UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE GENETICA E EVOLUCAO
BACHARELADO EM BIOTECNOLOGIA

CONNY WARA TERAN FUKUYAMA

MICROEXTRACAO DISPERSIVA EM FASE SOLIDA (D-uSPE)
PARA EXTRACAO DE PARABENOS EM COSMETICOS

SAO CARLOS
2025



CONNY WARA TERAN FUKUYAMA

MICROEXTRAGAO DISPERSIVA EM FASE SOLIDA (D-pSPE)
PARA EXTRACAO DE PARABENOS EM COSMETICOS

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado a
Universidade Federal de S&o Carlos como

requisito para obtencdo do titulo de Bacharel

em Biotecnologia.

Orientador: Prof. Dr. Fernando Mauro Lancas (IQSC/USP)

Coorientadora: Profa. Dra. Maria Cristina da Silva Pranchevicius (DGE/UFSCar)

SAO CARLOS
2025



Aos meus pais, Carolina e Edison, por me
apoiarem e me incentivarem a cada passo

dessa jornada.

A minha irm4, Odara, por ser conforto em

todos 0s momentos.

Aos meus avés, Oscar e Eloina, por

acreditarem e me inspirarem.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de expressar minha profunda gratiddo a todos que fizeram parte desta trajetoria.
Primeiramente, agradeco aos meus pais, Carolina e Edison, pelo amor, apoio e incentivo
incondicional, que foram essenciais para que eu chegasse até aqui. A minha irma, Odara, pela
cumplicidade e carinho, que s&o essenciais para aliviar dias dificeis. Aos meus avés, Eloina e
Oscar, que com sua sabedoria e afeto sempre me motivaram a seguir em frente e sempre

acreditaram nas minhas aspiracoes.

As amigas de histérias antigas e memdrias inesqueciveis, Andresa, Bianca e Ingrid, por me

apoiarem nas ideias mais doidas e improvaveis e por sonharem comigo.

Aos amigos que fiz nessa jornada, Jaiane, Maria Julia, Vinicius, Samara, Luis, Giovanni e Ygor,
que estiveram ao meu lado durante essa caminhada, pelo apoio, compreenséo e pelos momentos

de descontracdo que tornaram essa caminhada mais leve e especial.

A Universidade Federal de S&o Carlos pela formagdo académica que me proporcionou, pelo
ambiente de aprendizado e pelas oportunidades académicas que contribuiram para 0 meu

desenvolvimento ao longo da graduacéo.

Por fim, ao Grupo Croma (IQSC-USP) pelos recursos e estrutura disponibilizados, a Alessandra
pelo apoio e auxilio académico e ao Prof. Dr. Lancas pelas orientacfes que, a sua maneira,

contribuiram para que eu me tornasse mais resiliente, autbnoma e perseverante.

A todos vocés que contribuiram para que este momento se tornasse possivel, deixo aqui meu

sincero e profundo agradecimento!



RESUMO

Parabenos sdo uma classe de conservantes amplamente utilizados em cosméticos, farmacos e
produtos alimenticios devido a suas propriedades antimicrobianas e relacdo custo-efetividade.
Estudos recentes tém evidenciado potenciais efeitos adversos associados a esses conservantes,
incluindo desregulagdo hormonal e risco aumentado de céncer, além disso, em bebés, os
parabenos estdo associados a reacfes cutaneas e desregulacdo imunoldgica. Sorventes a base
de oxido de grafeno (GO) vém sendo empregados na extracdo de ingredientes cosméticos,
sendo que a modificacdo de GO pode melhorar a seletividades dos sorventes. Este trabalho
desenvolveu e otimizou um método analitico para a deteccdo e quantificagdo de parabenos
(metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno e butilparabeno) em amostras de cosméticos
(sabonete, hidratante e protetor solar) empregando a microextracao dispersiva em fase solida
(D-uSPE) acoplada a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por ultravioleta-
visivel (HPLC-UV/Vis) e por espectrometria de massas (HPLC-MS/MS). Sorventes a base de
oxido de grafeno modificados com liquidos idnicos e sorventes comerciais foram analisados
pelo método de microextracdo dispersiva em fase sélida (D-uSPE) e microextracao por sorvente
empacotado (MEPS). O sorvente modificado com liquido zwitteriénico, VilmC4S@GO,
demonstrou superioridade em termos de capacidade extratora em comparagdo com outros
sorventes e foi desenvolvida uma metodologia por D-USPE, com base nos parametros
guantidade de sorvente, solvente de dessorcdo, quantidade de solvente, tempo de extragéo,
tempo de eluigdo e volume de amostra; e 0o desempenho do método foi avaliado através das
figuras de mérito seletividade, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ),
linearidade, precisdo, exatiddo, e efeito matriz. Por fim, 0 método desenvolvido foi aplicado a

amostras reais.

Palavras-chave: parabenos; cosméticos; 6xido de grafeno (GO) modificado; microextracdo

dispersiva em fase sélida (D-uSPE); microextracdo por sorvente empacotado (MEPS).



ABSTRACT

Parabens are a class of preservatives widely used in cosmetics, pharmaceuticals, and food
products due to their antimicrobial properties and cost-effectiveness. Recently studies
highlighted potential harmful effects associated with these preservatives, including hormonal
dysregulation and increase risk of cancer and, in infants, parabens are associated with skin
reactions and immunological dysregulation. Graphene oxide-based sorbents have been used on
extraction of cosmetic ingredients and graphene oxide (GO) modification can enhance sorbents
selectivity. This study developed and optimized an analytical method for the detection and
quantification of parabens (methylparaben, ethylparaben, propylparaben and butylparaben) in
cosmetic samples (cleanser, moisturizer and sunscreen) using dispersive solid-phase
microextraction (D-uSPE) coupled with high-performance liquid chromatography with
ultraviolet and visible light detection (HPLC-UV/Vis) and mass spectrometry (HPLC-MS/MS).
GO-based sorbents modified with ionic liquid, as well as commercial sorbents, were evaluated
by dispersive solid-phase microextraction (D-uSPE) and microextraction by packed sorbent
(MEPS). The sorbent functionalized with zwitterionic liquid, VilmC4S@GO, exhibited
superior extraction capacity compared to other sorbents. A methodology was developed using
dispersive solid-phase microextraction (D-uSPE), based on the parameters such as sorbent
amount, desorption solvent, solvent volume, extraction time, elution time, and sample volume;
and method performance was assessed through figures of merit including selectivity, limit of
detection (LOD), limit of quantification (LOQ), linearity, precision, accuracy, and matrix
effect. Finally, the developed method was applied to real samples.

Keywords: parabens; cosmetics; modified graphene oxide (GO); dispersive micro-solid phase

extraction (D-uSPE); microextraction by packed sorbent (MEPS).
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1. INTRODUCAO

1.1 IndUstria dos cosméticos

A industria do setor de higiene pessoal, perfumaria e cosmético (HPPC) apresenta um
panorama favordvel ao mercado brasileiro, registrando-se como o terceiro maior mercado
consumidor mundial em 2024 (ABIHPEC, 2025). O setor de beleza e cuidados pessoais se
destaca no mercado brasileiro como um importante gerador de empregos, registrando cerca de
7 milhGes de oportunidades de trabalho divididos entre industria, franquias, consultoria de
venda e salfes de beleza. Os indices apontam uma crescente na oferta de trabalho de 16% em
relacdo ao periodo de 2023-2024 (ABIHPEC, 2025).
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Figura 1 - Maiores mercados consumidores mundiais de 2024 no setor de Beleza e Cuidados Pessoais. Fonte:
ABIHPEC (2025).

O efeito matricial evidencia a relevancia de um setor ao longo da cadeia produtiva,
que produz valor mercadoldgico com alta inter-relacéo setorial, alta capacidade de geracao de
renda e boa capacidade na arrecadacdo de impostos. Um dos fatores inter-relacionados que o
Brasil se destaca e intensifica € na busca de produtos naturais nativos com propriedades
benéficas e com a capacidade de substituir produtos aditivos tradicionalmente utilizados no
setor de HPPC (AMBERG; FOGARASSY, 2019).
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Dentro da classificagdo como composto aditivo, ou adicionado, podem ser
considerados aqueles que adicionam fragrancia, conferem estabilidade fisica e longevidade;
aqueles que promovem a estabilidade quimica ou que agem como agentes removedores de
sujeira — como também, compostos quimicos que possam garantir a preservacao do produto
contra microrganismos (BILAL; MEHMOOD; IQBAL, 2020).

1.2 Parabenos

Os parabenos (Figura 2) sdo compostos que se encontram na classe de preservantes.
Este grupo de moléculas sdo formados por ésteres do acido p-hidroxibenzoico, dos quais
destacam-se, principalmente o metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno e o butilarabeno.
Sua ampla utilizacdo na industria de cosméticos decorre de trés principais propriedades: alta
estabilidade quimica, permitindo que seja adicionado em composicdes sem riscos de alteracdes
estruturais ou reacdes em uma ampla faixa de pH; um baixo custo de producdo e;

principalmente, seu amplo espectro antimicrobiano (SCHMITT et al., 2022).

O
OR
HO

Figura 2 - Estrutura geral dos parabenos (R - radical). Fonte: DING et al. (2024).

A principal justificativa para seu uso esta em sua eficiéncia na inibicdo de crescimento
bacteriano e fingico, proveniente de sua interferéncia na integridade da membrana celular que
provoca uma desorganizacdo em proteinas de transporte e enzimas citoplasmaticas essenciais.
Este mecanismo de interferéncia na estabilidade fisico-quimica da membrana celular reduz a
viabilidade microbiana, porém, sem comprometer a estabilidade fisico-quimica da formulagédo
adicionada — fator critico em produtos com alta teor aquoso como sabonetes liquidos e
shampoos (SCHMITT et al., 2022). Além disso, apresentam uma elevada compatibilidade com
emulses, sdo pouco volateis e ndo provocam alteracdo de odor ou cor (SCHMITT et al., 2022).
Devido a esses fatores, os parabenos passaram a ser preservantes amplamente utilizados na
industria de cosméticos, sendo que seu primeiro uso reportado foi em 1924 (HALDAR;
MUKHERJEE; DEY, 2025); além disso, de acordo com FAYEULLE et al. (2021), os
parabenos constituem aproximadamente 80% de todos os preservantes utilizados em
cosméticos, sendo que o metilparabeno é um dos parabenos mais utilizado e em altas
concentracdes (NOWAK; JABLONSKA; RATAJCZAK-WRONA, 2021).



16

O grande ponto de inflexdo sobre seu uso cotidiano na industria veio com o avanco de
técnicas analiticas focadas na toxicologia e ecotoxicologia que apontaram que, apesar de suas
excelentes propriedades adaptadas a produtos cosméticos e de higiene pessoal, os prabenos
possuem comportamento pseudo-persistente (SHARMA, 2021), que apesar de ndo permanecer
no ambiente sem alteracGes quimicas, a sua adi¢do constante e ininterrupta os torna presentes
constantemente (WEI et al., 2021). Ou seja, possuem a capacidade de se acumularem em corpos
aquosos, sedimentos, assim como em agua tratada e pronta para consumo dando indicios de que
0 processo de tratamento ndo possui a capacidade de retirar tais residuos organicos (WEI et al.,
2021). Estudos ambientais recentes, como o de ALCOLADO et al. (2025), buscam viabilizar
condigdes para transformar em produtos de menor risco ambiental no ambiente aquatico através

de reacgdes acidas primariamente por reacdes com ataques nucleofilicos.

Devido sua adi¢do a cosméticos, a principal fonte de exposi¢do humana aos parabenos
se da pela exposicdo dermal do individuo, que culmina na absorcao dos parabenos pela pele em
sua integra (DARBRE; HARVEY, 2008; HONDA; ROBINSON; KANNAN, 2018). Estudos
que associam a presenca de parabenos com riscos a saude humana tem tornado essa exposi¢ao

evidente (Figura 3).

Evidéncia da associacdo de efeitos a saude vem crescendo, em especial com relagdo a
sistema reprodutores, desordem metabdlica e cancer vem crescendo (WElI et al., 2021). Outros
estudos voltados a investigacdes epidemioldgicas indicam uma relagdo negativa dos niveis de
BuP presente na urina e a duragé@o do ciclo menstrual, que manifesta na redugéo do tempo de
duragdo em mulheres com alta concentracdo de parabenos (NISHIHAMA et al., 2016).
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Impactos da exposicao a parabenos para a saude humana
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Figura 3 - Efeitos adversos da exposi¢éo a parabenos. Fonte: Adaptado de CHATTERJEE et al. (2024).

Outros riscos associados aos parabenos se relacionam com o sistema enddcrino,
incluindo atividade antiandrogénica; alteracdes no sistema reprodutivo de animais macho,
alterando a producdo de esperma e niveis de testosterona (NISHIHAMA et al., 2017); danos ao
DNA,; efeitos citotoxicos e genotdxicos em linfécitos humanos; risco de cancer e reacdes
alérgicas (BILAL; MEHMOOD; IQBAL, 2020).

DARBRE et al. (2004) identificou e quantificou parabenos presentes no tecido de
tumores mamarios humanos, sendo encontrados quimicamente intactos. Um grande alerta sobre
sua bioacumulacdo se relaciona também com persisténcia e identificacdo de maiores
quantidades relacionadas a mulheres gravidas em que LIU et al. (2019) identificou correlacdo
entre a exposicdo de etilparabeno durante o periodo inicial de gestacdo com o risco de

desenvolvimento de Diabetes Mellitus Gestacional. De acordo com estudos conduzidos por
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BAKER et al. (2020), o metilparabeno esta associado a alteragdes de horménios tireoideanos
durante a gravidez, parto prematuro, redugdo no peso do bebé ao nascer, e maiores chances de
TDAMH. O etilparabeno e butilparabeno foram relacionados com alta toxicidade em peixes-zebra
(bioacumulacdo) em seu estdgio embriondario (MEROLA et al., 2020), além disso o
etilparabeno causa desregulacdes no ciclo celular e induz morte celular por apoptose em
diferentes tipos de células (KIM et al., 2020).

1.3 Regulamentacéo do uso de parabenos

Devido aos potenciais riscos que os parabenos podem apresentar, diversos 0rgédos
regulatorios vém limitando a utilizacdo de determinados parabenos em cosméticos, como
ocorre na Unido Europeia, que proibiu a utilizagdo de propilparabeno, isopropilparabeno,
butilparabeno e isobutilparabeno em cosméticos infantis (BILAL; MEHMOOD; IQBAL, 2020;
DANISH ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, 2013).

No Brasil, a ANVISA é responsavel pela regularizacdo de compostos que podem ser
utilizados em cosméticos, e em 2021 alguns parabenos foram proibidos de serem utilizados
acima de baixissimas concentraces (0,4% para cada parabeno) e ndo mais que 0,8% de
concentracdo total; além disso proibiu a presenca em quaisquer concentracdes de
isopropilparabeno, isobutilparabeno, fenilparabeno, benzilparabeno e pentilparabeno (Figura
4) atraves da Resolucdo De Diretoria Colegiada — RDC N° 529, de 4 de agosto de 2021.

fenilparabeno pentilparabeno

0
0]
< > < CHs
HO 0 /\/\/
0 OH
HO

isopropilparabeno isobutilparabeno benzilparabeno
@)
0 ]
CHs
0 0
CHz
CHs HO

Figura 4 - Estrutura moleculares dos parabenos proibidos pela ANVISA RDC 529/2021. Fonte: Elaborada pela
autora.

Diante dos riscos associados aos parabenos, e sendo que a maior fonte de exposigéo a
eles é por meio de cosméticos, € importante monitorar e determinar suas concentragdes nesses
produtos. Este trabalho se inspira nesta problematica para elaborar e desenvolver técnicas
analiticas capazes de detectar e quantificar quatro compostos do grupo dos parabenos:
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metilparabeno (MeP), etilparabeno (EtP), propilparabeno (PrP) e butilparabeno (BuP) (Figura

5) — que sdo permitidos em quantidades diminutas em cosméticos.

Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno

0 \.\/Ox -0 /\_\/0 o 0
OH OH
OH OH

Figura 5 - Estrutura do metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno e bultilparabeno. Fonte: Adaptado de
ChemSpider, Chemical structure: 7176, 13846749, 6907, 6916.

A investigacdo proposta busca contribuir para 0 monitoramento e quantificacdo dos
compostos atraves da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), com o desenvolvimento
e otimizando os métodos, utilizando-se da aplicacdo de técnicas instrumentais acopladas: UV-
Vis para a confirmacéo estrutural e identificacdo seletiva e MS-MS para quantificacdo rotineira

e monitoramento de amostra padrdo — e aplicando as devidas figuras de méritos.

Para tal, os parabenos precisam ser extraidos para que em seguida sejam separados e
quantificados, os quais podem ser realizados por diferentes técnicas. Para 0 processo de
extracdo, foram empregadas as técnicas de Microextracdo Dispersiva em Fase Sélida (D-uSPE)
e Microextracdo por Sorvente Empacotado (MEPS) que serdo otimizadas para a melhor

extracdo dos compostos de interesse com o auxilio de sorventes baseados em 6xido de grafeno.

Apds toda a etapa de extragdo, separacao e quantificacdo estarem otimizadas, o0 método

desenvolvido e otimizado sera empregado a produtos comerciais.

1.4 Técnicas de extragao

A quantificacdo de compostos organicos, independentemente de sua origem, pode ser
realizada por inumeras técnicas de extracdo. Contudo, caracteristicas como a estrutura
molecular, o tamanho e a capacidade i6nica ou catidnica do analito determinam qual mecanismo
de extracdo a serd predominante (BADAWY et al., 2022). Entre os principais mecanismos estdo
(HARRIS, 2007; SKOOG et al., 2022): Sorcao, processo no qual interaces quimicas regem a
separagdo — quando superficial, adsor¢do e quando interna a uma macroestrutura, absorgdo
(BADAWY et al., 2022); Particdo, processo que descreve a distribuicdo de um soluto entre

duas fases liquidas imisciveis em equilibrio, baseando-se na diferenca de solubilidade do
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composto entre as fases (BERTHOD; CARDA-BROCH, 2004); Troca i6nica, mecanismo
regido pela interacdo de um composto quimico com um liquido, fase sélida empacotada ou
resina funcionalizada com grupos carregados, que retém o analito por meio de sua incorporagéo
como contra-ion, promovendo sua remocdo da matriz (BADAWY et al., 2022); e por fim, o
mecanismo de Exclusdo, que se baseia na presenca de uma fase estacionaria com
dimensionamento seletivo capaz de reter ou excluir as moléculas da fase mével baseado em seu
tamanho (CHESTER, 2020).

Para o estudo desenvolvido, foram selecionadas duas técnicas, que utilizam de fase
solidas. A primeira técnica selecionada foi a Micro Extracdo por Sorvente Empacotado, ou
MEPS (Microextraction by Packed Sorbent), a qual baseia-se na minituarizacdo da Extracdo
em Fase Sélida (SPE) em que um sorvente sélido é empacotado dentro de uma seringa ou
cartucho acoplavel a um embolo (Figura 6A) (CHISVERT; CARDENAS; LUCENA, 2019).
A amostra € aspirada e dispersa rapidamente através do sorvente, adsorvendo os analitos e em
seguida, realiza-se a lavagem e eluicdo diretamente pela seringa com um uso minimo de
solvente (Figura 6B) (SIQUEIRA; FERNANDES; CESAR, 2020). A técnica de MEPS
promove um contato direcional e dindmico, forgando a passagem repetidas vezes pelo embolo
empacotado o que promove a maior eficiéncia da extracdo (SIQUEIRA; FERNANDES;
CESAR, 2020).
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Figura 6 - (A) Estrutura classica de MEPS. (B) Etapas da extragdo por MEPS. Fonte: Adaptado de MARTINS et
al. (2024).
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A segunda técnica de extracdo selecionada foi a Microextracdo Dispersiva em Fase
Sélida, ou D-uSPE (Dispersive Micro-Solid Phase Extraction). O principio da técnica consiste
na dispersdo do sorvente diretamente na amostra liquida, assegurando interacdo integral entre
0 material sorvente e os analitos (D’ORAZIO, 2024). Ap0s a etapa de agitacdo, o sorvente €
separado e o analito é dessorvido, utilizando um pequeno volume de solvente orgénico,
possibilitando sua subsequente analise instrumental (DMITRIENKO et al., 2024). Essa técnica
proporciona um contato dispersivo e isotrépico, visto que 0 sorvente permanece SUSpenso e se
dispde livremente na amostra liquida, permitindo uma grande area de contato superficial
disponivel para a extracdo (BADAWY et al., 2022). Técnicas de microextragdo, especialmente
0s métodos baseados em fase sélida, vém substituindo progressivamente as técnicas classicas
de preparo de amostras, como a extracdo em fase solida e a extragdo liquido-liquido, devido a
sua maior eficiéncia, miniaturizacdo e menor impacto ambiental (KABIR; LOCATELLI;
ULUSQY, 2017).

A técnica de Extracdo por Fase Solida, ou SPE (Solid Phase Extraction) utiliza uma
coluna, cartucho ou disco empacotado com sorvente em que a amostra liquida é percolada —
forcando o analito a interagir com o sorvente e posteriormente eluido (POOLE; POOLE, 2012).
A grande diferenca entre a D-uSPE e a SPE vai além da miniaturizacdo da técnica tradicional.
O processo de interacdo com o solvente que, enquanto na técnica dispersiva, aproveita todo o
potencial superficial do sorvente, a SPE ocorre em um fluxo unidirecional que ocorre enquanto

percorre o cartucho que limita a superficie de contato (BADAWY et al., 2022).

O principio de dessorcdo da SPE baseia-se no processo controlado de eluicdo que
percorre a coluna por gravidade, presséo ou vacuo (CHROMIEC; WIETECHA-POSLUSZNY,
2024). Os principais diferenciais da D-USPE em relacdo a SPE séo a reducdo do consumo de
solvente e de material sorvente, operagdo mais simples e menor tempo de execucdo do
procedimento (JANO et al.,, 2025; KHEZELI; DANESHFAR, 2017). Ambas as técnicas
possuem boa aplicabilidade, porém, a extracdo por fase dispersiva permite o uso de
nanossorventes e outros materiais inovadores, como o 6xido de grafeno (GO), objeto deste
estudo (FEIST, 2023; KHEZELI; DANESHFAR, 2017). A Figura 7 apresenta uma

comparagao pratica entre as técnicas.
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MEPS e D-uSPE possuem alta vantagem em relacdo a origem dos compostos a serem
analisados, ja que comportam a f4cil adaptaco a utilizacio do Oxido de Grafeno como sorvente
(GREDA et al., 2024; MANOUSI et al., 2021). Para 0 MEPS, o GO é empacotado ou fixado
na microcoluna dentro da seringa e a amostra é forcada a atravessar repetidas vezes (MANOUSI
et al., 2021). O mecanismo de extracdo dominantes € a sor¢do que ocorre através da interacao
n—7 entre os anéis aromaticos de GO e os aromaticos dos parabenos que s&o intensificados pelo
uso se solventes polares moderados, como a acetonitrila (CARDOSO; MARTINS; LANCAS,
2024). InteragOes por ligagOes de hidrogénio advindas dos grupos hidroxila e carbonila
presentes tanto no sorvente quanto nos analitos também contribuem para o mecanismo de
extracao e para seletividade; além disso, o carater acido do oxido de grafeno favorece a adsor¢édo
de analitos catidnicos ou parcialmente protonados (NEMATI; ZAYER; HAMIDI, 2022;
OZTURK ER, 2024).

A D-USPE torna-se uma técnica de extracao evidente para seu uso por tornar o éxido
de grafeno disperso na fase mével que, de maneira semelhante, promove todas as interacdes
descritas na técnica de MEPS, mas se favorece da dispersdo totalmente livre que se utiliza da
total capacidade da grande area superficial do sorvente, se aproveitando do maximo da
capacidade adsortiva — e também, promovendo a particdo hidrofébica dos analitos — o que
maximiza a capacidade adsorptiva com uma pequena quantidade de GO (GHAZAGHI et al.,
2016).

1.5 Técnicas de separacdo e quantificacédo

A técnica analitica fundamental da quimica moderna utilizada para separar, identificar
e quantificar compostos presentes em misturas complexas é chamada pelo acrénimo HPLC, ou

Cromatografia Liquida de Alta Performance. Seu principio se baseia na parti¢éo diferencial dos
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analitos entre uma fase estacionaria, empacotada em coluna, e uma fase movel liquida que é
bombeada sobre alta presséo, com controle e regulabilidade. As diferencas nas interagdes fisico-
quimica, como polaridade, tamanho molecular e carga eletrostatica, determinam a velocidade
de migracdo e tempo de eluicdo de cada componente — permitindo a separacdo com grande
fidelidade (HUSSEIN, 2025). A separacao dos componentes é detectada na saida da coluna por
um detector de fluxo que mede a quantidade de saida. Como exemplificado pelo diagrama
esquematico (Figura 8) a instrumentacdo do HPLC inclui um reservatdrio de solvente, uma
bomba injetora, a coluna de separacdo, um detector e integrador ou sistema de aquisicdo e
exibicdo. A centralizacdo do sistema é a coluna, propriamente dita que promove a separacao
dos analitos (ALI, 2022).

| Amostra
. ¥ Ll
Bomba Injetor Detector
HPLC '__.
Coluna HPLC
Solvente Aquisicao
HPLC de dados

Residuo

Figura 8 - Esquema dos componentes de um HPLC. Fonte: Adaptado de ALI (2022).

A técnica de HPLC apresenta grande versatilidade de aplicacdo dentre a origem dos
analitos, sendo aplicdvel no meio farmacoldgico, monitoramento ambiente, seguranca
alimentar e contaminantes diversos devido a sua alta sensibilidade e capacidade de identificar
componentes tragos. Sua precisdo quantitativa promove a sua utilizagdo em ampla escala, e com
método estabelecido, torna-se uma técnica robusta e replicavel. Entretanto, a técnica apresenta
um alto custo operacional e um alto consumo de tempo para realizagdo. O principal desafio de
aplicacdo se baseia na complexa operacdo, tornando necesséaria uma alta adequacdo de método,

otimizacdo e posterior validagdo (HUSSEIN, 2025).

Em relacdo aos detectores, 0 HPLC comporta diversas possibilidades que contribuem
de diferentes maneiras a adequacgéo das necessidades de determinacdo analitica. O detector de
Espectroscopia de Massa (MS) é considerado o universal. O detector MS detecta um composto

eluido pela coluna de HPLC primeiro e o ioniza, medindo sua massa — e/ou seus fragmentos
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moleculares — através da quebra em pedacos menores que sdo exclusivos de cada composto. O
detector MS pode identificar compostos diretamente, ja que seu espectro de massa é como uma
impressdo digital exclusiva de cada composto. A medida, por sua vez, é destrutiva, sem

possibilidade de recuperacdo do composto apos a detecgéo.

Um segundo detector, utilizado neste experimento € o acoplamento do detector por
UV-Vis que se baseia na transicdo eletrénica molecular. Trata-se de um dos detectores mais
comuns devido a seu fécil acesso e baixo custo de operacdo. A ldmpada de mercUrio possui a
frequéncia de onda fixada em 254 nm, regido que permite a deteccéo da transicdo eletronica
das ligacdes (m => n*). Porém, o comprimento de onda pode ser ajustado para selecionar outros
comprimentos especificos que refletem a melhor deteccdo do analito de interesse. A grande
limitacdo do detector se da em, justamente, ser limitado a somente uma frequéncia de onda e
pode apresentar conflitos devido a absor¢cdo UV-Vis do solvente envolvido. Apesar disto, 0
espectrometro possui grande versatilidade e permite a construcao de curvas de calibracdo com
maior facilidade de obtencdo. Para as moléculas de interesse deste estudo, a utilizacdo da
frequéncia de onda padrdo torna-se facilitada, ja que todos os analitos apresentam anéis
aromaticos que comportam ligagdes m (ALI, 2022).

O sistema HPLC-UV ¢, em geral, mais rapido e economicamente mais acessivel do
gue o HPLC-MS/MS, tanto em termos de custo operacional quanto de manuten¢do; no entanto
esse sistema possui menor seletividade e sensibilidade do que o sistema HPLC-MS. Isso ocorre
porque o detector UV apresenta menor complexidade instrumental, ndo requer gases de alta
pureza, cuidados avancados de calibracdo ou etapas adicionais de otimizacdo que sao tipicas
dos espectrémetros de massa (CHIRIAC et al., 2022; LEE et al., 2017).

1.6 Sorvente seletivo

Para as técnicas de extracdo baseadas no uso de fase sdlida como as citadas, é
necessario o emprego de sorventes seletivos para os analitos investigados, sendo que o 6xido
de grafeno (Figura 9) vém sendo bastante explorado como potencial fase para extracdo de
diversos compostos em matrizes complexas, pois além de suas propriedades vantajosas como,
sua grande area superficial e seu sistema elétron 7 deslocalizado (VARGAS MEDINA et al.,
2023), ainda h& a possibilidade de ancorar grupos funcionais a sua estrutura, e assim obter-se
um material hibrido. Nesse contexto, os liquidos i6nicos podem ser utilizados ligados ao 6xido

de grafeno (Figura 10) e, assim, facilitar a dispers@o do analito no sorvente (LIU et al., 2018).
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Figura 9 - Conversao de grafite para 6xido de grafeno (GO). Fonte: Adaptado de KUMAR et al. (2019).
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Figura 10 - (A) Modificacao da superficie de GO com grupos tiol. (B) Ancoragem de liquidos idnicos preparados
ao GO-SH. Fonte: CARDOSO; LANCAS (2025)

Além da importancia de um sorvente seletivo, em técnicas de extracdo em fase sélida é
essencial que antes de ser utilizado no processo de extracdo, 0 sorvente passe por uma etapa de
condicionamento. O condicionamento do sorvente é feito para garantir desempenho analitico



26

reprodutivel, compatibilidade fisico-quimica com a amostra e a méxima eficiéncia de extracéo
(BIAN et al., 2021). O processo € responsavel pela ativacdo da superficie, ou solvatacao,
reativando grupos funcionais superficiais e aumentando a acessibilidade e seletividade dos
sitios ativos (BIAN et al., 2021). Além disto, o processo promove o equilibrio quimico,
ajustando o pH da matriz, promovendo a eliminacdo de possiveis contaminantes adsorvidos e
maximizando sua acdo (ALSABBAHEN et al., 2025). Geralmente o condicionamento é feito
pela passagem do sorvente em solvente organico, seguido por passagem em agua ou tampéo
(SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2018). O solvente organico contribui para a ativacdo da
superficie, e comumente utiliza-se metanol e acetonitrila; por sua vez, a agua e o tampao
ajustam a polaridade a da matriz (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2018).

Oxido de grafeno modificado vém recentemente sendo utilizado na extragdo de
diferentes analitos (JOSHI et al., 2021), como herbicidas (OLIVEIRA; LANCAS, 2023),
triazinas (CARDOSO; LANCAS, 2025) e antibidticos (MARTINS; LANCAS, 2024); no
entanto, até o inicio do desenvolvimento do projeto ndo foram encontrados estudos da utilizacédo
de 6xido de grafeno modificado com liquido iénico para a extracdo de parabenos, apenas a
descricdo da utilizacdo de 6xido de grafeno ancorado a aminopropilsilica para a extragdo de
parabenos (FUMES; LANCAS, 2017).

O presente trabalho busca investigar a presenca de parabenos em cosméticos utilizando
sorvente seletivo a base de 6xido de grafeno, com o desenvolvimento e aprimoramento de
principios de extracdo baseados microextracdo por sorvente empacotado (MEPS) e
microextracao dispersiva em fase solida (D-uSPE) com detecc¢do e quantificacdo por HPLC-
MS/MS e HPLC-UV/Vis.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar, otimizar e aplicar 6xido de grafeno modificado com liquidos idnicos (GO@IL)
como sorvente para a extracdo de parabenos em amostras de cosmeticos, empregando técnicas
de microextracdo dispersiva em fase sélida (D-USPE) e microextracéo por sorvente empacotado
(MEPS) seguido de separacgéo e detec¢do por HPLC-MS/MS.
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2.2 Objetivos especificos

o Preparar e empacotar dispositivos de extracdo por D-USPE e MEPS com sorventes
baseados em GO@IL sintetizados pelo Grupo de Cromatografia (CROMA/IQSC-USP) e
com materiais comerciais de referéncia para comparagédo de desempenho

o Comparar o desempenho e a seletividade dos métodos de extracao por analises de HPLC-
UV/Vis e determinar o sistema mais eficiente para extracdo de parabenos;

o Comparar a seletividade e eficiéncia e sorcdo dos materiais de GO@IL com sorventes
comerciais, avaliando o efeito das modifica¢cdes quimicas do éxido de grafeno;

o Otimizar os pardmetros experimentais do método selecionado (quantidade de sorvente,
solvente de dessor¢do, volume de solvente, tempo de extracao, tempo de eluicéo, volume
de amostra, equipamento de extracao e volume de agitacdo);

o Determinar as figuras de mérito analitico do método otimizado;

o Aplicar o método otimizado a amostras reais de cosméticos adquiridos do comercio,
avaliando a presenca e os niveis de parabenos e confirmando a aplicabilidade pratica da

metodologia desenvolvida.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais e equipamentos
3.1.1 Sorventes

Para este estudo foram utilizados sete sorventes distintos (Tabela 1), sendo cinco deles
obtidos no Grupo de Cromatografia (CROMA) do Instituto de Quimica da USP campus S&o
Carlos e dois dos sorventes obtidos comercialmente.

Tabela 1 - Sorventes utilizados nos ensaios de extracdo de parabenos via MEPS e D-uSPE. *Utilizado apenas
para extracdo via MEPS. Fonte: Elaborada pela autora.

Sorvente Identificacao Origem
Oxido de grafeno puro GO IQSC-USP (CROMA)
Oxido de grafeno modificado com tiol* GO-SH IQSC-USP (CROMA)
Oxido de grafeno ancorado & GO@Si-ILz IQSC-USP (CROMA)

aminopropilsilica*
Brometo de 1-vinil-3-hexilimidazolio@GO | [VHIM]Br@GO | IQSC-USP (CROMA)
1-vinil-3-(butil-4- VilmC4S@GO IQSC-USP (CROMA)
sulfonato)imidazolio@GO
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SPE DSC-18 Discovery® C18 Comercial
Strata™-X-CW SPE Phenomenex® Strata-X Comercial

3.1.2 Parabenos e solucéo estoque

Os parabenos metilparabeno (MeP), etilparabeno (EtP), propilparabeno (PrP) e
butilparabeno (BuP) utilizados foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. LLC (St. Louis, MO,
EUA). Esses compostos foram utilizados para a preparacao de solucdes estoque de cada um dos
parabenos em metanol (MeOH) na concentracdo 1000 mg/L. A partir das solugdes estoque
foram preparadas solucGes de trabalho na concentragdo de 200 ppb e amostras fortificadas, as

quais foram preparadas semanalmente e armazenadas a -4 °C.

3.1.3 Preparo de amostras

Foram adquiridas amostras comerciais de hidratantes faciais de trés marcas distintas,
sabonetes liquidos de trés marcas distintas e protetores solares de trés marcas distintas. Todos
foram adquiridos em estabelecimentos comerciais de So Carlos — SP, Brasil e nenhum dos

produtos obtidos continha parabenos descrito na lista de ingredientes.

O preparo de amostras foi realizado utilizando o método reportado por KHEZELLI;
DANESHFAR; KARDANI (2023) com modificacGes. Para o preparo dos cosméticos
hidratante e protetor facial, pesou-se 1 g de cosmético, o qual foi disperso e dissolvido em
volume total de 10 mL de metanol (MeOH). Em seguida a solucdo foi sonicada por 25 minutos

e o0 sobrenadante obtido foi filtrado em membrana de celulose 0,22 um.

Os sabonetes liquidos faciais foram pesados para obter 1 g de produto, o qual foi
dissolvido em 10 mL de agua mili-Q e homogeneizado. Em seguida a amostra foi transferida
para um baldo volumétrico e completou-se o volume com agua mili-Q até se obter um volume
total de 100 mL. A amostra foi entdo filtrada em membrana de celulose 0,22 um. Todas as

amostras diluidas de cosméticos foram armazenadas a -4° C ate sua utilizacéo.

3.2 Equipamento e condic¢des cromatograficas

As extragdes realizadas para a otimizagdo dos parametros foram realizadas em sistema
HPLC-UV/Vis, por ser uma opg¢do mais acessivel financeiramente e demandar menos tempo;
enquanto que a analise das figuras de mérito foi realizada em HPLC-MS/MS por apresentar
maior sensibilidade e seletividade (CHIRIAC et al., 2022; LEE et al., 2017).
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3.2.1 HPLC-UV/Vis

As analises de separacdo e deteccdo realizadas para a otimizacdo dos parametros do
método utilizaram sistema de cromatografia liquida com detector ultravioleta-visivel (LC-
UV/Vis) do modelo da Shimadzu Prominence LC-20AD (Quioto, Japdo) e coluna analitica
Cortecs™ T3 Column (120A; 2,7 um; 2,1 mm x 100 mm) da Waters™ (Co. Cork, Irlanda). As
condicdes cromatogréaficas foram estabelecidas utilizando método isocratico sob as condices:
fluxo de 0,25 mL/min, fase movel de 35% de acetonitrila (ACN) e 65% de agua destilada, A

254 mm, temperatura do forno a 40 °C e injegdo de 1 pL.

3.2.2 HPLC-MS/MS

As andlises das figuras de mérito foram realizadas em um sistema Acquity MClass
UPLC-MS/MS acoplado a um espectrometro de massas XEVO TQ-S micro da Waters™
(Milford, MA, EUA) com ionizagdo por electrospray (ESI) em modo negativo (ESI-). A coluna
de extracdo utilizada foi a mesma utilizada para as analises em HPLC-UV/Vis. As condicGes
do equipamento foram de fluxo de 0,200 mL/min, fase movel de 40% de acetonitrila (ACN) e
60% de agua mili-Q, temperatura do forno em 40 °C, temperatura do carrinho de amostras de
20°C e injecdo de 0,200 uL.

3.3 Métodos de extragdo: MEPS e D-uUSPE

Realizou-se extracdes por meio da técnica de microextracdo por sorvente empacotado
(MEPS), utilizando todos os sorventes disponiveis e pela técnica de microextracdo dispersiva
em fase sélida (D-uSPE), utilizando os mesmos sorventes, exceto GO@Si-ILz. As extracdes por
ambos os métodos foram realizadas utilizando padrbes dos parabenos: metilparabeno (MeP),
etilparabeno (EtP), propilparabeno (PrP) e butilparabeno (BuP). As extracdes por ambos 0s
métodos foram realizadas utilizando um padrdo 200 ppb de mix dos parabenos MeP, EtP, PrP
e BuP preparado a partir das solugdes estoque.

A microextracdo por sorvente empacotado (MEPS) foi realizada em triplicata utilizando
microseringas de insulina de 1 mL, as quais foram empacotadas com 5 mg dos materiais
sorventes analisados entre dois ‘frits” de polipropileno. A seringa foi entdo condicionada
utilizando 500 pL de acetonitrila e 4 ciclos de aspiragdo. Em seguida foram realizadas as

seguintes etapas de extragdo (Figura 11):

1) Amostragem: 6 ciclos de aspiracdo/expulsdo de 500 pL de &gua destilada
fortificada com mix de 200 ppb dos quatro parabenos
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2) Secagem: 4 ciclos de aspiracao/expulsédo de ar
3) Lavagem: 3 ciclos de aspiracdo/expulsdo de 500 puL de 4gua deionizada
4) Dessorcao/Eluicdo: 6 ciclos de aspiracdo/expulsdo utilizando 75 pL de

acetonitrila; coletar a amostra.

Apbs a etapa de dessorcdo, a amostra foi coletada e, em seguida, foi realizada uma etapa
de regeneracdo. A regeneracado foi realizada com 4 ciclos de aspiracdo/expulséo de 250 uL de
acetonitrila, seguido por 4 ciclos de aspiracdo/expulsdo de 500 uL de dgua deionizada; essas

etapas foram realizadas duas vezes.

Etapa O: Etapa 1: Etapa 2: Etapa 3: Etapa 4:
Condicionamento Amostragem Secagem Lavagem Eluicdo

> = i =
o2 @ | C B
- Q
o @ f ®
500 pL ACN 500 puL mix 500 plL agua 75 uL ACN
parabenos 200 ppb destilada
@ sorvente ® @ nterferentes @ Parabenos

Figura 11 - Etapas do processo MEPS. Fonte: Elaborada pela autora utilizando o software BioRender.

Posteriormente, a separacdo cromatografica da amostra coletada foi feita por sistema de
cromatografia liquida com detector ultravioleta-visivel (LC-UV/Vis) (Shimadzu, LC20-AD),

seguindo o0 método de separagdo descrito anteriormente (3.2.1)

A microextragdo dispersiva em fase sélida (D-uSPE) foi realizada em duplicata com 5
mg de cada sorvente em eppendorf de 2 ml. O condicionamento do sorvente foi feito de acordo
com as seguintes etapas: 1) adicdo de 1 ml de etanol e deixando o eppendorf por 5 minutos em
ultrassom; 2) centrifugacdo a 1400 rpm por 10 minutos; 3) retirada do sobrenadante; 4) adicdo

de 1 ml de 4gua e 5 minutos em ultrassom; 5) centrifugagéo a 1400 rpm 10 minutos; 6) retirada
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do sobrenadante; 7) adicdo de 1 ml de 4gua e 5 minutos em ultrassom; 8) centrifugacdo a 1400
rpm 10 minutos; 9) retirada do sobrenadante. O processo é exemplificado na Figura 12.

CONDICIONAMENTO

@ /\

T,
b

ETAPA 1: ETAPA 2: ETAPA 3: ETAPA 4: " ETAPA5:
Adicdo 1 mL Centrifugagao Retirada do Adicdo de TmL H20 Centrifugacio
EtOH _1500rpm sobrenadante 5min Ultrassom 1500rpm
smin Ultrassom 10 minutos 10 minutos
Repete-se as etapas 3, 4 e 5 e retira- .
se o0 sobrenadante para concluir o
condicionamento

Figura 12 - Processo visual das etapas de condicionamento do sorvente. Fonte: Elaborada pela autora utilizando
o software BioRender.

Apds o condicionamento do sorvente, realizou-se as seguintes etapas de extracdo: 1)
adicao de 2 ml de solucéo padrdo em agua 200 ppb do mix de parabenos (MeP, EtP, PrP e BuP);
2) agitacdo dos eppendorfs em vortex a 1500 rpm por 5 minutos; 3) centrifugacdo dos
eppendorfs a 1400 rpm por 5 minutos; 4) descarte do sobrenadante; 5) adicdo de 1 ml de
acetonitrila (ACN); 6) agitacdo dos eppendorfs em vortex a 1500 rpm por 5 minutos; 7)
centrifugagéo dos eppendorfs a 1400 rpm por 5 minutos; 8) coleta do sobrenadante e filtracdo
e membrana de celulose 0,45 um (Figura 13). A amostra coletada da separagdo por D-uSPE
foi analisada por cromatografia liquida com detector ultravioleta-visivel (LC-UV/Vis),

seguindo o mesmo método de separacdo utilizado para as amostras de MEPS (3.2.1).
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—

filtrar ’

[ °
| .
~ el - . .
. | =l
!
.. — :.;— ‘
Amostra 5 min Descartar Adicionar
sobrenadante solvente de
dessorgao
@ Analito @ Interferente @ sorvente

Figura 13 - Etapas do processo de Microextracdo Dispersiva em Fase So6lida (D-pSPE). Fonte: Elaborada pela
autora utilizando o software BioRender.

3.4 Avaliacao da capacidade extratora dos sorventes obtidos

Foi avaliada, por HPLC-UV/Vis, a capacidade extratora dos sorventes 6xido de grafeno
puro (GO), brometo de 1-vinil-3-hexilimidazolio@GO ([VHIM]Br@GO), e 1-vinil-3-(butil-4-
sulfonato) @GO (ILz@GO), Discovery® DSC-18 SPE (C18) e Strata™-X-CW Phenomenex®
quanto a extracdo dos parabenos MeP, EtP, PrP e BuP por microextracdo dispersiva em fase
solida (D-uSPE).

Os dispositivos de extracdo por D-uSPE foram preparados em duplicata, adicionando 5
mg de cada sorvente em eppendorfs de 2 ml. O condicionamento dos sorventes foram realizados
seguindo as etapas descritas no item anterior (3.3). Apds a etapa de condicionamento,
adicionou-se em cada eppendorf 1 ml de solucéo padrédo em agua 200 ppb do mix de parabenos
(MeP, EtP, PrP e BuP) e centrifugou-se os eppendorfs a 1400 rpm por 10 minutos, sendo o

sobrenadante coletado e filtrado em membrana de celulose 0,45 pm ao final do procedimento.

As separacgdes das amostras foram realizadas em triplicata, em sistema HPLC-UV/Vis,

utilizando coluna Waters Cortecs™ T3, de acordo com as condigdes descritas anteriormente.
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A capacidade extratora de cada sorvente foi avaliada quanto a porcentagem de
recuperacdo dos analitos analisados (MeP, EtP, PrP e BuP) em cada amostra, a qual foi

calculado com a seguinte equacéo:

Area analito extraido
Eficiéncia da extragao (%) = - x 100
Area padrio

Equaco 1 - Porcentagem da eficiéncia de extracéo dos analitos. Area - area do pico cromatografico.

A area da amostra pura foi obtida através da cromatografia em triplicata da amostra da
solucéo padrdo em agua 200 ppb do mix de parabenos (MeP, EtP, PrP e BuP).

3.5 Curvas de calibracdo

Foram construidas curvas analiticas para cada parabeno considerando a relacédo entre o
sinal e a concentragdo de cada amostra, considerando sete concentracdo diferentes. A

linearidade da curva foi avaliada pelo coeficiente de determinacéo (R?) por fitting linear.

O metodo de extracéo utilizado foi realizado pelo procedimento de extracdo por D-uSPE
(3.3). E realizado por ambos os equipamentos de separa¢do cromatograficos (HPLC-UV/Vis e
HPLC-MS/MS), em niveis de magnitude distintas.

A curva de calibracdo de cada parabeno em solvente por HPLC-UV/Vis foi construida
com solucdes padrdes de parabenos em ACN (preparados a partir das solugdes estoque) de 100,
300, 500, 800, 1000, 3000 e 5000 ppb.

As concentragdes de parabenos nas solucdes padroes em ACN utilizadas para a
construcdo da curva de calibra¢do por HPLC-MS/MS foram: 10, 20, 50, 100, 200 e 500 ppb.

As extracOes foram feitas em triplicata e a cromatografia de cada uma delas, também,

em triplicata.

3.6 Otimizacéo dos parametros

O método de extracdo D-USPE foi otimizado quanto aos pardmetros descritos na Tabela
2. Os parametros analisados foram avaliados utilizando um planejamento univariado (one fator
at time — OFAT).

Tabela 2 - Parametros otimizados do método por extragdo D-uSPE. Fonte: Elaborada pela autora.

Parametro Niveis
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Quantidade de sorvente 5,10, 15 mg

ACN, MeOH, ACN:MeOH (50:50),

Solvente de dessor¢éo EtOH. ACN + AcF 0,1%

Quantidade de solvente 500, 750, 1000 pL
Tempo de extragdo 3,5, 7, 10 minutos
Tempo de eluicéo 3,5, 7, 10 minutos
Volume de amostra 750, 1000, 1500 pL
Equipamento de extragédo Vortex, Ultrassom

Velocidade de agitacdo da

< 750, 1000, 1500 rpm
extracéo

Os parametros foram analisados sequencialmente, na ordem descrita na Tabela 2. Ou

seja, foi analisado um parametro por vez e as extracdes seguintes deram continuidade com o

parametro ja otimizado de acordo com os resultados obtidos e assim, 0 método foi adaptado a

cada analise dos parametros.

As extracOes para analise da quantidade de sorvente foram realizadas seguindo as

seguintes etapas:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9)

Pesar as quantidades de sorvente (5, 10 e 15 mg) em triplicata;
Adicionar o sorvente ao eppendorf de com 1500 pL de amostra;
Vortexar o eppendorf por 5 minutos a 1500 rpm;

Centrifugar o eppendorf por 5 minutos a 1400 rpm;

Descartar o sobrenadante;

Adicionar ao eppendorf 1000 uL de ACN:MeOH (50:50);
Colocar o eppendeorf em ultrassom por 5 minutos;

Centrifugar o eppendorf por 5 minutos a 1400 rpm;

Coletar e filtrar o sobrenadante em membrana de celulose 0,45 pm.

Sendo assim, as condi¢Ges padrdes iniciais foram: solvente de dessor¢do ACN:MeOH

(50:50); 1000 uL de solvente de dessorcdo; extracdo de 5 minutos; eluicdo de 5 minutos; 1500

WL de amostra e extracdo em vortex a 1000 rpm. As condigdes da extracdo foram alteradas apds
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a analise de cada parametro, dando continuidade na extracdo com o parametro de acordo com

o nivel que apresentou maior recuperacéo dos analitos.

As extragdes variando os parametros de acordo com a Tabela 2 foram feitas em
duplicata, assim como a corrida do extrato final das extracdes. As separacdes e quantificacoes
foram realizadas em HPLC-UV/Vis, sob as condicGes descritas anteriormente (3.2.1). A
avaliacdo dos parametros foi realizada analisando a média da porcentagem de recuperagdo dos
analitos analisados (MeP, EtP, PrP e BuP) de acordo com a Equacéo 1, a qual foi calculada
utilizando as areas dos picos obtidos nos cromatogramas.

3.7 Andlise das principais figuras de mérito

Para 0 método de D-uSPE para parabenos, foram analisadas as figuras de meérito:
seletividade, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), linearidade,
recuperagéo, preciséo (intra e inter dias) e efeito matriz (EM). Os parametros foram avaliados
com base em amostras de sabonete liquido facial em branco e fortificado a 200 ppb. As
extracOes realizadas para analise das figuras de mérito foram realizadas em duplicata e
analisadas em HPLC-MS/MS em triplicata.

A seletividade foi analisada através da comparagdo de amostras de sabonete liquido
facial em branco apés a extracdo por D-uSPE, com amostras fortificadas com parabenos 200

ppb em agua e em sabonete.

Para a avaliagdo da linearidade, foram feitas extragcbes de amostras de sabonete
fortificadas com parabenos em cinco niveis de concentracdo e avaliou-se o coeficiente de
determinacdo (R?) das curvas obtidas. As concentracdes analisadas de cada parabeno estéo
descritas na Tabela 3, sendo que a menor concentragéo de cada parabeno analisada corresponde
ao LOQ), determinado anteriormente. A corrida no HPLC-MS/MS de cada amostra foi feita em

triplicata. A avaliacio da linearidade foi realizada através do coeficiente de determinacio (R?).

Tabela 3 - Concentracdes dos analitos utilizadas para curva de calibragdo. Fonte: Elaborada pela autora.

Analito Concentraces analisadas (ppb)
MetilParabeno (MeP) 0,9 5,0 10,0 20,0 50,0
EtilParabeno (EtP) 2,5 50 10,0 20,0 50,0
ProprilParabeno (PrP) 1,0 50 10,0 20,0 50,0
ButilParabeno (BuP) 4,0 5,0 10,0 20,0 100,0
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A precisdo foi analisada intra e inter dias através do desvio padréo relativo (DPR). Para

0s testes de precisao, foram utilizadas as equacoes:

n

_ 1
X =-
n

Equacao 3 - Desvio padréo (o). X; - valor do sinal de ruido i. X - média dos valores de sinal de ruido. n - nimero
de medigdes.

CV (%) =— X 100

xRl Q

Equacéo 4 - Coeficiente de variancia (CV). o - desvio padrdo das medicGes. X - média dos valores de sinal de
ruido.
Para os testes de recuperacéo foi comparado no teste fortificado o valor adicionado pelo

medido:

Area Matriz pré—extracio
Recuperacdop,¢/pss (%) = = i 22 % 100

Area Matriz pés—extragao

Equacdo 5 - Recuperacio. Area - area do pico cromatogréafico.

Os parametros recuperacao e precisdo foram avaliados através da analise de amostras
de sabonete fortificadas com parabenos em trés niveis de concentracao diferentes (5, 10 e 50
ppb), em triplicata. A recuperacdo foi avaliada em termos de porcentagem de recupera¢do dos

analitos da solugdo fortificada e extraidas por D-USPE (Equagéo 5).

O valor de LOD foi definido como a concentracdo do analito que gerasse um sinal 3
vezes maior do que a relagdo sinal/ruido (S/N); enquanto valor de LOQ seria a menor
concentracdo que produzisse um sinal 10 vezes maior que S/N. O célculo da relagdo S/N foi
elaborado pelo software Mass Lynx em que considera a altura do pico em relagdo ao desvio

padrdo do ruido (RMS) expresso na (Equacéo 8).
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LOD = Cipste X ————

3
C/n)

Equacao 6 - Limite de deteccdo (LOD). C - Concentracdo conhecida da amostra. S/N - relacdo sinal/ruido medida
para a amostra de concentracdo conhecida.

teste

10
LOQ = Cieste X o

C/n

Equacdo 7 - Limite de quantificacdo (LOQ). C - Concentracdo conhecida da amostra. S/N - relacdo sinal/ruido
medida para a amostra de concentracdo conhecida.

teste

E _ Hpico

N B Nruido

Equacéo 8 - Relagéo sinal/ruido (S/N). H - altura do pico cromatogréfico (intensidade do sinal). N — desvio padréo
do sinal do ruido (RMS).

Para avaliar o efeito matriz, foi considerado o paralelismo entre as retas da curva de
calibracdo em solvente (ACN e &gua destilada, 40:60) e nas matrizes sabonete liquido,
hidratante facial e protetor solar facial, sendo calculado de acordo com a Equacdo 9,
considerando a inclinacdo da curva de calibracao da extracao de solvente fortificado e da matriz
fortificada com parabenos. As concentragdes dos parabenos utilizadas na matriz e no solvente
estdo descritas na Tabela 4, sendo que as menores concentragdes de cada parabeno

corresponderam ao LOD de cada analito, obtido anteriormente.
bmatriz
EM (%) =|— —1) x 100
solvente
Equacao 9 - Efeito matriz (EM) (Coeficiente angular da matriz pelo do solvente). b - inclinagéo da curva analitica.

Tabela 4 - Concentracdes dos analitos utilizadas para a construcao das curvas analiticas para avaliacdo do efeito
matriz. Fonte: Elaborada pela autora.

Analito Concentraces analisadas (ppb)
Metilparabeno (MeP) 0,9 2,0 5,0 8,0 10,0 20,0 50,0
Etilparabeno (EtP) 2,5 3,0 5,0 8,0 10,0 20,0 50,0

Proprilparabeno (PrP) 1,0 3,0 5,0 8,0 10,0 20,0 50,0
Butilparabeno (BuP) 4,0 5,0 8,0 10,0 20,0 50,0 100,0
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3.8 Aplicacdo da técnica em amostras reais

O método desenvolvido e otimizado foi aplicado em amostras reais de cosméticos de
sabonetes, hidratantes e protetores faciais provindos de estabelecimentos comerciais da cidade
de Séo Carlos — SP.

O preparo das amostras de cosméticos para a extracéo foi feito de maneira adaptada de
KHEZELI; DANESHFAR; KARDANI (2023), como descrito anteriormente (3.1.3). As
extracOes foram feitas em triplicata, assim como a analise em HPLC-MS/MS. Posteriormente

0s cromatogramas foram analisados para verificar se havia presenca dos parabenos analisados.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Métodos de extracdo e avaliacdo da capacidade extratora dos sorventes

A extracdo por MEPS foi realizada com grandes dificuldades de aspiracéo e expulséo,
devido a agregacdo e compactacdo dos sorventes, sendo que muitas vezes nao era possivel
aspirar a quantidade definida ou entdo ndo era possivel aspirar nenhum volume de solvente. A
extracdo por MEPS com o sorvente GO néo foi finalizada, pois as fungfes de aspiracdo e
expulsdo da seringa ficaram totalmente comprometidas e nao foi possivel aspirar nem expulsar
nenhum volume de liquido. Essa limitacdo é citada por outros autores, principalmente em
relacdo ao grafeno puro (CARDOSO; MARTINS; LANCAS, 2024).

Dessa forma, para 0 método de extracdo por MEPS, foi avaliada a capacidade extratora
dos sorventes: GO-SH, GO@Si-ILz, [VHIM]Br@GO, VilmC4S@GO, C18 e Strata-X. A
capacidade extratora foi avaliada quanto a area do pico de cada parabeno obtido na

cromatografia (Figura 14).
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Area de extracdo de cada parabeno por MEPS
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HGO-SH mGO@Si-llz [VHIM]Br@GO mViimC4S@GO mC18 Strata-X

Figura 14 - Avaliagdo da capacidade extratora de cada sorvente em relacéo aos parabenos MeP, ETP, PrP e BuP
pela técnica de MEPS. Fonte: Elaborada pela autora.

Os resultados da capacidade extratora pelo método de MEPS (Figura 14) apresentou
barras de erro grande em decorréncia da inconsisténcia do processo de extracdo, que foi
realizado com dificuldade, o que levou a uma baixa reprodutibilidade. Dessa forma, a extracéo
por MEPS com os sorventes analisados foi descartada.

A extracdo pela técnica de D-uSPE foi realizada de forma eficiente, ndo havendo
problemas com os sorventes. Diante disso, esse trabalho seguiu o estudo da extracdo de

parabenos pela técnica de D-uSPE.

A capacidade extratora dos sorventes GO, [VHIM]Br@GO, VilmC4S@GO, C18 e
Strata-X pela técnica de D-USPE foi analisada através da eficiéncia da extracdo dos parabenos

MeP, EtP, PrP e BuP, sendo os resultados apresentados na Figura 15.
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Eficiéncia da extracao de cada parabeno por D-uSPE

Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno

120

100

8

o

6

o

4

o

Eficiéncia de processo (%)

2

o

o

EGO mVimC4S@GO m[VHIM]Br@GO mC18 M Strata-X

Figura 15 - Eficiéncia da extracdo de cada sorvente em relacdo aos parabenos MeP, ETP, PrP e BuP pela técnica
de D-pSPE. Fonte: Elaborada pela autora.

Para os analitos MeP, EtP e BuP, o sorvente VilmC4S@GO foi 0 que apresentou maior
porcentagem de recuperacdo, apresentando os valores de 89,92%, 82,76% e 84,35%
respectivamente para cada analito. Em relagdo ao PrP, o sorvente comercial Strata-X foi que
apresentou maior recuperagéo (86,47%), seguido pelo VilmC4S@GO (80,65%).

Sendo assim, as etapas seguintes prosseguiram com a utilizacdo de VilmC4S@GO
como sorvente, uma vez que apresentou a melhor porcentagem de recuperacdo para MeP, EtP
e BuP; e uma alta porcentagem de recuperacgéo para o PrP.

A faixa de trabalho do processo e extracdo encontra-se entre 80 % e120 %, a qual é
considerada adequada de acordo RDC 166/2017.

4.2 Método do HPLC-UV/Vis

As curvas de calibragédo obtidas de cada analito em ACN estdo demonstradas na Figura
16, sendo que os coeficientes de determinacio (R?) obtidos foram todos superiores a 0,990,
indicando excelente linearidade nas faixas de concentragdo analisadas. (Tabela 5).



41

Area Metilparabeno Area Etilparabeno
250000 -~ 200000 -

180000 -
200000 160000 -

140000 -
150000 - 120000 -

100000 -
100000 - ]

-~ 30.19¢. 83511 80000 y = 36,785 - 602,74
' R?=0,0986 60000 R?=0,9988

50000 - ' 40000 -

20000 -+

0 T T T 1 0 T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Concentragdo (ppb) Concentragdo (ppb)
Area Propilparabeno Area Butilparabeno
160000 - 160000 4
140000 - 140000 -
120000 - 120000 4
100000 - 100000 -
80000 - 80000 -
60000 ¥ = 27,434x- 740,46 60000 y = 27,61x- 825,37
2 -
40000 R? = 0,9986 40000 R*=0,9986
0 4 T T T T Y 0 9 T T T T T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Concentragdo (ppb) Concentragdo (ppb)

Figura 16 - Curva de calibrag8o dos analitos MeP, EtP, PrP e BuP realizada em HPLC-UV/Vis. Fonte: Elaborada
pela autora.

Tabela 5 - Curva de calibracdo dos analitos MeP, EtP, PrP e BuP realizada em HPLC-UV/Vis.

Fonte: Elaborada pela autora.

Analito Equacéo da reta R?
Metilparabeno y =39,19x - 835,11 0,9986
Etilparabeno y = 36,785x - 602,74 0,9988
Propilparabeno y = 27,434x - 740,46 0,9986
Butilparabeno y = 27,61x - 825,37 0,9986

R2: coeficiente de determinagéo

4.3 Otimizagéo dos parametros

4.3.1 Quantidade de sorvente

Foram analisadas extracbes por D-uSPE utilizando 5, 10 e 15 mg do sorvente

VilmC4S@GO, as quais foram analisadas em relacdo a area do pico obtido na cromatografia
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(Figura 17). As extracdes realizadas utilizando 15 mg de sorvente apresentaram maior area
para MeP, EtP e PrP (24570,0; 2467,5 e 18615,0 respectivamente), indicando que foi a
quantidade capaz de extrair maior quantidade desses analitos. A extracdo com maior quantidade
de sorvente tende a apresentar maior eficiéncia de extracdo, desde que o sistema nédo tenha
atingido o equilibrio ou a saturagdo e ainda haja sitios ativos disponiveis para interagir com o
analito (SEMENOQOV; KOZIEL; PAWLISZYN, 2000).

A extragdo de BuP foi mais eficiente utilizando-se 5 mg de sorvente, no entanto, as
extragdes com 5 e 15 mg de sorvente apresentaram resultados proximos, com areas de 18.390,5
e 17.236,5. Apds a saturacdo do sistema, a extracdo pode ser prejudicada pelo excesso de
sorvente, devido a dificuldade de dessorcdo completa do analito (SEMENOV; KOZIEL,;
PAWLISZYN, 2000), no entanto, ha diversos outros fatores que também interferem na
eficiéncia de extracdo, como pH, temperatura, forca idnica, adicdo de sal (MARANATA,
SURYA; HASANAH, 2021; SUN et al., 2016).

Diante dos resultados, decidiu-se dar continuidade nos experimentos utilizando-se 15
mg do sorvente VilmC4S@GO.

Quantidade de Sorvente

30000 -
25000 - I

20000 - I m5mg

15000 - m10mg

Area do pico

10000 15 mg

5000 -

Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno

Figura 17 - Avaliacdo da quantidade de sorvente VilmC4S@GO utilizado na extracdo de parabenos. Fonte:
Elaborada pela autora.

4.3.2 Solvente de dessorc¢éao

Os solventes da etapa de dessorgdo analisados foram: acetonitrila (ACN), metanol
(MeOH), acetonitrila e metanol 50:50 (v/v) (ACN:MeOH 50:50 v/v), etanol (EtOH) e
acetonitrila com &cido férmico 0,1% (ACN + AcF 0,1%). Os resultados das areas dos picos

obtidos nos cromatogramas estdo apresentados na Figura 18.
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Para os analitos MeP, EtP, PrP, a solugdo de acetonitrila e &cido férmico (0,1%)
apresentou maior area, indicando que foi o melhor solvente de dessorcéo para esses analitos.
As éareas dos analitos MeP, EtP, PrP e BuP utilizando ACN + AcF 0,1% como solvente de
dessorcao foram respectivamente 11215,5; 12613,0 e 10591,0.

A extracdo de BuP foi mais eficiente utilizando acetonitrila, acetonitrila:metanol (50:50)
e acetonitrila com acido formico (0,1%) respectivamente, no entanto, esses trés solventes

apresentaram resultados semelhantes com &reas de 9024,5; 8731,0; 8258,5.

Solvente de Dessorcao

16000 -
14000
12000 w ACN
£ 10000 = MeOH
S 8000 ACN:MeOH (50:50)
é 6000 B EtOH
4000 # ACN + AcF 0,1%
2000
0

Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno  Butilparabeno

Figura 18 - Avaliacdo de diferentes solventes de dessor¢do na extracdo de parabenos por D-uSPE. Fonte:
Elaborada pela autora.

4.3.3 Quantidade de solvente

Foram avaliadas extracdes de parabenos utilizando 500, 750 e 1000 pL do solvente de
dessorgdo acetonitrila com é&cido férmico (0,1%), sendo as &reas dos picos obtidas na
cromatografia apresentados na Figura 19. A extragdo com 750 pL de solvente gerou maiores
areas para os quatro parabenos analisados (MeP: 48061; EtP: 31082; PrP: 23940; BuP: 19195),

indicando melhor extracdo dos analitos avaliados, além de apresentar baixo desvio padrao.
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Quantidade de Solvente
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Figura 19 - Avaliagdo da quantidade de solvente (ACN + AcF 0,1%) na extracdo de parabenos por D-uSPE.
Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.4 Tempo de extracdo

Foram avaliados diferentes tempos de extracdo, 3, 5, 7 e 10 minutos (Figura 20). O
procedimento realizado com 10 minutos na etapa de extracdo foi o que permitiu maior extracdo
dos quatro parabenos analisados (MeP: 22970; EtP: 23780; PrP: 26052,5; BuP: 22113). Dessa

forma, deu-se prosseguimento no procedimento, utilizando 10 minutos para a extragéo.

Tempo de Extracao

35000 -
30000 -
25000 .
B 3 minutos
o
2 20000 ® 5 minutos
o
© .
[ |
§ 15000 7 minutos
<T B 10 minutos

10000

5000

Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno

Figura 20 - Avaliacdo do tempo de extracdo na extracdo de parabenos por D-uSPE. Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.5 Tempo de eluicéo

A etapa de eluigéo foi avaliada quanto ao tempo da etapa, sendo avaliadaem 3,5, 7 e
10 minutos (Figura 21). Os quatro parabenos foram melhor extraidos quando se realizou 7
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minutos de eluicdo (MeP: 53518; EtP: 53228; PrP: 53140,5; BuP: 44353,5), seguido por 10, 5
e 3 minutos. As extracdes seguintes foram realizadas com 7 minutos para a etapa de eluigéo.

50000

40000

30000

Area do pico

20000

10000

70000 -

60000 -

Tempo de Eluicao

M 3 minutos
M 5 minutos
M 7 minutos

H 10 minutos

Metilparabeno  Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno

Figura 21 - Avaliacdo do tempo de elui¢do na extragdo de parabenos por D-uSPE. Fonte: Elaborada pela autora.

4.3.6 Volume de amostra

O volume de amostra foi analisado nas quantidades 750, 1000 e 1500 pL (Figura 22),

sendo que volume de 1500 uL gerou maiores areas de pico para todos os analitos analisados
(MeP: 78919,5; EtP: 34229; PrP: 36634,5; BuP: 29929,5), seguido por 1000 e 750 pL.

100000
90000
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

0

Area do pico

Volume de Amostra

= 750 pL
® 1000 plL
= 1500 plL

Metilparabeno  Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno

Figura 22 - Avaliacdo do volume de amostra na extracdo de parabenos por D-USPE. Fonte: Elaborada pela autora.
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4.3.7 Equipamento de extracéo

Para a etapa de eluicdo dos analitos, avaliou-se a diferenca na utilizacao de vortex (1000
rpm) e ultrassom (Figura 23). Para a extracdo de todos os analitos avaliados, a extracdo foi
maior utilizando o vortex (1000 rpm) (MeP: 87961; EtP: 74826,5; PrP: 75341; BuP: 70331,5),

sendo assim, seguiu-se 0s experimentos utilizando esse equipamento.

Equipamento de Extracao
120000 -
100000 -
80000 -

60000 - W Vortex

B Ultrassom

Area do pico

40000 -

20000 -

O -
Metilparabeno Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno

Figura 23 - Avaliacdo do equipamento de agitacdo na etapa de extracdo de parabenos por D-USPE. Fonte:
Elaborada pela autora.

Em seguida foi analisado diferentes velocidades de agitacdo do vortex na etapa de
extracdo (Figura 24), sendo que a velocidade de 1500 rpm, apresentou melhor extracdo para
todos os parabenos analisados (MeP: 87961; EtP: 74826,5; PrP:75341; BuP: 70331,5).

Velocidade de Agitacao
60000

50000

40000

B 750 rpm
30000 - m 1000 rpm

m 1500 rpm

Area do pico

20000 -

10000 -

Metilparabeno  Etilparabeno Propilparabeno Butilparabeno

Figura 24 - Avaliagdo da velocidade de agitagdo na etapa de extracdo de parabenos por D-uSPE. Fonte: Elaborada
pela autora.
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Ap0s a otimizacdo de todos os parametros na extracdo dos parabenos MeP, EtP, PrP e
BuP por D-uSPE (Tabela 6), estabeleceu-se o método de extracdo da seguinte forma (Figura
25):
e Em um eppendorf de 2 mL, adicionar 15 mg do sorvente VilmC4S@GO e 1,5 mL de
amostra;
e Colocar o eppendorf sob agitacdo em vortex 1500 rpm por 10 minutos;
e Centrifugar o eppendorf por 5 minutos a 1400 rpm;
e Descartar o sobrenadante;
e Adicionar 750 pL do solvente de elui¢do acetonitrila com acido férmico (0,1%);
e Colocar o eppendorf em ultrassom por 7 minutos;

e Coletar o sobrenadante e filtrar em membrana 0,45 pm.

=
I '. 4 filtrar
@ e
1500 rpm .
10 min 7o
L]
e e
°
l o ZI —¥ / [ © ‘ —
= | J d
: @ (&
.. a8 § Y .
1,5 ml de amostra 1400 rpm Descartar 750 uL de 1400 rpm Coletar
15 mg de sorvente 5 min sobrenadante ACN + AcF 0,1% 5 min sobrenadante
@ Parabenos @ Interferentes \S/ﬁrrr\]/gr;tg@eo

Figura 25 - Método otimizado de Microextracdo Dispersiva em Fase Sélida (D-USPE) de parabenos. Fonte:
Elaborada pela autora utilizando o software BioRender.

Tabela 6 - Pardmetros estabelecidos para método de extra¢do de parabenos por extracdo D-USPE.
Fonte: Elaborada pela autora.

Parametro
Quantidade de sorvente 15mg
Solvente de dessor¢éo ACN + AcF 0,1%
Quantidade de solvente 750
Tempo de extragéo 10 minutos
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Tempo de eluicéo 7 minutos
Volume de amostra 1500 pL
Equipamento de extragédo Vortex
Velocidade de agitagdo da
~g ¢ 1500 rpm
extracéo

4.4 Método do HPLC-MS/MS

As andlises das figuras de mérito foram realizadas por HPLC-MS/MS, portanto foi

realizado curvas de calibracdo para os parabenos analisados (Figura 26). Os coeficientes de

determinacéo (R?) para todos os analitos foram superiores a 0,990, indicando comportamento

linear consistente (Tabela 7).
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Figura 26 - Curva de calibragéo dos analitos MeP, EtP, PrP e BuP realizada em HPLC-MS/MS. Fonte: Elaborada

pela autora.
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Tabela 7 - Curva de calibracdo dos analitos MeP, EtP, PrP e BuP realizada em HPLC-MS/MS.
Fonte: Elaborada pela autora.

Analito Equacéo da reta R?
Metilparabeno y = 46,475x - 144,06 0,9989
Etilparabeno y =29,073x - 106,90 0,9992
Propilparabeno y = 36,815x - 209,11 0,9985
Butilparabeno y = 44,29x - 248,52 0,9987

R2: coeficiente de determinagéo

4.5 Analise das principais figuras de mérito

45.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada comparando os cromatogramas de amostras em branco com
amostras fortificadas a 200 ppb com os parabenos em agua e em sabonete (Figura 27, 28, 29).
No cromatograma da amostra em branco ndo ha sinais significativos que interferem nos sinais
produzidos pelos analitos, como observados nos cromatogramas fortificados em agua e em

sabonete.
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Figura 27 - Cromatograma de amostra de sabonete liquido facial em branco. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 28 - Cromatograma de amostra fortificada com parabenos (200 ppb) em &gua. Fonte: Elaborada pela
autora.
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Figura 29 - Cromatograma de amostra fortificada (200 ppb) em sabonete liquido facial. Fonte: Elaborada pela
autora.

452 LODeLOQ

Os limites de deteccdo (LOD) e limites de quantificacdo (LOQ) para os parabenos
avaliados estdo descritos na Tabela 8. Os valores de LOD (S/N = 3) para os parabenos avaliados

ficaram entre 0,30 e 1,33 ppb, enquanto que os valores de LOQ (S/N = 10) ficaram entre 0,90
e 4,0 ppb.
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Tabela 8 - LOD e LOQ dos analitos MeP, EtP, PrP e BuP. Fonte: Elaborada pela autora.

Analito LOD (ppb) LOQ (ppb)
Metilparabeno 0,30 0,90
Etilparabeno 0,83 2,5
Propilparabeno 0,33 1,0
Butilparabeno 1,33 4,0

45.3 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada através da construcdo das curvas analiticas dos

parabenos em amostras de sabonete, plotando cinco concentracdes para cada analito (Figura

30). A linearidade do método demonstrou ser boa, com R? > 0,990 para todos os analitos. O R?

das curvas de calibracdo do MeP, EtP, PrP e BuP foram respectivamente 0,9934; 0,9966; 0,9945

e 0,9968.

1200

1000

800

600

Area

1000

800

600

Area

200

Metilparabeno

.'..-II
y=19,8268x+142,1
R* =0,9934
20 40 60
Concetracdo (ppb)
Propilparabeno
-".

o
y=17,039x+123,53
R* = 0,9945
20 40 60

Concentracdo (pph)

1000

800

600

Area

400

200

3000

2500

2000

1500

Area

1000

500

0

Etilparabeno

y=17,054x+43,493
R* =10,9966

20 40 60

Concentracdo (ppb)

Butilparabeno

y=22,836x+174,2
R*=0,9968

50 100 150
Concetracdo (ppb)

Figura 30 - Curvas de calibracdo de amostras de sabonete fortificadas na faixa de 0,9 a 50 ppb (MeP, EtP, PrP) e
4 a 100 ppb (BuP). Fonte: Elaborada pela autora.
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4.5.4 Precisdo e recuperagao

A precisdo do método foi avaliada intradias e interdias em trés niveis de concentracédo
(baixo =5 ppb, medio = 10 ppb e alto = 50 ppb) (Tabela 9). Os desvios padrao relativos (DPR)
intradias e interdias foram inferiores a 15% para todos os parabenos avaliados, demonstrando
boa precisdo do método, estando de acordo com o Conselho Internacional para Harmonizagdo
(ICH) de Requisitos Técnicos para 0 Registro de Produtos Farmacéuticos para Uso Humano,
que que estabelece padrdes para a validacdo de métodos bioanaliticos e a analise de amostras

de estudos clinicos e ndo clinicos (FDA, 2022).

Tabela 9 - Avaliacao da precisdo do método inter e intradias em trés niveis de concentragdo. Fonte: Elaborada

pela autora.
Desvio Padréo Relativo (%)
Intradia Interdia

AT 5ppb | 10ppb | 50ppb | 5ppb | 10 ppb | 50 ppb
(baixo) | (médio) | (alta) (baixo) | (médio) | (alta)

Metilparabeno 12,40 11,34 4,04 13,58 14,70 7,85
Etilparabeno 10,54 8,82 1,24 12,83 12,19 11,08

Propilparabeno 7,46 4,32 7,50 6,01 6,77 6,09

Butilparabeno 8,75 6,57 1,43 8,86 12,55 1,68

A recuperacdo do método foi avaliada utilizando os mesmos niveis de concentracdo
usados na avaliacdo da precisdo, através da recuperacdo (%) dos analitos (Tabela 10). Os
valores de recuperacao obtidos ficaram entre 71,17 e 99,16 %, os quais sdo considerados valores
adequados de acordo com DA SILVA et al. (2021), pois encontram-se entre 70 % e 120 %.

Tabela 10 - Recuperacdo (%) dos analitos em trés niveis de concentracdo. Fonte: Elaborada pela autora.

Recuperacéao (%)
Analito 5 ppb (baixa) | 10 ppb (média) | 50 ppb (alta)
Metilparabeno 93,78 72,30 74,43
Etilparabeno 78,25 71,98 71,17
Propilparabeno 99,16 72,66 98,47
Butilparabeno 83,81 88,60 84,98
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455 Efeito matriz

A avaliacdo do efeito matriz foi feita atraves da comparacgéo das curvas de calibracao
dos parabenos nas matrizes (sabonete liquido, hidratante facial e protetor solar facial) e em
solvente (ACN e &gua destilada, 40:60). O efeito matriz (EM %) em sabonete liquido para MeP,
EtP, PrP e BuP foram respectivamente -4,54; -5,63; -0,63 e -4,99 % (Figura 31).
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Figura 31 - Curvas de calibracdo dos parabenos em sabonete liquido e solvente. Fonte: Elaborada pela autora.

O efeito matriz obtido foi considerado aceitavel, pois permaneceu dentro do intervalo
de +15% em relacdo ao sinal do padrao preparado em solvente, estando de acordo com diretrizes
do ICH (FDA, 2022). Dessa forma, um efeito matriz dentro de £15% é classificado como baixo
e compativel com o desempenho esperado de um método quantitativo robusto e confiavel.

Os valores de EM em hidratante facial para MeP, EtP, PrP e BuP foram respectivamente
2,01; -6,66; -0,52 e -4,85 % (Figura 32). Por sua vez, os valores de EM para protetor solar para
MeP, EtP, PrP e BuP foram respectivamente -13,77; -11,04; -6,69 e -11,09 % (Figura 33).
Novamente, os valores de EM para as matrizes hidratante facial e protetor solar facial estiveram
comtempladas no intervalo de +15% e foram consideradas adequadas para a aplicacdo do

método.
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Figura 32 - Curvas de calibracdo dos parabenos em hidratante e solvente. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 33 - Curvas de calibragdo dos parabenos em protetor solar e solvente. Fonte: Elaborada pela autora.
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4.6 Aplicacdo da técnica em amostras reais

O método otimizado foi aplicado na extracdo de parabenos de amostras de sabonete
facial, hidratante facial e protetor solar facial. Em todas as amostras nao foi possivel detectar
parabenos dentro dos limites de deteccdo (LOD) e limites de quantificacdo (LOQ). Os
cromatogramas das amostras reais (Figura 34, 35, 36) apresentaram picos nos tempos proximos
a 1,45 minutos e 1,71 minutos; estes picos representam interferentes, uma vez que 0s tempos
de retencdo dos analitos MeP, EtP, PrP e BuP sdo respectivamente em torno de 1,73; 2,25; 3,28
e 5,17 minutos (Figura 28, 29). Estes picos ndo atrapalham as analises dos parabenos
exatamente por possuirem tempos de retencao diferentes dos parabenos analisados.

SABONETE_1 MRM of 8 Channels ES-

g 143 TIC
100 4.82¢3

170

1.48

017 0.77097.1.04 1 53 649 662 6.94
0.39.0.44 |
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Figura 34 - Cromatograma de amostra real de sabonete facial. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 35 - Cromatograma de amostra real de hidratante facial. Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 36 - Cromatograma de amostra real de protetor solar facial. Fonte: Elaborada pela autora.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram éxito no desenvolvimento e
otimizacdo de um método de Microextracdo Dispersiva em Fase Soélida (D-uSPE) para a
extracdo de parabenos (Metilparabeno, Etilparabeno, Propilparabeno e Butilparabeno) em
amostras de cosméticos. Contuso, a extracdo de parabenos pela técnica de Microextracdo por
Sorvente Empacotado (MEPS) com sorventes a base de 6xido de grafeno nédo foi bem sucedida
devido a compactacdo do material. O sorvente a base de dxido de grafeno modificado com
liquido zwitteribnico, VilmC4S@GO, mostrou-se o mais eficiente para a extracdo dos
parabenos analisados, sendo exemplo de aumento de seletividade atraves da adi¢ao de liquidos
ibnicos em sorventes a base de grafeno. A otimizacdo dos parametros de extracdo, incluindo
quantidade de sorvente (15 mg), solvente de dessor¢do (ACN + AcF 0,1%), quantidade de
solvente (750 pL), tempo de extracdo (10 minutos), tempo de elui¢do (7 minutos), volume de
amostra (1500 pL) e equipamento de agitagdo (vortex a 1500 rpm), foi crucial para maximizar
a eficiéncia do método. O método otimizado, acoplado a cromatografia liquida de alta eficiéncia
com espectrometria de massas (HPLC-MS/MS), demonstrou excelente desempenho analitico.
Adicionalmente, a andlise do efeito matriz sugere que o método é robusto e pode ser aplicado
a diferentes matrizes cosméticas sem interferéncias significativas. Em suma, este trabalho
contribui significativamente para o desenvolvimento de metodologias analiticas eficientes e
sensiveis para 0 monitoramento de parabenos em produtos cosmeéticos, utilizando sorventes
inovadores a base de éxido de grafeno modificado, e a metodologia estabelecida pode ser uma
ferramenta valiosa para 6rgados reguladores e industrias na garantia da seguranca dos produtos

cosmeéticos.
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