu uma
leve evaporacao. Apesar dessa mudanca fisica, a estrutura quimica da emulsao foi
preservada, conforme indicado pelos mapas e espectros recuperados pelo MCR-ALS
(FIG. 24b) nas componentes 1 e 2, respectivamente, que mostram semelhanga entre

as bandas caracteristicos do creme e do principio ativo.
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FIGURA 24— ANALISE DO ENSAIO 8 DO PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS
NO TEMPO DE 24 HORAS, SENDO: A) FOTO DO MICROSCOPIO OPTICO E B)
MAPAS E ESPECTROS RECUPERADOS PELO MCR-ALS
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No entanto, assim como no experimento 2, no experimento 8 observou-se uma
possivel oxidagao do polissorbato, indicado pela presenca das bandas em 900, 1060
e 1130 cm™ (FIG. 25), no qual foi possivel observar por meio do mapa recuperado
pelo MCR-ALS em uma terceira componente que a localizagao do espectro contendo
as bandas caracteristicas dos subprodutos de oxidagao (peréxido, cetona e alcanos
ramificados), estao localizados ha mesma regiao da fase dispersa (6leo), consequen-

temente, do espectro do creme.
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FIGURA 25 - COMPARACAO ENTRE OS MAPAS RECUPERADOS PELO MCR-ALS
PARA O CREME E PARA A OXIDACAO DO POLISSORBATO NO EXPERIMENTO 8
EM 24 HORAS (A) E (B) ESPECTRO RECUPERADO PELO MCR-ALS, INDICANDO
POSSIVEL OXIDAGAO DO POLISSORBATO
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Para avaliar a estabilidade fisica da emulsao por medidas reoldgicas, primeira-
mente avaliou-se a determinagdo da regido viscoelastica linear (LVER) da emulséo,
em seguida foi utilizado o método de varredura de frequéncia, que fornece dados so-
bre a resposta dos modulos viscoelasticos da amostra em relacdo a um intervalo de
frequéncia oscilatéria, que pode ser interpretado como o comportamento viscoelastico
em funcao do tempo de observagao. Essa regido € importante porque indica a quan-
tidade de tens&o de cisalhamento que a emulsao pode suportar antes de se desesta-
bilizar (Mezger, 2014). Dois parametros-chave para este estudo sdo o médulo elastico
(G") e o mddulo viscoso (G"). Esses parametros sdo essenciais para entender como
um material responde ao estresse ou a deformacao. O parametro G’ mede a elastici-
dade do material, representando a energia armazenada durante a deformacgao. O pa-
rametro G”, por sua vez, mede o comportamento viscoso, representando a energia
dissipada como calor durante a deformacgao, indicando a quantidade de energia per-
dida (Li & Zhang, 2015; Derakhshandeh et al., 2018; Schramm, 2006; Pal, 2008).

A FIGURA 26 apresenta os dados das varreduras de frequéncia para as amos-

tras dos ensaios 2, 8 e 10, que exibem um comportamento de gel caracteristico de
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cremes hidratantes (Xiao et al., 2021). Ao longo da faixa de frequéncia medida, o0 mé-
dulo de armazenamento G' foi sempre maior que o modulo de perda G", sugerindo
que as amostras exibiram um comportamento reoldgico elastico, similar a géis do tipo
soélido. O valor de G' das emulsdes também aumentou com a frequéncia, mostrando
uma clara dependéncia (Shevtsova et al., 2025).

Nota-se que a razéo entre G" e G' (tan & = G"/G’) representa o estado de gel
das amostras, e os valores de tan & na figura foram consistentemente menores que
1. Isso confirma que as emulsdes exibem caracteristicas predominantemente elasti-
cas (Li & Zhang, 2015; Brummer, 2006; Li et al., 2024).



88

FIGURA 26 — GRAFICOS DAS VARREDURAS DE FREQUENCIA NO TEMPO DE 24
HORAS PARA OS ENSAIOS: 2 (AZUL), 10 (VERDE) E 8 (VERMELHO) DO PLANE-
JAMENTO DE EXPERIMENTOS
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FONTE: O Autor

O segundo tempo avaliado no estudo acelerado da estabilidade de emulséo foi
de 7 dias. A FIGURA 27 mostra que no experimento 2 os resultados em 7 dias foram
semelhantes aos obtidos em 24 horas. No qual, ao se observar a imagem obtida no
microscopio optico (FIG. 27a), € possivel identificar, uma mudanga fisica na caracte-

ristica da emulsdo. Além disso, pode-se inferir que ndo houve degradacéao total na
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estrutura quimica da emulsao, uma vez que as bandas caracteristicas do creme (1285
e 1425 cm™) e do principio ativo (1000, 1020, 1144 e 1603 cm™") estdo bem evidentes,

sendo semelhantes aos espectros “puros” de cada substancia (FIG. 27b).

FIGURA 27 — ANALISE DO ENSAIO 2 DO PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS
NO TEMPO DE 7 DIAS, SENDO: A) FOTO DO MICROSCOPIO OPTICO E B) MAPAS

E ESPECTROS RECUPERADOS PELO MCR-ALS
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FONTE: O Autor

Assim como no ensaio de 24 horas, em 7 dias (FIG. 28) foram observadas as
mesmas bandas em 900, 1062 e 1130 cm™' dos subprodutos (perdxidos, alcanos ra-
mificados e cetona) da oxidacao do polissorbato. Além disso, houve o aparecimento
da banda em 1100 cm caracteristico de -O-CO de ésteres de acido graxo. Este re-
sultado corrobora a hipétese de que em 24 horas inicia-se a degradagao oxidativa do
polissorbato (resultando na formagéo de perdxido, alcanos e cetonas como subprodu-
tos) e em 7 dias houve mais um processo de oxidagao, gerando ésteres de acido

graxo como subproduto (Socrates, 2004; Dahotre et al., 2018).
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FIGURA 28 — ESPECTRO RECUPERADO PELO MCR-ALS DA AMOSTRA DO EN-
SAIO 2 EM 7 DIAS, INDICANDO POSSIVEL OXIDAGAO DO POLISSORBATO
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Em contraste ao ensaio 2, no experimento 10, a emulsdo armazenada em con-
dicées semelhantes as do produto comercial mostrou-se estavel durante o estudo de
7 dias. A FIGURA 29a mostra tanto a fase dispersa (6leo) quanto a fase continua
(dgua). Além disso, a emulsao nao apresentou degradagéo de nenhum composto qui-
mico em sua estrutura, tendo seu perfil espectral recuperado pelo MCR-ALS bem se-
melhante ao espectro do creme e do principio ativo. Os mapas de distribuicao espacial
sao semelhantes a imagem obtida no microscopio 6ptico (FIG. 29b).

1700
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FIGURA 29 — ANALISE DO ENSAIO 10 DO PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS
NO TEMPO DE 7 DIAS, SENDO: A) FOTO DO MICROSCOPIO OPTICO E B) MAPAS
E ESPECTROS RECUPERADOS PELO MCR-ALS
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Para o experimento 8, o estudo em 7 dias demonstrou uma diferenga significa-
tiva em relacéo ao estudo em 24 horas, principalmente na estrutura fisica da emulsao.
A agao combinada da temperatura e do material condicionante metalico por tempo
prolongado, acentuou o processo de evaporagao da fase continua (agua) (FIG. 30a).
Apesar dessa mudanca fisica, a estrutura quimica do creme e do principio ativo foi
preservada, conforme indicado pelos espectros recuperados pelo MCR-ALS nas com-
ponentes 1 e 2, respectivamente, que mostram grande semelhanga com os espectros
“puros” tanto do creme quanto do principio ativo (FIG. 30b). Vale ressaltar que mesmo
o principio ativo estando majoritariamente dissolvido na fase continua (agua), o pro-

cesso de evaporacao da agua nao alterou a estrutura quimica do principio ativo.



Int= neid ade normalizada

92

FIGURA 30 — ANALISE DO ENSAIO 8 DO PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS
NO TEMPO DE 7 DIAS, SENDO: A) FOTO DO MICROSCOPIO OPTICO E B) MAPAS
E ESPECTROS RECUPERADOS PELO MCR-ALS
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Assim como em 24 horas, em 7 dias (FIG. 31) foram observadas as mesmas
bandas em 900, 1062 e 1130 cm™' dos subprodutos (peréxidos, alcanos ramificados e
cetona) de uma possivel oxidagao do polissorbato. Além disso, devido a agédo combi-
nada de temperatura e o material condicionante metalico foi possivel observar por
meio do mapa recuperado pelo MCR-ALS em uma terceira componente que a locali-
zacgao do espectro contendo as bandas caracteristicas dos subprodutos de oxidacéao,
estao localizados em maior concentracao na regido da fase dispersa (6leo), mas tam-

bém, é possivel encontra-los em toda emulsao.
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FIGURA 31 — COMPARACAO ENTRE OS MAPAS RECUPERADOS PELO MCR-ALS
PARA O CREME E PARA A OXIDAGAO DO POLISSORBATO NAAMOSTRA DO EN-
SAIO 8 EM 7 DIAS (A) E (B) ESPECTRO RECUPERADO PELO MCR-ALS, INDI-
CANDO POSSIVEL OXIDAGAO DO POLISSORBATO
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A FIGURA 32 apresenta os dados das varreduras de frequéncia para as amos-
tras dos ensaios 2, 8 e 10, apds um periodo de 7 dias. Mesmo com uma mudanca
visivel na caracteristica da emulsdo do ensaio 2, ela conservou sua caracteristica de
gel, com o médulo G' sempre superior ao G". Esse comportamento reoldgico elastico,
similar a géis do tipo sélido, € semelhante ao da emulsao do ensaio 10 (que nao apre-
sentou alteragdo aparente) e aos resultados das primeiras 24 horas de estudo
(Shevtsova et al., 2025).

No entanto, observa-se uma grande variagdo no modulo G" e nos valores de
tan & para o ensaio 8. Uma possivel explicacdo para essa variagao pode estar relaci-
onada com a perda de agua da emulsao, ocasionada pela combinacgao de alta tempe-
ratura e material condicionante metalico. Essa perda de agua pode favorecer a coa-
lescéncia das goticulas de 6leo, alterando o comportamento reolégico da amostra,
isso pode nos dar indicio que o experimento 8 ja nos primeiros 7 dias de estudos
demonstram o colapso da estabilidade da amostra (Ross-Murphy, 1992; Li & Zhang,
2015; Mezger, 2014).

I
700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700
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Para avaliar as caracteristicas das emulsoées, a razédo entre G" e G' (tan d) é
utilizada para representar o estado de gel das amostras. Para os ensaios 2 e 10, os
valores de tan & foram consistentemente menores que 1, o que confirma que as emul-
sdes exibem caracteristicas predominantemente elasticas. Em contraste, para o en-
saio 8, os resultados também foram inferiores a 1, mas com uma grande variagao de
tan 8, indicando uma possivel desestabilizagdo do comportamento elastico do gel (Li
& Zhang, 2015; Brummer, 2006; Li et al., 2024).

FIGURA 32 — GRAFICOS DAS VARREDURAS DE FREQUENCIA NO TEMPO DE 7
DIAS PARA OS ENSAIOS: 2 (AZUL), 10 (VERDE) E 8 (VERMELHO) DO PLANEJA-
MENTO DE EXPERIMENTOS
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Apos o estudo em 7 dias, em que ja se observa a oxidagado do polissorbato,
com formacéao de subprodutos e mudangas na estrutura fisica (reoldgica) em alguns
pontos do estudo acelerado, os préximos tempos avaliados foram de 15 e 30 dias.

Para o ensaio 2 nenhuma mudanca espectral foi observada nos estudos de 15
e 30 dias, uma vez que os espectros recuperados pelo MCR-ALS tanto para o creme
quanto para o principio ativo foram semelhantes aos espectros previamente caracte-
rizados. No que concerne a formagao dos subprodutos da oxidacao do polisorbato,
nenhum outro subproduto foi formado, sendo que as mesmas bandas dos subprodu-
tos ja citados anteriormente foram novamente identificadas e nenhuma outra banda
proveniente de uma possivel oxidacao foi observada.

Essa semelhanca entre os tempos pode dar um indicio que em 7 dias tém-se
uma possivel oxidagao completa do polissorbato nessas condi¢gdes experimentais e
que todos os subprodutos ja foram formados (Socrates, 2004; Dahotre et al., 2018).
Esta semelhanga pode ser observada de maneira mais clara na FIGURA 33 que ilustra
um compilado dos espectros para o ensaio 2 em todos os tempos estudados indicando
a formacéao dos subprodutos (perdxidos (900), ésteres de acido graxo (1100), alcanos

ramificados (1062) e cetona (1130)) da oxidagao do polissorbato.

FIGURA 33 — COMPILADO DOS ESPECTROS RECUPERADOS PELO MCR-ALS
POSSIVELMENTE OXIDADOS NO ENSAIO 2 DO PLANEJAMENTO DE EXPERI-
MENTOS PARAA) 24 HORAS, B) 7 DIAS, C) 15 DIAS E D) 30 DIAS
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De modo a corroborar a estabilidade quimica do creme hidratante apés 30 dias,
a FIGURA 34 ilustra a comparagao para o ensaio 2 entre os espectros recuperados
pelo MCR-ALS para o creme no periodo de 24 horas e 30 dias, no qual pode-se
observar que apesar de uma possivel oxidagdo do surfactante (polisorbato) e uma
piora visivel do ponto de vista do microscopio optico, a estrutura quimica do creme

permaneceu inalterada.

FIGURA 34 — COMPARAGCAO DO ENSAIO 2 DO PLANEJAMENTO ENTRE OS TEM-
POS 24 HORAS E 30 DIAS DE ESTUDO PARA A) ESTRUTURA FiSICA OBSER-
VADA PELO MICROSCOPIO OPTICO E B) COMPARACAO ENTRE OS ESPEC-
TROS RECUPERADOS PELO MCR-ALS DO CREME HIDRATANTE
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A analise visual por microscopia confocal revela que a emulsédo do experimento
2 sofreu uma alteragao entre o tempo inicial (24 horas) e o final (30 dias). Essa dife-
renca € ainda mais evidente na FIGURA 35, que ilustra as curvas de frequéncia e tan

O para todos os tempos avaliados. Nos tempos de 24 horas e 7 dias, observa-se que
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o0 médulo de armazenamento (G') foi consistentemente maior que o mdédulo de perda
(G") e que os valores de Tan & foram sistematicamente menores que 1, sem grandes
dispersdes nas medigdes, o que sugere um comportamento reoldgico elastico e esta-
vel, similar a géis do tipo solido (Shevtsova et al., 2025).

No entanto, nos tempos de 15 e 30 dias, as medi¢des ja demonstram instabili-
dade, com flutuagdes que se tornam mais extremas no ultimo periodo. Essas flutua-
¢des sugerem que a estrutura interna da amostra ndo € mais homogénea ou estavel,
e que o redOmetro esta medindo uma mistura de areas com diferentes propriedades.
Isso pode ser um indicio de degradacéo significativa ou de uma mudancga estrutural,
como a separagao de fases (coalescéncia e formagéo de agregados) ou a cristaliza-

¢ao de algum componente (Macosko, 1994; Brummer, 2006).

FIGURA 35 — COMPARACAO ENTRE AS VARREDURAS DE FREQUENCIA PARA O
PONTO 2 EM: 24 HORAS (AZUL), 7 DIAS (VERMELHO), 15 DIAS (VERDE) E 30
DIAS (PRETO)
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De maneira analoga ao ensaio 2, o ensaio 8 ndao apresentou nenhuma mu-
danga quimica em sua estrutura nos estudos de 15 e 30 dias, uma vez que 0s espec-
tros recuperados pelo MCR-ALS tanto para o creme quanto para o principio ativo fo-
ram semelhantes aos espectros previamente caracterizados. No entanto, vale menci-
onar que em face da evaporagao da fase continua (dgua) a estrutura fisica da emulsao
apo6s 15 dias ja esta completamente comprometida e a reologia ndo € mais possivel
ser realizada a partir deste tempo de estudo.

A FIGURA 36 ilustra a comparagéo para o ensaio 8 entre os espectros
recuperados pelo MCR-ALS para o creme no periodo de 24 horas e 30 dias, no qual
pode-se observar que apesar da estrutura fisica estar completamente comprometida
e de uma possivel oxidagao do surfactante (polisorbato), a estrutura quimica do creme

apresentou pequenas alteragdes.

FIGURA 36 — COMPARACAO DO ENSAIO 8 DO PLANEJAMENTO ENTRE OS TEM-
POS 24 HORAS E 30 DIAS DE ESTUDO PARA A) ESTRUTURA FiSICA OBSER-
VADA PELO MICROSCOPIO OPTICO E B) COMPARACAO ENTRE OS ESPEC-
TROS RECUPERADOS PELO MCR-ALS DO CREME HIDRATANTE
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Com relacao a formagao dos subprodutos da oxidagao do polisorbato, nenhum
outro subproduto foi formado nos tempos de 15 e 30 dias, sendo que as mesmas
bandas dos subprodutos ja citados anteriormente (peroxidos, alcanos ramificados e
cetona) foram novamente identificados e nenhuma outra banda proveniente de uma
possivel oxidacido foi observado como no ensaio 2. Esta “estabilidade” da oxidagao
pode nos dar um indicio que mesmo em uma condicdo mais extrema como no ensaio
8, a oxidagao do polissorbato nao foi completa, conforme observado no ensaio 2 no
qual houve mais subprodutos sendo formados (Socrates, 2004; Dahotre et al., 2018).

O perfil de oxidacao pode ser observado de maneira mais clara na FIGURA 37
que ilustra um compilado dos espectros para o ensaio 8 em todos os tempos estuda-
dos indicando a formagao dos subprodutos (peroxidos (900), alcanos ramificados

(1062) e cetona (1130)) da oxidacao do polissorbato.

FIGURA 37 — COMPILADO DOS ESPECTROS RECUPERADOS PELO MCR-ALS
POSSIVELMENTE OXIDADOS NO ENSAIO 8 DO PLANEJAMENTO DE EXPERI-
MENTOS PARAA) 24 HORAS, B) 7 DIAS, C) 15 DIAS E D) 30 DIAS
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Por fim, no ensaio 10, que reflete condigdes similares as do produto comercial-
mente vendido, observa-se um comportamento mais estavel da emulsao em compa-
ragado aos pontos com condi¢gdes extremas de analise (ensaios 2 e 8). Posto que,
nenhuma mudancga espectral foi observada nos estudos de 15 e 30 dias, uma vez que
os espectros recuperados pelo MCR-ALS tanto para o creme quanto para o principio
ativo foram semelhantes aos espectros previamente caracterizados e conforme ilus-
trado na FIGURA 38 ¢é possivel observar que a estrutura da emulsdo permaneceu
inalterada, tendo as fases dispersa (6leo) e continua (agua) muito evidentes. Outro
ponto a destacar € que nenhuma possivel oxidagao do polissorbato foi observado até
o tempo 15 dias, onde um primeiro indicio de uma possivel oxidacido foi observado
com o aparecimento da banda em 1062 cm™' proveniente do subproduto alcano rami-
ficado. No entanto em 30 dias, observou-se uma completa oxidagao do polissorbato,
indicado pelos subprodutos formados (peroxidos (900), ésteres de acido graxo (1100),
alcanos ramificados (1062) e cetona (1130)) (Socrates, 2004; Dahotre et al., 2018).

FIGURA 38 — COMPARACAO DO ENSAIO 10 DO PLANEJAMENTO ENTRE OS
TEMPOS 24 HORAS E 30 DIAS DE ESTUDO PARA A) ESTRUTURA FiSICA OB-
SERVADA PELO MICROSCOPIO OPTICO E B) COMPARAGCAO ENTRE OS ESPEC-
TROS RECUPERADOS PELO MCR-ALS DO CREME HIDRATANTE
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No que diz respeito ao perfil de oxidagao do polissorbato e a estabilidade da
emulsao, observa-se que as condi¢des similares as do produto comercialmente ven-
dido € mais estavel em comparagao aos demais ensaios do planejamento de experi-
mentos. No entanto, mesmo em condi¢cdes mais estaveis o primeiro indicio de uma
possivel oxidagao do polissorbato se deu em apenas 15 dias de estudo. Isso pode
servir de alerta uma vez que os produtos normalmente comercializados, empregam
um prazo de validade entre 12 a 30 meses. Sendo assim, o perfil de oxidagéo pode
ser observado de maneira mais clara na FIGURA 39 que ilustra um compilado dos
espectros para o ensaio 10 em todos os tempos estudados indicando a formacéo dos
subprodutos (peréxidos (900), ésteres de acido graxo (1100), alcanos ramificados

(1062) e cetona (1130)) da oxidacao do polissorbato.

FIGURA 39 — COMPILADO DOS ESPECTROS RECUPERADOS PELO MCR-ALS
POSSIVELMENTE OXIDADOS NO ENSAIO 10 DO PLANEJAMENTO DE EXPERI-
MENTOS PARAA) 24 HORAS, B) 7 DIAS, C) 15 DIAS E D) 30 DIAS
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Apesar de o experimento 10 indicar ser a condigdo mais estavel quimicamente,
a analise reoldgica revela que, em até 15 dias de estudo (periodo no qual n&o havia
ainda oxidagao completa do polissorbato), a emulsédo preserva sua caracteristica elas-

tica e estavel, similar a géis do tipo solido. Essa estabilidade é confirmada pelo médulo
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de armazenamento (G') ser consistentemente maior que o médulo de perda (G"), e
pelos valores de Tan & serem sistematicamente menores que 1, sem grandes disper-
sbes nas medigdes (Shevtsova et al., 2025).

Contudo, ao correlacionar o surgimento de bandas de oxidagdo completa do
polissorbato com a reologia no periodo de 30 dias, nota-se que as medi¢des ja de-
monstram instabilidade, com flutuacdes que se tornam mais extremas no ultimo peri-
odo. Isso ocorre mesmo em um sistema visivelmente "estavel", como observado na
FIGURA 40, onde a fase continua (agua) e dispersa (6leo) estdo muito evidentes. A
dependéncia apenas do aspecto visivel pode levar a uma falsa sensacao de estabili-
dade da emulsao. As analises quimicas sugerem uma oxidagao do polissorbato (sur-
factante), e as flutuagdes na analise reoldgica indicam que a estrutura interna da
amostra ndo é mais homogénea ou estavel, mas sim uma mistura de areas com dife-
rentes propriedades. Isso é um indicio de degradacao significativa ou de uma mu-
dancga estrutural, como a separagéo de fases (coalescéncia e formagao de agregados)

ou a cristalizacao de algum componente (Macosko, 1994; Brummer, 2006).
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FIGURA 40 - COMPARAGAO ENTRE AS VARREDURAS DE FREQUENCIA PARA O
PONTO 10 EM: 24 HORAS (AZUL), 7 DIAS (VERMELHO), 15 DIAS (VERDE) E 30
DIAS (PRETO)
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4.5 CONCLUSAO

Este capitulo propde um novo método analitico para a avaliar a estabilidade de
emulsdo de forma multivariada considerando o aspecto quimico, associando o
imageamento hiperespectral com a espectroscopia Raman e quimiometria (MCR-
ALS). Ja o aspecto fisico foi avaliado através de método reoldgico com dados de
varredura de amplitude.

Apos 30 dias de estudo, conclui-se que todos os pontos avaliados, em termos
de estabilidade fisica, apresentaram flutuagdes nas medic¢des, indicando uma deses-
tabilizagao generalizada da emuls&o. No entanto, vale salientar que as oxidag¢des ob-
servadas foram nas condi¢cdes experimentais preconizadas pelo autor e que nao foi
adicionado nenhum tipo de conservante na formulagao.

Em termos da estabilidade quimica, obteve-se um cenario no qual todas as
emulsdes conservaram o aspecto do creme e do principio ativo, quando se compara
o espectro recuperado pelo MCR-ALS. Estes espectros apresentaram um sinal bas-
tante proximo dos espectros previamente caracterizados (creme hidratante e principio
ativo). Em contrapartida, todas as emulsdes, em diferentes tempos de estudo, apre-
sentaram algum tipo de oxidagao do polissorbato, seja parcial ou total.

Observou-se que, quando a amostra € submetida a condi¢cdes extremas, como
mudangas bruscas de temperatura ou acondicionada em um meio metalico (por exem-
plo, um container metalico para exportagao), pode ocorrer uma desestabilizagédo tanto
quimica quanto fisica da emulsao, ja nas primeiras 24 horas de armazenamento. Sa-
lientando que apesar de um sistema complexo, é um sistema bastante sensivel as
flutuacdes de temperatura e condi¢cdes de armazenamento. Em contrapartida, quando
a amostra foi submetida condicdes de armazenamento comumente encontradas no
ambiente comercial: temperatura ambiente de 25°C, luz branca e embalagem de ma-
terial plastico, a emulséo tende a ficar mais tempo estabilizada, sendo que apenas
apo6s 15 dias de exposi¢cao notou-se a oxidagao parcial do surfactante (polissorbato)
na formulagdo do creme hidratante.

Portanto, esses resultados podem servir como guia para a industria, auxiliando
no planejamento adequado de conservagao do produto no mercado local e na

exportacao, onde o transporte pode levar meses até o destino final.
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5. SECAO Il - UMA COMPARAGAO DE DIFERENTES MODELOS DE SEGUNDA
ORDEM PARA DETERMINAGAO SIMULTANEA DE SEIS CONSERVANTES COM
SOBREPOSIGAO ESPECTRAL SEVERA UTILIZANDO A CROMATOGRAFIA EM
FASE LIQUIDA COM DETECTOR DE ARRANJO DE DIODOS (HPLC-DAD)

5.1 INTRODUCAO

O uso de conservantes é considerado imprescindivel nos processos industriais,
visto que grande parte dos produtos industrializados os inclui em sua formulacéo para
garantir a integridade e a seguranga do produto. Neste contexto, a industria cosmética
merece destaque, pois produtos como cremes, solugoes, emulsdes e suspensdes sao
particularmente suscetiveis a contaminagao por conterem uma alta atividade agua (Aa)
e outros compostos. Por essa raz&o, a adi¢ao de conservantes € obrigatoria, pois sua
auséncia pode comprometer a integridade do produto e levar a perda de suas
propriedades essenciais (Poddebniak, 2024; Rathee et al., 2023).

Posto isto, diversas classes de conservantes sdo amplamente empregadas em
produtos cosmeéticos, como parabenos, liberadores de formaldeido, isotiazolinonas,
fenoxietanol, triclosan e acidos organicos. Dentre as classes de bactericidas e
antifungicos, o triclosan e os parabenos — incluindo metilparabeno, etilparabeno,
propilparabeno e butilparabeno — sdo os mais comuns, devido as suas eficazes
propriedades antifungicas e ao baixo custo. Além disso, para os parabenos sua
atividade antimicrobiana € potencializada com o aumento do comprimento da cadeia
alquilica, mas a solubilidade em agua também diminui, 0 que pode representar um
inconveniente para a incorporagao desses compostos em formulagdes cosméticas
(Alvarez-Rivera et al., 2018). Por esse motivo, o metilparabeno (MPB) é um dos
parabenos mais utilizados em cosméticos, isoladamente ou em combinagdo com
outros conservantes.

Embora a classe de parabenos seja amplamente empregada em formulagdes
cosmeéticas, diversos estudos relacionaram estes compostos a efeitos adversos, como
cancer de mama, indugdo de estresse oxidativo em espermatozoides humanos e
comprometimento da funcgao tireoidiana (Darbre, et al., 2004; Charles & Darbre, 2013;
Samarasinghe et al., 2018; Matwiejczuk et al., 2020; Aker et al., 2016). Portanto, desde
2014 o Regulamento da UE n.° 358/2014 (UE, 2014) proibe o uso de algumas classes

de parabenos em formulagdes cosméticas, entre eles o isopropil, isobutil, pentil e
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benzilparabenos. Para os demais parabenos, a concentragdo maxima estabelecida é
de 0,4% m m™ caso um Unico parabeno componha a formulagéo, e de 0,8% m m-’
para composi¢cées com mais de um tipo de parabeno.

Ja para o Triclosan a concentragdo maxima permitida em cosméticos € de 0,3%
m m-' no Brasil e na Unido Europeia (ANVISA, 2012; UE, 2014). No entanto, devido a
sua alta toxicidade e efeitos adversos, como potencial desregulador enddcrino,
resisténcia bacteriana, alergia e irritagdo em peles sensiveis (Dann & Hontela, 2011;
Yazdankhah et al., 2006; Calafat et al., 2008), a sua aplicagdo na industria caiu
drasticamente tendo inclusive seu uso proibido por agencias como a FDA (FDA, 2016).

Diante dos efeitos adversos dos conservantes tradicionais, a industria
cosmética tem buscado ativamente por alternativas seguras e eficazes para garantir
a saude e bem-estar do consumidor. Neste contexto, o Fenoxietanol tem se destacado
como um conservante alternativo devido a sua toxicidade relativamente baixa (Darbre
et al, 2004; Charles & Darbre, 2013). Contudo, estudos sugerem que altas
concentragdes desse composto podem causar irritagdo cutanea (Scognamiglio et al.,
2012; Lee et al., 2007), o que levou o Regulamento da UE n.° 1223/2009 a limitar sua
concentragdo maxima a 1,0% m m-' em produtos finais.

Sendo assim, para garantir o cumprimento das regulamentagdes e garantir a
saude dos consumidores, metodologias analiticas adequadas para identificar e
quantificar conservantes em cosméticos sdo fundamentais, fato que pode ser
dificultado pela alta complexidade e variabilidade das formulagdes cosméticas
comerciais (Alvarez-Rivera et al., 2018).

Na literatura existem diversas metodologias analiticas para a determinagao de
conservantes em amostras cosméticas. Geralmente por se tratar de matrizes
complexas, e por consequéncia ter um grande numero de interferentes, as técnicas
analiticas baseadas em separagao de compostos sdo comumente empregadas, como
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), cromatografia gasosa (CG) e
eletroforese capilar (EC), acopladas a diferentes analisadores, como analisadores de
Ultravioleta-Visivel (UV), Arranjo de diodos (DAD), Fluorescéncia (FLU) e
espectrometria de massas (MS) (Xue et al., 2013; Wang et al., 2012; Mirales et al.,
2016; Aoyama et al., 2014; Alvarez-Rivera et al., 2014; Abad-Gil et al., 2021).

No entanto, devida a complexidade da matriz, etapas laboriosas de preparo de

amostras sdo necessarias para uma analise quantitativa bem-sucedida de analitos-
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alvo antes da analise cromatografica. Esses procedimentos dependem fortemente dos
tipos de matrizes (emulsdo, creme, pd, gel, mascara facial, etc.), o que limita
consideravelmente a aplicabilidade do método analitico a diversas matrizes. Dentre
os métodos de preparo de amostras comumente aplicados a cosméticos, destacam-
se a extragao liquido-liquido (LLE) (Cabaleiro et al., 2014), a extragdo em fase sdlida
(SPE) (Martins et al., 2011) e a extragao com fluido supercritico (SFE) (Piao et al.,
2014).

Contudo, os métodos tradicionais de preparo de amostras supracitados sao
notavelmente demorados e trabalhosos, com uso intensivo de solventes organicos
(ndo alinhado a quimica verde), e que pode acarretar também na perda de parte dos
analitos. Esses procedimentos, muitas vezes combinados com a complexidade das
fases moveis e os longos tempos de eluicdo necessarios para a separagao
cromatografica, dificultam a analise e aumentam os custos e tempo do método
analitico. Em particular, a analise por HPLC enfrenta desafios significativos, pois a
separagao completa de analitos € muitas vezes inatingivel e a coeluicao com outros
aditivos € muito comum. Dessa forma, torna-se essencial desenvolver um método
rapido e ecologicamente correto para a determinagéo simultanea de conservantes em
cosméticos. (Goicoechea et al., 2011).

Devido a esta problematica, o desenvolvimento de métodos alternativos
baseados em calibragdo multivariada de segunda ordem para o tratamento de dados
multimodos (“Multi-way”) de cromatografia hifenizada vem ganhando destaque (Long
et al., 2021; Yin et al., 2018; Mortera et al., 2018; Anzardi et al., 2021; Monzén et al.,
2018), pois esta estratégia possibilita separar matematicamente os componentes
quimicos na matriz, mesmo na presenca de interferentes desconhecidos, denominado
“vantagem de segunda ordem”.

Para o tratamento de dados cromatograficos de ordem superior, diversos
algoritmos de calibragdo, que proporcionam as vantagens de segunda ordem, podem
ser empregados. Os algoritmos comumente utilizados sédo a analise fatorial paralela
(PARAFAC) (Bro, 1997), a resolucao de curvas multivariada por minimos quadrados
alternados (MCR-ALS) (Jaumot, 2015), decomposigao trilinear alternada (ATLD) (Wu
et al., 1998) e minimos quadrados parciais desdobrados e bilinearizagao residual (U-
PLS/RBL) (Qlivieri, 2005). Vale ressaltar que cada algoritmo de calibragdo de segunda

ordem possui suas préprias caracteristicas. Por exemplo, os algoritmos PARAFAC e
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ATLD sao baseados na decomposicao trilinear dos dados (TLD), os quais sao
frequentemente utilizados para processar dados trilineares. Ja o MCR-ALS é uma
decomposicdo bilinear, muito conhecida por ser considerada “Soft-Modelling”. E por
fim o U-PLS/RBL diferentemente dos algoritmos supracitados, n&do € baseada em
recuperacao de sinal analitico, mas é capaz de lidar com informagdes de calibracéo
quando apenas certas concentracdes do analito ou propriedades de referéncia sao
conhecidas, como é habitual em modelos PLS (Brown et al., 2020).

No presente estudo, trés grupos de algoritmos quimiométricos com vantagem
de segunda ordem foram aplicados para analisar dados cromatograficos de ordem
superior (HPLC-DAD). Os algoritmos empregados foram os trilineares (PARAFAC), os
bilineares (MCR-ALS) e os de regressao de variavel latente (U-PLS/RBL). O objetivo
principal foi desenvolver uma metodologia analitica rapida, confiavel e simultdnea para
a determinacdo de seis conservantes amplamente empregados em produtos
cosmeéticos  (metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno e butilparabeno,
fenoxietanol e triclosan). Além disso, o procedimento geral de modelagem e as

caracteristicas de cada um desses modelos foram discutidos e comparados.

5.2 OBJETIVOS

5.2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método analitico para a determinacdo de seis conservantes
em diferentes matrizes cosmeéticas comerciais utilizando a cromatografia em fase li-
quida com arranjo de diodos (HPLC-DAD) e métodos quimiométricos de ordem supe-
rior (MCR-ALS, PARAFAC e U-PLS/RBL).

5.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Desenvolver e comparar a performance de modelos quimiométricos MCR-ALS,
PARAFAC e U-PLS/RBL para a quantificacdo de conservantes em diferentes
matrizes complexas de cosméticos.

o Comparar os resultados obtidos pelo método proposto, aos resultados obtidos
pelo método de referéncia, ou seja, a cromatografia em fase liquida acoplada

a espectrometria de massas (LC-MS/MS).
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e Comparar a performance dos modelos quimiométricos desenvolvidos em pre-
dizer novas concentragdes dos seis conservantes em amostras cosméticas di-
ferentes daquelas utilizadas durante a etapa de calibracdo e construgao dos

modelos quimiométricos.

5.3 MATERIAIS E METODOS

5.3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Padrées de fenoxietanol (POE), metilparabeno (MPB), etilparabeno (EPB),
propilparabeno (PPB), butilparabeno (BPB) e triclosan (TCS) < 99,9%, foram
adquiridos via Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, EUA) e suas caracteristicas fisico-
quimicas podem ser observadas na TABELA 9. O metanol e a acetonitrila de grau
HPLC, foram fornecidos pela Sigma-Aldrich®. Todos os demais reagentes utilizados
apresentaram grau analitico. As solu¢des padrdo foram preparadas diluindo as
solugdes estoque com agua ultrapura (18,2 MQ cm; 25 °C) obtida por meio de um
sistema de purificagdo UV Millipore Simplicity®.

Solugdes estoque individuais de cada analito foram preparadas em acetonitrila

na concentragdo de 100 ug mL™! e armazenadas a 4 °C em refrigerador.
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TABELA 9 — PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS ANALITOS DESTE ESTUDO

Massa Solubilidade
Abreviacdo Férmula estrutural Molar em H20 a Log Kow pKa
(g mol")  25°C (mg L")
0
POE  Ho~ \© 138,16 2700 1,16 9,80
0
MPB /@)LOCHS 152,15 2500 1,96 8,40
HO
0

EPB /©)Lo/\ 166,18 885 2,47 8,34
HO

PPB /@»)Lo/\/ 180,20 500 3,04 8,50
HO

BPB @)o/\/\ 194,23 207 357 8.47
HO
Cl OH
TCS /@ﬂ@ 289.54 10 476 7.90
Cl Cl

MPB: Metilparabeno; EPB: Etilparabeno; PPB: Propilparabeno; BPB: Butilparabeno; POE: Fenoxietanol; TCS:
Triclosan
(Cardenas et al., 2015); (Samsge-Petersen et al., 2003); (Hafeez et al., 2013)

5.3.2 AMOSTRAGEM E PROCEDIMENTO DE EXTRAGAO

Foram adquiridas 16 amostras de cosméticos comerciais de diferentes classes
(incluindo emulsdes, cremes, pos, géis, enxaguantes bucais, esfoliantes corporais e
sabonetes liquidos) em um comércio local especializado (Curitiba, Brasil).

Para a extragao dos conservantes em amostras solidas e emulsdes, pesaram-
se 0,3 g de amostra em tubos de centrifuga de 15 mL, aos quais foram adicionados 5
mL de solugao extratora (MeOH:H20 60:40 v v-'). A mistura foi submetida a banho de
ultrassom por 30 minutos e, posteriormente, centrifugada a 5000 rpm por 10 minutos.

O sobrenadante obtido foi filtrado através de membranas de acetato de celulose de
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0,22 ym (Gao & Legido-Quigley, 2011). Para as amostras liquidas, procedeu-se com
a diluicdo direta em solugdo aquosa, seguida da etapa de filtragcdo nas mesmas

condicoes.

5.3.3 AMOSTRAS DE CALIBRAGAO E AMOSTRAS DE VALIDAGAO EXTERNA

Para estabelecer um modelo de calibragdo baseado no método de segunda
ordem, um conjunto de calibragdo contendo 16 amostras foi preparado a partir da
mistura de aliquotas das solug¢des estoque dos conservantes estudados e diluidas em
agua ultrapura. As amostras do conjunto corresponderam as concentragdes
fornecidas por um delineamento composto central, obtido pela combinacdo de dois
delineamentos compostos centrais de 3 conservantes cada. Além disso, foram
incluidas 6 amostras de solugdo padrao de cada analito individualmente, totalizando
16 amostras em uma faixa de concentragéo de 0,5 a 2 uyg mL-! para cada conservante
utilizado neste trabalho, como pode ser observado na TABELA 10 (Monzon et al.,
2018).

TABELA 10 - AMOSTRAS DO CONJUNTO DE CALIBRAGCAO PARA CONSTRUGCAO
DE MODELOS MULTIVARIADOS DE SEGUNDA ORDEM

MPB POE EPB PPB BPB TCS

PP (ugmLY) (wgmLY) (ugmL) (g mL) (ug mL) (ug mL)
1 2 0 0 0 0 0
2 0 2 0 0 0 0
3 0 0 2 0 0 0
4 0 0 0 2 0 0
3 0 0 0 0 2 0
6 0 0 0 0 0 2
7 1.4 0.5 1.4 0.5 0.5 0.5
8 0.5 1.4 0.5 1.4 0.5 0.5
9 0.5 0.5 0.5 0.5 1.4 1.4
10 1.4 1.1 1.4 1.1 1.4 1.1
11 1.7 0.8 1.7 0.8 0.8 0.8
12 0.8 1.7 0.8 1.7 0.8 0.8
13 0.8 0.8 0.8 0.8 1.7 1.7
14 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1 1.1
15 1.1 1.4 1.1 1.4 1.1 1.4
16 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7 1.7

Fonte: O autor



113

Um conjunto de validacédo externa de 11 amostras contendo os 6 conservantes
estudados foi preparado a partir das misturas de aliquotas das solug¢des estoque e
diluidos em agua ultrapura. As amostras deste ultimo conjunto corresponderam as
concentragdes fornecidas por um delineamento composto central em uma faixa de
concentragao de 0,6 a 1,85 ug mL-! para cada conservante utilizado neste trabalho e
pode ser observado na TABELA 11.

TABELA 11 - AMOSTRAS DO CONJUNTO DE VALIDAGAO EXTERNA PARA
CONSTRUCAO DE MODELOS MULTIVARIADOS DE SEGUNDA ORDEM

Exp MPB POE EPB PPB BPB TCS
(gml?)  (ugmL")  (gmL")  (ugmL")  (ugml?)  (ugmL™)
1 1.5 0.9 1.3 1.85 0.6 1.5
2 1.3 1.5 0.6 0.9 1.85 0.6
3 1.85 0.6 0.9 1.5 1.3 1.3
4 0.9 1.5 1.85 1.3 0.6 0.9
5 0.6 1.85 1.3 1.5 0.9 1.85
6 1.3 1.3 1.5 0.6 1.85 0.9
7 1.85 0.6 0.9 1.3 1.5 0.6
8 0.9 1.5 0.6 1.85 1.3 1.5
9 1.3 0.9 1.85 0.6 1.5 0.9
10 0.6 1.3 1.5 0.9 1.3 1.85
11 1.5 0.9 1.3 1.3 0.9 1.3

Fonte: O autor

5.3.4 ANALISE CROMATOGRAFICA

Todos os experimentos foram realizados utilizando um cromatografo em fase
liquida Agilent 1260 Infinity (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) utilizando
uma coluna de fase-reversa Hypersil Gold (150 x 4.6 mm, 5 ym). As condigbes
experimentais foram as seguintes: Informag¢des de multiplos comprimentos de onda
foram registradas a cada 1 nm entre 200 e 600 nm, a vazao da fase movel foi de 1,00
mL min~"; temperatura da coluna mantida em 30 °C; volume de injecdo de 40 pL. A
fase movel foi constituida de agua ultrapura (solvente A) e acetonitrila (solvente B). O
programa de gradiente foi configurado para um gradiente linear de 0 — 2.5 min de
40:60% v v (A:B), seguido por um gradiente linear de 2.5 — 2.7 min de 100% v v'' (B),
mantendo em 100% v v' de (B) de 2.8 — 5.5 min, retorno para 60% B em 5.5 min,

mantendo-a por 1 min para estabilizacdo da coluna.
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5.3.5 ANALISE DOS DADOS E SOFTWARE

Uma matriz de dados de dois modos (“Two-way data set”) de tamanho 1051 x
411 (tempo de retengao x comprimento de onda) foi obtida para cada amostra apés a
determinacgao instrumental.

Todos os modelos quimiomeétricos foram implementados no MATLAB R2024b
(MathWorks, Inc., MA, EUA). A modelagem de dados de segunda ordem (PARAFAC
(Bro, 1997), U-PLS/RBL (Qlivieri, 2005) e MCR-ALS (Jaumot et al., 2015)) foi realizada
utilizando o GUI (“Graphical user interface”) MVC2 disponivel online gratuitamente
(Chiappini et al., 2023) para ambiente MATLAB.

5.3.6 VALIDAGAO DO METODO

Para avaliar a aplicabilidade e a exatiddo do método proposto, os valores de
referéncia para os seis conservantes nas dezesseis amostras comerciais utilizadas
neste estudo, foram obtidos por LC-MS/MS seguindo o método descrito por Vitku et
al., (2023) e Kim et al., (2015) com pequenas modificagdes. As determinacdes de
conservantes foram realizadas utilizando um cromatografo em fase liquida acoplado
a um espectrometro de massas triplo-quadrupolo LCMS-8045 Shimadzu (Kyoto,
Japao). Os compostos foram separados em uma coluna Poroshell C18 EC-C18 (2,1 x
100 mm, 2,7 ym). O método cromatografico empregou uma fase moével consistindo de
2 mmol L' NH4F em MeOH:H20 (90:10 v v') (solvente A) e H20 10% MeOH (solvente
B). O programa de gradiente foi configurado para um gradiente linear de 0-3.5 min de
70:30% v v! (A:B), seguido por um gradiente linear de 100:0% v v:' (A:B) de 3.5a 5
min. O volume de injecao foi ajustado em 5 pL com uma taxa de fluxo constante de
0,3 mL min-' mantida durante toda a execugdo da amostra e a temperatura da coluna
foi mantida em 40 °C.

A interface de ionizagédo por electrospray (ESI) foi usada em um modo de
comutacédo rapida de polaridade positiva-negativa usando tubo capilar resistivo para
a determinacao simultdnea dos seis conservantes utilizados neste estudo. A analise
espectrométrica de massa foi realizada no modo de monitoramento de reacdes
multiplas (MRM) e os parametros da ionizagao por eletrospray operando no modo ion
positivo-negativo bem como a transigcdo de massa dos ions precursor/produto estao
sumarizadas na TABELA 12.
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TABELA 12 - PARAMETROS DE OPERAGAO DA FONTE DE ELECTROSPRAY E CONDIGOES
DO ESPECTROMETRO DE MASSAS PARA ANALISES NO MODO DE IONIZAGAO POSITIVO
E NEGATIVO E VARREDURA EM MONITORAMENTO DE REACOES MULTIPLAS (MRM)

Fluxo de gas do nebulizador: 3 L/min
Fluxo de gas de aquecimento: 10 L/min
Temperatura da interface: 300°C
Condi¢cdes MS Temperatura de dessolvatagao: 526°C
Temperatura da cdmara de dessorgao: 250°C
Temperatura do bloco de aquecimento: 400°C
Fluxo de gas de secagem: 10 L/min
Composto Tempo de retengdo (min) Modo de ionizagao Prq(er(;,:;;)sor ion do produto (m/z) glli
Metil parabeno 1.223 Negativo 151 92 20
136 13
Etil parabeno 1.495 Negativo 165 92 22
136 13
Propil parabeno 1.904 Negativo 193 92 22
136 16
. . 92 23
Butil parabeno 2427 Negativo 179 136 15
. . 287 35 5
Triclosan 4.113 Negativo 289 35 5
. » 92 20
Fenoxietanol 1.122 Positivo 139
77 13

*ions em negrito corresponde ao ion quantificador e o segundo ion corresponde ao ion qualificador

Fonte: O Autor

5.4 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.4.1 ANALISE DE DADOS BRUTOS E PREOCUPAGOES GERAIS COM DADOS
HPLC-DAD

Antes do processamento quimiométrico (MCR-ALS, PARAFAC e U-PLS/RBL),
foram selecionadas trés sub-regides diferentes (R-I a R-lll) na corrida cromatografica,
de forma a simplificar a modelagem matematica na etapa quimiométrica. Conforme
observado na FIGURA 41(a), POE, MPB e EPB estao na primeira regidao (R-1), PBP e
BPB estdo localizados na segunda regiao (R-ll) e TCS esta localizada na terceira
regidao (R-Ill). Essa abordagem é necessaria para evitar que a inclusdo de areas com
apenas ruido e/ou nenhuma informagao quimica sejam introduzidas nos modelos
quimiométricos e comprometa significativamente os resultados e leve a conclusdes

equivocadas (Monzon et al., 2018).
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Para ilustrar, as FIGURAS 41(a) e 41(b) mostram o grafico da corrida
cromatografica de uma amostra de calibragdo que contém os analitos de mesma
concentragdo (1,7 yg mL™") (C16) subdividida nas trés regides e seu perfil
bidimensional. Conforme observado na FIGURA 41(a), os seis conservantes sao
eluidos rapidamente, em apenas 6 minutos, um tempo consideravelmente reduzido
em comparagao com metodologias reportadas na literatura (Baker et al., 2025; Abad-
Gil et al., 2021; Alvarez-Rivera et al., 2014; Aoyama et al., 2014). Os analitos POE e
MPB apresentam coeluigao severa, com sobreposicao significativa de picos.

Esta coeluicdo e sobreposicdo de picos, sdao ainda mais acentuadas em
amostras comerciais (FIGURAS 41(c) e 41(d)), pois elas geralmente consistem em
matrizes de amostra significativamente mais complexas e com uma diversidade
quimica. Esses sérios problemas de coeluicdo tornam-se obstaculos a quantificagao
de conservantes em cosméticos por métodos de calibragdo univariada, em uma

corrida cromatografica tdo rapida, como a proposta neste trabalho.

FIGURA 41 - (A) CROMATOGRAMA MULTICANAL DA SOLUCAO PADRAO MISTA
(C16); (B) PERFIL DE CONTORNO 2-D DO C16;(C) E (D) PERFIL DE CONTORNO
2-D DE DUAS AMOSTRAS COMERCIAIS DE PRODUTOS COSMETICOS
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Fonte: O autor
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Em resposta a essa situacao, as estratégias tradicionais geralmente exigem
grande esfor¢o no tratamento de amostras, otimizacdo da eluicdo cromatografica e
longos tempos de analise. No entanto, todos esses esfor¢gos frequentemente
consomem grandes volumes de solventes orgénicos e demandam muita mao de obra,
0 que nao esta em conformidade com os principios da quimica analitica branca
(Escandar & Olivieri, 2025).

Portanto, a exploracao das "vantagens de segunda ordem" oferecidas pelos
meétodos de calibragdo multivariada se torna uma alternativa para a solugao de
problemas analiticos complexos. Para tanto, é fundamental que as caracteristicas dos
dados de HPLC-DAD sejam consideradas. A analise cromatografica frequentemente
resulta em um "three-way data set”, uma matriz tridimensional (amostras x tempo de
retencao x DAD), obtida pelo empilhamento de matrizes de um grupo de amostras
(Anzardi et al., 2021).

E comum, no entanto, que nesses dados ocorram mudangas de tempo de
retencado dos analitos eluidos, ou ainda, desvios de linha de base entre uma corrida e
outra. Esse fendbmeno faz com que os dados percam sua propriedade de trilinearidade,
um obstaculo para algoritmos que a exigem, como é o caso do PARAFAC (Escandar
et al., 2014). Nesses casos, uma etapa de corre¢cdo adequada ou o uso de algoritmos
mais flexiveis ("soft-modelling"”), como MCR-ALS e PARAFAC2, é a escolha mais
apropriada.

Neste estudo, como pode ser observado na FIGURA 42, o cromatograma de
HPLC-DAD para amostras do conjunto de calibracdo, em uma das regides
previamente selecionadas, ndo apresentou mudangas significativas no tempo de
retencdo ou desvios de linha de base mesmo com uma coeluicdo dos perfis
cromatograficos. Isso preservou a trilinearidade bem definida dos dados, garantindo
que os trés grupos de algoritmos pudessem ser aplicados com sucesso, PARAFAC,
MCR-ALS e UPLS/RBL. Dessa forma, tanto modelos mais rigidos ("hard-modelling")
como o PARAFAC, quanto modelos mais flexiveis ("soft-modelling") como o MCR-ALS,
e modelos baseados em variaveis latentes como o U-PLS/RBL, podem ser
adequadamente aplicados ao conjunto de dados deste estudo (Monzén et al., 2018;
Mortera et al., 2018). Essa versatilidade amplia as possibilidades para modelar esses
dados de HPLC-DAD e quantificar os seis conservantes selecionados em diferentes

tipos de amostras cosméticas.
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FIGURA 42 - PERFIS DE ELUICAO CROMATOGRAFICA DE AMOSTRAS DO
CONJUNTO DE CALIBRACAO. A FIGURA INSERIDA MOSTRA AMPLIACAO LOCAL
DOS PERFIS DE ELUICAO CROMATOGRAFICA PARA MPB + POE EM
DIFERENTES AMOSTRAS
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Fonte: O autor

5.4.2 CONFIGURAGAO DE PARAMETROS PARA CALIBRAGAO DOS MODELOS

Como mencionado anteriormente, o cromatograma de cada amostra foi dividido
em trés sub-regides (R-I a R-1ll) com base nos tempos de eluicdo dos analitos antes
da modelagem. Para os trés algoritmos utilizados neste estudo, o numero de
componentes foi selecionado de acordo com parametros especificos de cada
modelagem. Para o PARAFAC, o numero de fatores foi determinado usando o critério
de Core Consistency (Bro et al., 2003), estimando a composigéo ideal no ponto em
que o valor do core consistency diminui acentuadamente a medida que o numero de
componentes aumenta. Ja para o MCR-ALS, o numero de componentes foi estimado
verificando a estimativa dada pela decomposi¢ao de valor singular (SVD). Apds, para
iniciar o processo de interagdo por meio da ALS (Minimos quadrados alternados) o
valor inicial foi obtido a partir de uma matriz espectral pura com 10% de ruido,
fornecida pelo algoritmo SIMPLISMA, de acordo com as opg¢des na caixa de
ferramentas MVC2 (Chiappini et al., 2023). Por fim, para o U-PLS/RBL, o numero de

variaveis latentes foi selecionado usando o conhecido procedimento de validacao
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cruzada do tipo "leave-one-out", também referido como "critério de Haaland" (Haaland
et al., 1988).

Detalhes das trés sub-regides, incluindo as faixas de tempo de retencéo
cromatograficas e espectrais, tamanhos de matriz, bem como o numero estimado de

componentes relacionados, sdo mostrados na TABELA 13.

TABELA 13 — INTERVALOS DE TEMPO DE RETENGCAO CROMATOGRAFICOS E
ESPECTRAIS SELECIONADOS, JUNTAMENTE COM NUMEROS DE
COMPONENTES EM CADA REGIAO PARA MODELOS PARAFAC, MCR-ALS E U-

PLS/RBL
Dimensbes
Comprimento  da matriz MCR-ALS PARAFAC U-PLS/RBL
Regido Analito TR (min) de onda m) (uxk) componentes  fatores VL's
I MPB/POE/EPB 2.06-2.86 200-309 120 x 110 5 5 4
Il PPB/BPB 2.99-4.06 200-309 161 x 110 3 4 3
[ TCS 5.61-5.81 200-309 31 x 110 2 2 2

Tr: Tempo de retengéo; VL's: Variaveis latentes. J:numero de linhas da matriz correspondente aos tempos de
retencao; K: numero de colunas da matriz correspondente aos comprimentos de onda.

Para garantir que os melhores resultados na decomposigao da matriz fossem
obtidos, foram aplicadas restricdes apropriadas na constru¢gdo dos modelos. Neste
trabalho, para o MCR-ALS, restricdes de unimodalidade e ndo-negatividade foram
impostas aos perfis de tempo de retengéo (Caug), € uma restricdo de ndo-negatividade
nos perfis espectrais, além da restricdo de trilinearidade aplicada ao modelo (Monzén
et al., 2018). Ja para o modelo baseado em PARAFAC, foi aplicado restricdes de
unimodalidade e ndo-negatividade aos perfis de tempo de retencao, e uma restrigao
de ndo-negatividade nos perfis espectrais (Arce et al., 2021). Por fim, o U-PLS/RBL
nenhuma restricdo € necessaria (Wang et al., 2021).

Apos a determinacdo do numero de componentes, estimativas iniciais e
restricbes, a matriz de dados de trés vias (“Three-way data set”’) X; de cada sub-
regidao € decomposta utilizando os algoritmos PARAFAC, U-PLS/RBL e MCR-ALS,

respectivamente.
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5.4.3 QUANTIFICAGAO DE CONSERVANTES EM COSMETICOS
5.4.3.1 RESULTADOS DOS PARAMETROS DE CALIBRAGAO, VALIDAGAO
EXTERNA E PARAMETROS DE VALIDAGAO

Sob as condigdes otimizadas para cada modelo quimiométrico, os conjuntos de
calibracdo, predicao e de amostras comerciais foram concatenados em uma matriz de
dados de duas vias ao longo do modo amostral (Daug). Essa matriz foi entdo carregada
no toolbox MVC2, onde cada sub-regidao foi decomposta pelos trés algoritmos
quimiométricos distintos, respectivamente. Vale ressaltar que os resultados espectrais
serao apresentados para o MCR-ALS e PARAFAC, uma vez que o U-PLS/RBL né&o se
baseia em recuperacao de sinal analitico, mas faz a previsao de concentragdes em
novas amostras baseadas em variaveis latentes que podem ser combinacgdes lineares
de perfis reais; portanto, os perfis qualitativos claros nao sao fornecidos (Wang et al.,
2021).

Para a primeira regiao (R-1), que inclui os analitos POE, MPB e EPB, a FIGURA
43 ilustra os perfis cromatograficos e espectrais recuperados pelos algoritmos MCR-
ALS (FIG. 43(a) e 43(b)) e PARAFAC (FIG. 43(c) e 43(d)). Na figura, os espectros e
os perfis cromatograficos recuperados apresentam-se como linhas tracejadas,
enquanto os espectros puros e cromatogramas dos analitos estdo representados em
linha continua. Foram recuperados trés componentes referentes aos analitos de
interesse, e dois interferentes.

Como ¢é possivel observar (FIG. 43(b) e 43(d)), os métodos de segunda ordem
conseguiram recuperar e distinguir os tempos de retengdo dos analitos-alvo (POE,
MPB e EPB) dos interferentes de fundo desconhecidos, que sao propensos a
coeluicao e causam diferentes graus de sobreposicao.

Da mesma forma, a analise dos perfis espectrais (FIG. 43(a) e 43(b)) revela
que as linhas tracejadas e solidas coincidem quase completamente para os algoritmos
PARAFAC e MCR-ALS. Isso demonstra a capacidade dos algoritmos trilineares e
bilineares em extrair com sucesso informagdes qualitativas validas dos analitos a partir
de dados brutos de HPLC-DAD. Essa capacidade € mantida mesmo na presencga de
condicbes desafiadoras, como sobreposicdo severa de picos, coeluicdo com
componentes desconhecidos, leves desvios da linha de base, e perfis espectrais muito

semelhantes, como é o caso dos parabenos (Parastar et al., 2014).
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FIGURA 43 - PERFIS RESOLVIDOS DA PRIMEIRA REGIAO (R-1) DECOMPOSTOS
PELOS ALGORITMOS MCR-ALS E PARAFAC. PERFIS ESPECTRAIS (FIG. 43(A) E
43(C)), E PERFIS CROMATOGRAFICOS (FIG. 43(B) E 43(D)), RESOLVIDOS PELOS
ALGORITMOS MCR-ALS E PARAFAC, RESPECTIVAMENTE

]
200

Fonte: O Autor

Analogamente a primeira regido (R-l1), a segunda regiao (R-Il), que contém os
analitos PPB e BPB, foi decomposta pelos algoritmos PARAFAC e MCR-ALS. Apesar
de em R-ll, apenas os analitos PPB e BPB serem detectados nas amostras de
calibragdo e de validagcédo, dois interferentes foram detectados nas amostras
comerciais, conforme ilustrado na FIGURA 44.

Com os perfis recuperados em ambos os métodos, foi possivel recuperar e
distinguir os tempos de retencao de cada analito, separando-os das interferéncias
desconhecidas e das coeluigbes (FIGURAS 44(b) e 44(d)). As FIGURAS 44(a) e 44(c)
também mostram os espectros dos analitos recuperados pelos modelos e de
possiveis interferentes (ambos em linha tracejada), os quais foram comparados com
0s espectros puros dos analitos (em linha sélida). Vale a pena ressaltar, que os perfis
espectrais dos parabenos sao muito similares, com o maximo de absor¢cédo na mesma

regiao (254 nm). Essa similaridade, combinada com a coeluicdo de picos
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cromatograficos e sobreposigao espectral, torna-se inviavel uma estratégia univariada
e reforga a grande importancia do uso de métodos quimiométricos para a resolugao

de picos.

FIGURA 44 - PERFIS RESOLVIDOS DA SEGUNDA REGIAO (R-Il) DECOMPOSTOS
PELOS ALGORITMOS MCR-ALS E PARAFAC. PERFIS ESPECTRAIS DOS
ANALITOS E DAS INTERFERENCIAS (FIG. 4(A) E 44(C)), E PERFIS
CROMATOGRAFICOS (FIG. 44(B) E 44(D)), RESOLVIDOS PELOS ALGORITMOS
MCR-ALS E PARAFAC, RESPECTIVAMENTE
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Fonte: O Autor

Por fim, a terceira regido (R-Ill) contém apenas o analito TCS, que € o mais
apolar dos conservantes estudados. Inicialmente, poder-se-ia supor que uma
abordagem univariada seria suficiente, sem a necessidade de um pré-tratamento
matematico complexo. Contudo, essa afirmagao nao se sustenta, pois as amostras
cosméticas exibem uma complexidade acentuada, com muitos excipientes em sua
formulacao. A analise dos perfis espectrais e de eluicdo do TCS revela a presenca de
interferéncia espectral e coeluigao provocadas por interferentes desconhecidos, o que
torna a separagao matematica necessaria.

Os resultados demonstram que os algoritmos MCR-ALS (FIGURAS 45(a) e
45(b)) e PARAFAC (FIGURAS 45(c) e 45(b)) se beneficiam da "vantagem de segunda
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ordem". Tanto o perfil espectral quanto o perfil de eluigdo puros do TCS sao muito
similares aos recuperados pelos algoritmos, que conseguiram distinguir o analito das
interferéncias desconhecidas mesmo sem a presenca do interferente no conjunto de

calibragao.

FIGURA 45 - PERFIS RESOLVIDOS DA TERCEIRA REGIAO (R-IIl) DECOMPOSTOS
PELOS ALGORITMOS MCR-ALS E PARAFAC. PERFIS ESPECTRAIS DO TCS E DA
INTERFERENCIA (FIG. 45(A) E 45(C)), E PERFIL CROMATOGRAFICO (FIG. 45(B)
E 45(D)), RESOLVIDOS PELOS ALGORITMOS MCR-ALS E PARAFAC,
RESPECTIVAMENTE
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Fonte: O Autor

Ap0s a recuperacao dos espectros correspondentes aos analitos, foi construida
uma regressao por minimos quadrados para os modelos PARAFAC e MCR-ALS (Yin
et al., 2018). Essa regressao utilizou as matrizes de concentracao relativa (area dos
cromatogramas recuperados para o MCR-ALS e scores do modo referente a
concentracado para o PARAFAC) e as concentracdes reais das amostras, resultando
em uma curva pseudo-univariada para cada analito. Ja para o modelo U-PLS/RBL, a

curva de calibrag&o foi construida diretamente a partir da matriz de calibracéo (X) e
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suas respectivas concentragdes (Y), utilizando variaveis latentes, de forma analoga
ao modelo PLS tradicional (Olivieri, 2005).

Apos obter os parametros de calibragdo para os modelos de ordem superior,
um conjunto de amostras com concentragdes desconhecidas (conforme a seg¢ao 5.3.3)
foi aplicado aos modelos. O objetivo foi testar sua capacidade de prever novas
concentracdes dos seis analitos estudados neste trabalho. Sendo assim, com o intuito
de comparar o desempenho de diferentes abordagens quimiométricas, como
algoritmos trilineares (PARAFAC), bilineares (MCR-ALS) e variavel latente (U-
PLS/RBL) para dados de HPLC-DAD, a TABELA 14 apresenta os parametros de

validagao obtidos.

TABELA 14 - PARAMETROS DE VALIDAGAO PARAAAVALIACAO E COMPARACAO
MODELOS PARAFAC, MCR-ALS E U-PLS/RBL PARA A QUANTIFICACAO DE
CONSERVANTES EM AMOSTRAS COSMETICAS

Real RMSEP REP SEN SEL LOD LOQ
(ngmL™") (%) (ng mL™") (ngmL™")  (ugmL")  (ngmL7)

MCR-ALS
Metilparabeno  0.99 0.0510 5.10 3.97x10° 0.9723 0.16 0.46
Fenoxietanol  0.99 0.0550 5.50 8.85x108 0.9051 0.17 0.47
Etilparabeno  0.99 0.0851 8.51 4.54x10'° 0.9807 0.18 0.48
Propilparabeno 0.99 0.0406 3.84 1.69x102 0.9986 0.09 0.25
Butilparabeno  0.99 0.0691 6.07 1.38x10'? 0.9936 0.14 0.39
Triclosan 0.96 0.148 11.96 1.07x10"? 0.8809 0.23 0.84

PARAFAC
Metilparabeno  0.99 0.0472 4.72 1.71x10" 0.9810 0.16 0.47
Fenoxietanol  0.97 0.1120 11.12 8.12x10"? 0.9404 0.33 0.92
Etilparabeno  0.99 0.0510 5.09 1.88x10" 1.0000 0.12 0.34
Propilparabeno  0.99 0.3880 3.68 1.78x10" 1.0000 0.07 0.20
Butilparabeno  0.99 0.0660 5.80 1.5x10"3 1.0000 0.15 0.41
Triclosan 0.95 0.1463 11.85 6.59x10'? 0.8865 0.30 0.92

U-PLS/BRL

Metilparabeno  0.99 0.0381 3.94 1.53x10"3 N/A 0.06 0.19
Fenoxietanol  0.99 0.0460 4.41 7.39x10!2 N/A 0.10 0.31
Etilparabeno  0.99 0.0541 5.59 1.76x10" N/A 0.12 0.36
Propilparabeno  0.99 0.3220 2.90 1.42x10" N/A 0.08 0.25
Butilparabeno  0.98 0.0665 5.84 1.45x10" N/A 0.13 0.40
Triclosan 0.95 0.2009 12.60 2.46x10"? N/A 0.31 0.94

Rcal: Coeficiente de determinacao para a matriz de calibragdo; RMSEP: erro médio quadratico da predigéo;
REP: Erro relativo de predigdo; LOD: Limite de detecgéo; LOQ: Limite de quantificagdo; SEN: Sensibilidade; SEL:

Seletividade; N/A: N&o aplicavel.

Fonte: O Autor
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A comparagao dos melhores resultados para as diferentes abordagens
quimiométricas em dados trilineares de HPLC-DAD demonstrou um desempenho
satisfatorio de modo geral. Isso é particularmente evidente nas métricas de erro de
predigdo, como RMSEP e REP, cujos valores ficaram abaixo de 0,1 uyg mL™" e 10%,
respectivamente, para a maioria dos analitos, indicando uma excelente capacidade
preditiva. A unica excec¢ao foi o analito TCS, que apresentou valores ligeiramente
superiores, com RMSEP entre 0,14 e 0,20 yg mL™" e REP em torno de 12%. A
seletividade (SEL) é uma métrica de crucial importancia para algoritmos de
recuperacao de sinal analitico em sistemas complexos como amostras cosméticas,
em que os valores foram superiores a 0,88. Este alto valor destaca a capacidade dos
algoritmos de aproveitar a "vantagem de segunda ordem", que € a habilidade de
recuperar os espectros puros mesmo na presenca de interferentes desconhecidos
com sobreposicao tanto espectral quanto no perfil de eluicdo (Alcaraz et al., 2014).
Para os demais parametros — SEL, limite de deteccao (LOD) e limite de quantificagao
(LOQ) — nado foram observadas diferencas significativas entre as diferentes
abordagens quimiométricas, exceto o LOD e LOQ para os analitos da R-I (MPB, POE
e EPB), em o U-PLS/RBL obteve valores mais baixos em comparagdo com as demais

abordagens quimiométricas.

5.4.3.2 VALIDAGAO DO METODO PROPOSTO POR LC-MS/MS

Para avaliar a exatidao analitica dos modelos quimiométricos PARAFAC, MCR-
ALS e U-PLS/RBL na predicao das concentracbes dos conservantes, a metodologia
proposta foi comparada com o método de referéncia de cromatografia em fase liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). Para isso, 16 amostras
cosméticas comerciais foram analisadas por ambos os métodos, com os resultados
ilustrados na TABELA 15.



"ope1os)ep oeN N SOAleUIS)E SOPO}oW sojad sepiosulo) segdesjuaouo) :pald ‘SIN/SIN-DT elougiajel op opolaw ojad epiosulo) oedenuaouod JNON

66°LL vL'0C 0c‘0C '8l 9l
8y vZ'v L'V 29y 660l 98°LL 866 050l 86°CC Le°2e 6502 9/'le SLIN
GG0 090 90 8G0 cl'vzee v9°l162¢C L0‘88Y¢ 0Z'0LETC VLN

anN anN anN anN anN anN anN anN LN

1628l  ¥.°800¢ /8'9¢LZ 00°00lC C¢IIN
oL‘L LL°L oLl 90°L €2°060¢C L€£90€2 169G 66°0L€C FLIN

00'€S61L 86'8Y¢€C Ge'¥80C €£2'00¢e OLIN
88°'c6¥ {OWAZS 2¢G'06G /12'12S  9v'0.S 08'eyS 16709 819G 81859 00°0%9 8.V¥9 96°1L29 6N
¥8°G0S 9z 18y oG‘'e8y 6110 ¥6°'GLS 29'01S AN} 74 v¥'02S 9G°06S 0Z'GSS 0L‘8EG 6G°/8S SN
16V 11°G LG'G ov's 0889 0c'c. G929 0€‘0. ¥G'9 6G‘G Le.L 089 LIN

26'Gl vLEL 8z'cl 20yl 9N

L2y 69V ¥8‘c GlL'y €9 18°¢C 20y L0V SN

€e‘s 809 66°G ¥9'G €e‘s 809 18°G 66'G PN

EN
8.V 196G 9z's 60°G 98CL 2scL y9°clL LL'ElL ¢IN
08719 8G°/69 00829 1€'GE€9 LN
paid pald pald NON paid paid paid NON pald paid paid NON
194/S7d-N  OV4VHVd SIV-4OW 194/S7d-N  OVAVEVd  STV-dOW 194/S1d-N  OVAVEVd  SIV-4OW E_MNW_E

(,-Tw brl) ousqeJed|n3

(,-Tw brl) jouejaixousa

(,-7w brl) ousqeJted|ia

9cl

194/S7d-N 3 STV-HOW “OV4VHVd SO13A0ON SOT3d SOAVINILST
3 SIN/SIN-01 ¥Od SOAVNINYI13Ad SIVIOYINOD SYHLSONY WA STLNVAYISNOD SOA SAQIVHINIONOD - Gl v13gvl



"opejos)ep oeN :dN ‘SOAlBUIS) e SOpOoloW sojad Seploaulo) S80deljuaouod) :pald ‘SIN/SIN-DT ‘eloualalel ap opojow ojad eplosulo) oedenuasuod JANON

aN dN dN Gv'0 9LN
LLL 90°L 4" 2oL 19°0 G.°0 040 69°0 GLIN

dN dN aN LE0 VLN

dN anN aN aN ELIN

¢lIN

LLN

OLIN

91°6G9 85989 16989 0S6'8.9  Z6'689 88°2/9 L1999 S6'v69 6N

09'889 09'6€9 00CS9 VZ'LL9  9¥'€99 00°099 ¥0'069 81699 8N

eLe LT veC 8lLC 09t €9y L'y 8¢y LIN
86°L1L LECL oLzl Lzzi 9N
aN anN anN aN v1CL 2e'6 066 ool SN
adN anN aN aN oLyl 0891 0z'vL 6LCL YIN
adN anN anN anN EN
aN anN anN anN cL'vl €GClL oc‘el 8Lyl ¢IN
GlL‘ese G0‘e8e 0G'99¢ L.'Gve LN

paid pald pald WON paid pald pald WNON paid paid paid NON
194/S7d-N OVAVHVd STV-3OW 194/S1d-N  OVAVEVd STV-4ON 194/S1d-N  OVAVEVd  SIV-4OW |e8d

(,-7w brl) uesojou) (,-7w Brl) ousqezediing (-7 Brl) ousqesedjidoid eqsouly

Lc)



Intercept

128

Para avaliar se os valores dos modelos estudados diferem significativamente
do método de referéncia, foi aplicado o teste da regido de confianga conjunta eliptica
(EJCR). Este teste baseia-se em um ajuste de minimos quadrados ordinarios (OLS),
comparando o intercepto (a) e a inclinagéo (b) estimados com seus valores ideais de
0 e 1, respectivamente. O ponto ideal (0,1) deve estar dentro da elipse de confianga
(Goicoechea & Olivieri, 2002; Lemes et al., 2024). Para todos os analitos, os métodos
MCR-ALS (FIG. 46(a)), PARAFAC (FIG. 46(b)) e U-PLS/RBL (FIG. 46(c))
demonstraram exatiddo, com o ponto ideal contido na elipse. Essa concordancia
reforca a capacidade analitica dos métodos quimiométricos propostos, comprovando
que seus resultados nao apresentam diferenga significativa (95% de confianga) em
relacdo a analise de referéncia LC-MS/MS.

No entanto, a elipse de confianga para o analito Fenoxietanol (POE) é
notavelmente maior em comparacdo com a dos demais conservantes. Uma elipse de
maior area implica menor precisdo da metodologia analitica. Essa maior area pode
ser atribuida a alta concentragdo de Fenoxietanol (2% m m-') nas amostras comerciais,

o que faz com que pequenas variagdes tenham um peso maior no resultado.

FIGURA 46 - ELIPSE DE CONFIANCA PARA OS CONSERVANTES
QUANTIFICADOS EM AMOSTRAS COMERCIAIS POR LC-MS/MS E PARA OS
METODOS MCR-ALS (A) E PARAFAC (B) E U-PLS/RBL (C)

60
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Independentemente da abordagem quimiométrica, seja ela baseada em dados
trilineares (PARAFAC), em modelos mais flexiveis (soft-modelling, como MCR-ALS),
ou em variaveis latentes (U-PLS/RBL), todas as metodologias demonstraram a
vantagem de segunda ordem ao processar multiplas amostras de calibragao
simultaneamente. Isso reflete a capacidade do método analitico em quantificar com
exatiddo diversas classes de conservantes em diferentes tipos de amostras
cosméticas (Anzardi et al., 2021). No entanto, o modelo U-PLS/RBL obteve, de modo
geral, melhores parametros de validagao e apresentou a melhor precisao do modelo
ao comparar as elipses de confianga das trés abordagens quimiométricas, sendo
neste caso em especifico a melhor abordagem para se processar os dados de HPLC-
DAD.

5.5 CONCLUSAO

Este capitulo propés uma nova metodologia analitica com o objetivo de
comparar diferentes abordagens quimiomeétricas para a determinagao simultanea de
conservantes  (Metilparabeno, Etilparabeno, Propilparabeno, Butilparabeno,
Fenoxietanol e Triclosan) em diversos tipos de amostras cosméticas (emuls&o, creme,
po, gel, enxaguante bucal, esfoliante corporal e sabonete liquido), utilizando
cromatografia em fase liquida com detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD).

O HPLC-DAD, ja amplamente utilizado com técnicas quimiométricas de ordem
superior, mostrou-se extremamente versatil. Diferentes abordagens quimiométricas,
com caracteristicas distintas, foram aplicadas, e os resultados demonstraram a
eficiéncia e confiabilidade na quantificacdo dos conservantes. Os baixos erros de
predigdo, com RMSEP abaixo de 0,2 uyg mL" e REP inferior a 12%, demonstram a
viabilidade em empregar essa metodologia analitica como uma ferramenta alternativa,
de um alto custo-beneficio e alta exatidao analitica, para o controle de qualidade
dessas amostras comerciais.

A vantagem de segunda ordem, proporcionada pelas diferentes abordagens
quimiométricas, foi crucial. Mesmo com problemas graves de coeluicdo e
interferéncias nao calibradas nos cosmeéticos, os algoritmos obtiveram resultados de
quantificacdo satisfatérios. Isso é evidenciado pela comparagdo com o método de
referéncia, LC-MS/MS, na qual os métodos propostos demonstram niveis de exatidao

semelhantes, com um nivel de confianca de 95%, além de apresentar um custo mais
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baixo por analise e ndo requerer etapas demoradas de preparo de amostras e

separagao cromatografica completa.
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