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Artigo

OPTIMIZATION AND VALIDATION OF QuEChERS BASED METHOD FOR DETERMINATION OF PRESERVATIVES
IN COSMETICS BY HPLC-DAD. Parabens are widely used as preservatives in the last decades. Others preservatives such as
2-phenoxyethanol, which in addition to his good antimicrobial activity, has low allergenic potential as well others properties of

interest to the cosmetic industry. In this work was developed a method for determination of methylparaben (MP), propylparaben

(PP) and 2-phenoxyethanol (FE) in cosmetic products by HPLC-DAD using QuEChERS as sample preparation. For application in
cosmetic samples, the original QUEChERS method was modified and optimized by evaluate of different solvents for extraction and
sorbents for clean up step. Increases at recoveries of analytes were obtained employing acetone as solvent and PSA for clean up step,
showed recoveries between 83.7% and 88.6% for all analytes. The method was validated according to ANVISA (linear range: 0.1 to
2.5 ug mL! for MP and PP, and 1.5 to 6.0 pg mL"! for FE). Precision was evaluated by repeatability and intermediate precision with

coefficients of variation (%) lower than 10% in all concentrations analysed, and accuracy was evaluated, with values ranging from
93.77% to 108.13%. The QUEChERS-HPLC-DAD method was tested in real samples (moisturizing cream and lotion, cleansing gel),
where the concentration values were found below the maximum limit established by ANVISA.
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INTRODUCAO

Os parabenos sdo conservantes usados em uma grande variedade
de produtos cosméticos, além de produtos alimenticios e farmacéuti-
cos. Sdo ésteres do dcido p-hidroxibenzéico, sendo os mais usados:
metilparabeno (MP), etilparabeno (EP), propilparabeno (PP) e
butilparabeno (BP). Os parabenos possuem baixo custo e oferecem
poderosa agdo antimicrobiana,' o que popularizou o seu uso como
agentes conservantes.

O fenoxietanol (FE), ou 2-fenoxietanol, € um éter glicdlico que
possui muitas aplicagdes em cosméticos, vacinas e produtos farma-
céuticos.? Seu uso como conservante na industria cosmética aumentou
significativamente nos tdltimos anos, devido principalmente ao seu
baixo potencial de sensibilizacao dérmica.’

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA)
estabelece os limites de concentracdo entre 0,4% (m/m), para a
utilizagdo de um unico parabeno, e 0,8% (m/m) para a mistura de
parabenos. Para o FE o limite mdximo € de 1,0% em produtos de
higiene pessoal, cosméticos e perfumes.

Visando garantir a qualidade, seguranga e eficdcia dos produtos
cosméticos, faz-se necessario o controle de qualidade dos produtos
comercializados. Apesar do grande uso dos parabenos, ainda existem
controvérsias em torno do seu uso, ndo apenas em razdo do seu
potencial alergénico, mas também em fungdo da suspeita relacio
com alguns tipos de céncer.* Em 2014, a Comunidade Européia
proibiu o uso de isopropil, isobutil, fenil, benzil e pentilparabeno,
por meio da normativa CE 358/2014. Esse cendrio abriu espago para
a utilizagdo de outros conservantes, como o FE, que prometem ser
mais seguros, mesmo na auséncia de estudos sobre as consequéncias
do seu uso prolongado. Em funcio de todos estes aspectos, torna-
-se necessdrio o desenvolvimento de metodologias que auxiliem
na detecgdo e quantificagdo dessas substincias nas mais diversas
matrizes cosméticas.

*e-mail: zamora@ufpr.br

A complexidade e a diversidade das matrizes cosméticas, in-
cluindo diferentes estados fisicos deste tipo de produtos, fazem com
que exista a necessidade de se estabelecer uma grande diversidade
de métodos de andlise. Assim, técnicas de extragdo em fase sélida,’
além de outras variantes miniaturizadas,®’ associadas a cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(HPLC-DAD) ou a cromatografia a gds associada a espectrometria
de massas (GC-MS), sdo métodos analiticos largamente usados na
determinaco de conservantes em cosméticos.’

Dentro do contexto das técnicas estabelecidas para o preparo
de amostras, € relevante salientar o0 método QuUEChERS (acrénimo
para quick, easy, cheap, effective, rugged, safe), método que tem
apresentado vantagens na andlise de amostras complexas. Apesar do
método QUEChERS ser originalmente proposto para a determinagio
de pesticidas em alimentos,® rapidamente surgiram estudos avaliando
a aplicag@o desse método na andlise de outras matrizes complexas,
constatando-se uma grande versatilidade. Diversas modificacdes do
método original foram propostas,’ visando aumentar a recuperagio e
diminuir os efeitos de matriz, o que permitiu melhorar ainda mais o
desempenho do método QUEChERS na andlise de matrizes complexas.

Em matrizes cosméticas, algumas aplicag¢des baseadas no método
QuEChERS foram relatadas na literatura. Os dois primeiros traba-
lhos publicados determinaram compostos fixadores de fragrancias
em diversos tipos de cosméticos, empregando-se acetonitrila como
solvente extrator e PSA (amina primdria secunddria) e silica C18
como sorvente de clean up.'""' Outros relatos envolvem a determina-
¢éo de andlogos de prostaglandinas em maquiagem para os olhos,'?
N-nitrosodietanolamina provenientes da reagao de conservantes a base
de nitrito e aminas (dietanolamina e trietanolamina) em shampoos'?
e conservante metildibromo glutaronitrilo com atividade alergénica
clinicamente comprovada em produtos para o cuidado com a pele.'*
A aplicagio do método baseado em QUEChERS para os conservantes
de interesse deste trabalho foram estudados em algumas matrizes
ambientais, tais como lodo de Estacdo de Tratamento de Agua (ETA)®
e sedimentos.'*


https://orcid.org/0000-0002-9956-8442

176 Gongalves et al.

Em func¢do das caracteristicas positivas desse método e sua
baixa explorag@o na extragdo de compostos em matrizes cosméti-
cas, este trabalho tem a finalidade de validar uma metodologia de
extracdo de parabenos e FE em matrizes cosméticas baseada no mé-
todo QUEChERS, e aplicd-lo na andlise de amostras de cosméticos
comerciais.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e insumos

Os solventes empregados para a determinagdo cromatografica
foram metanol grau HPLC (99,99%, JTBaker®), acetona grau HPL.C
(99,9%, Panreac®) e dgua ultrapura obtida por osmose reversa e
posteriormente deionizada (18,2 MQ cm, Millipore-Simplicity
UV, Bedford, MA, USA). Filtros de membrana Whatman® acetato
de celulose ME 25/21 ST 0,45 pm, @=47 mm, foram empregados
na etapa final do preparo de amostras, antes da injecdo delas no
sistema cromatogréfico. Os padrdes de alta pureza ( = 99,0%) dos
conservantes utilizados sdo de procedéncia Sigma-Aldrich®, sendo
eles: 2-Fenoxietanol (FE), 4-hidroxibenzoato de metilo (MP), 4-hi-
droxibenzoato de propilo (PP).

Equipamentos

As andlises cromatograficas em fase liquida foram realizadas em
equipamento Agilent 1260 Infinity, equipado com detector de arranjo
de diodos (DAD), coluna C18 (ZORBAX Eclipse, 50 x 4,6 mm,
5 um), pré-coluna C18 de mesma marca e softiware OpenLAB® CDS
(EZChrom edition) versdo A.04.05.

As pesagens foram efetuadas em balanca analitica digital
OHAUS® Adventurer Pro AV264P (+ 0,1 mg) e balanga analitica
Mettler-Toledo® XS205DU com precisdo de + 0,01 mg. A agitagdo
das amostras for realizada em vortex B. Braun® Biotech International
Certomat MV, e a centrifuga¢do em centrifuga Eppendorf® 5702.

Preparo das solucdes estoque

Foram preparadas solucdes estoque de cada um dos analitos na
concentracdo de 1000 mg L' em metanol grau HPLC, pesando-se
10,00 mg dos padrdes em balanca analitica Mettler-Toledo XS205DU,
e diluindo-os em 10,00 mL de metanol grau HPLC. Estes padroes
foram mantidos ao abrigo da luz e sob refrigeracdo a -4 °C.

Método de fortificacdo das amostras

A partir das solugdes estoque foram preparadas, com auxilio de
micropipetas e baldes volumétricos, solugdes contendo concentracdes
intermedidrias através de diluicio em metanol, que posteriormente
foram utilizadas para preparar as solucdes trabalho diluidas em fase
movel. A partir dessas solugdes de trabalho, com auxilio de micropi-
petas, as amostras foram fortificadas visando atingir a concentracio
desejada, e posteriormente homogeneizadas durante 1 minuto em
um agitador Vortex.

Método baseado em QuEChERS

Objetivando a extracdo dos conservantes e o clean up das
amostras, estabeleceu-se um método baseado em QUEChERS para
o preparo de amostra.

A etapa de otimizag¢do do procedimento QUEChERS consis-
tiu na avaliag@o univariada dos parametros solvente de extracio
(acetonitrila, metanol, acetona, acetronitrila/acetona e acetonitrila/
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metanol) e de sorvente de clean up (PSA, C18, Florisil®, C18+PSA
e C18+Florisil®). Os parimetros foram avaliados pelos valores de
recuperacdo e pelo coeficiente de variaciio na andlise de 3 cosméticos
isentos dos conservantes de interesse, sendo um gel de limpeza, um
creme hidratante e um sabonete liquido, que foram fortificados com
solucdes padrio conforme descrito anteriormente.

Para o desenvolvimento do método cromatografico foi utilizado
um gel de limpeza facial comercial isento dos analitos de interesse
(amostra branco). Essa amostra foi fortificada com soluc¢des padrio
conforme descrito anteriormente. A etapa de extracido consistiu
em pesar 100 mg de amostra em um tubo conico de polipropileno
de 15 mL, onde entdo foi adicionado 4,00 mL de dgua ultrapura e
4,00 mL de acetona (solvente extrator), apés homogeneizagdo por
agitacdo manual por 30 segundos, foi adicionado uma mistura de
sais (0,8 g de MgSO, e 1,5 g NaCl) e seguiu-se entdo agitagdo em
vortex por 1 min e centrifugacdo por 15 min a 4400 rpm. Na etapa
de clean up, 1,00 mL do extrato obtido anteriormente foi transferido
para outro tubo cdnico de polipropileno de 15 mL contendo 100,0 mg
de MgSO, e 50,0 mg de sorvente amina primdria-secundaria (PSA),
entdo o tubo foi agitado em vortex por 1 min e seguiu para centrifu-
gacgdo por 15 min a 4400 rpm. Ap6s a etapa de limpeza, uma aliquota
de 250 uL do extrato foi transferido para um vial de 2 mL, seco sob
gds nitrogénio (N,), e entdo o extrato seco foi reconstituido em fase
mével (35% MeOH e 65% H,0) até o volume de 1,00 mL. Uma
aliquota de 200 pL foi transferida para outro vial de 2,0 mL e diluida
até o volume de 1,00 mL. As amostras foram filtradas em filtros de
acetato de celulose de 0,45 um, e seguiram para inje¢ao no sistema
HPLC-DAD. O procedimento estd ilustrado na Figura 1.

Analise cromatografica

Um modo de eluicio gradiente baseado no método proposto por
Zgota-Grzeskowiak e colaboradores'” foi desenvolvido para a deter-
minagao simultanea de todos os analitos, empregando-se MeOH:4gua
(v/v), com uma composic¢ao inicial de 35% de metanol, aumentando
até 60% até 13 min, e retornando linearmente a condic@o inicial até
23 min. Foram injetados 50 puL de amostra, sob vazdo de 1,00 mL
min' a temperatura de 25,0 °C.

Validaciao do método

A validag¢do do método foi realizada em termos de seletividade,
linearidade, exatiddo, precisdo, limites de detec¢do e quantificagio.'®!
Todos os parametros foram obtidos utilizando a técnica de sobreposi¢io
de matriz, utilizando-se como amostra branco um gel limpador facial
comercial isento dos analitos de interesse, que foram fortificados con-
forme descrito anteriormente. A composicao desta amostra de acordo
com o fabricante, seguiu a nomenclatura dos ingredientes normatizada
pelo INCI (International Nomenclature Cosmetic Ingredients), sendo
a seguinte: Aqua, Sodium Laureth Sulfate, PEG-8, Coco-Betaine,
Hexylene Glycol, Sodium Chloride, PEG-120 Methyl Glucose
Dioleate, CI19140/Yellow 5, CI42043/Green 3, Glycerin, Glycolic
Acid, Triethanolamine, Salicylic Acid, Sodium Benzoate, Sodium
Hydroxide, Dipotassium Glycyrrhizate, Caprylyl Glycol, Capryloyl
Salicylic Acid, Citric Acid, Butylene Glycol, Parfum.

Além das informagdes fornecidas pelo fabricante (ingredientes e
publicidade “livre de parabenos™), a andlise por cromatografia liquida
indicou a auséncia de picos cromatograficos com tempo de retencao
iguais aos conservantes estudados.

Seletividade
A seletividade foi avaliada pela comparacgio entre os croma-
togramas dos extratos de amostras branco com os extratos das
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Figura 1. Esquema do procedimento do método de extracdo e limpeza baseado em QuEChERS

amostras branco fortificadas com solug@o padrido de MP, PP e FE na
concentracdo de 1,0 ug mL"! para os parabenos e 3,0 ug mL™"' para
FE. Comparando-se os cromatogramas € possivel verificar se hd a
presenca de picos provenientes de substancias interferentes na mesma
regido de tempo de reten¢do dos analitos, assim como, observar se ha
diferenca do tempo de reteng@o das espécies de interesse na amostra
branco em relacio ao cromatograma da solug@o padrdo do analito.

Linearidade

Foram avaliadas duas curvas analiticas em triplicata, uma na faixa
de concentrac@o de 0,10 a 2,50 ug mL"! para os parabenos e outra
na faixa de concentracdo de 1,50 a 6,00 ug mL"! para o fenoxietanol
(padrdes preparados na propor¢ao inicial da fase mével, metanol:adgua
35:65 (v/v)). Os analitos foram monitorados por deteccdo no ultra-
violeta por DAD nos comprimentos de onda: 254 nm (para o MP e
PP), e 270 nm (para o FE). A linearidade foi avaliada pelo coeficiente
de correlac@o da curva analitica."”

Exatiddo

Os parametros analiticos de mérito foram avaliados seguindo as
recomendacdes da ANVISA.Y A exatiddo do método desenvolvido
foi avaliada através do cdlculo do fator de recuperagao fortificando-
-se as amostras em 3 niveis de concentracio (n=5), e utilizando-se
a média das recuperagdes em cada concentragdo para o calculo da
exatiddo.

Precisdo, limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ)

O estudo de precisdo do método desenvolvido foi feito por ensaios
de repetibilidade e de precisdo intermedidria. As amostras foram
fortificadas com solug@o padrdo dos analitos em 3 niveis de concen-
tragdes (n=5) e a precisdo foi avaliada pelo célculo do coeficiente
de variancia (CV). Para cada um dos analitos, os seus respectivos
limites de deteccao (LD) e limites de quantificagcdo (LQ) do método
foram estimados a partir dos pardmetros de suas curvas analiticas.
O LD ¢ calculado como (3,3s)/S ¢ o LQ como (10s)/S, sendo s o
desvio do coeficiente linear da equacéo e S € o coeficiente angular
da curva analitica.'®

Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio do teste de Youden,
empregando-se amostras fortificadas com solugdo padrido na concen-
tragdo de 1,0 ug mL! para MP e PP, e 3,0 ug mL"! para FE. As con-
di¢des experimentais foram variadas conforme descrito na Tabela 1,
realizando-se 8 ensaios em duplicata seguindo o planejamento fatorial

Tabela 1. Fatores avaliados no teste de robustez do método QUEChERS com
determinagdo por HPLC-DAD

Fator Nominal Variacao

A T coluna (°C) 25 27

B % MeOH inicial 35 36

C fluxo (mL min™") 1 0,95
D t vortex (min) 1°00” 1’107
E t centrifuga (min) 15°00” 16°00”
F PSA (mg) 50 55

G MgSO, (mg) 100 105

caracteristico do teste de Youden,'3* utilizando-se a recuperagéo dos
conservantes como resposta monitorada.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Otimizacio do método baseado em QuEChERS

Para o estabelecimento do método QUEChERS na extracdo
dos analitos em amostras de interesse cosmético, foram avaliados
parametros de maneira univariada, buscando otimizar o tipo de
solvente usado na etapa de extracdo e do sorvente usado na etapa
de clean up. As condi¢des de tempo de agitagdo e centrifugacio nio
foram alteradas durante o estudo, assim como a etapa de parti¢do, na
qual foi estabelecida a quantidade minima de sais necessdria para a
particdo dos solventes na etapa de extracdo de maneira reprodutivel
(0,8 gde MgSO, e 1,5 g de NaCl). Os testes realizados com o emprego
de diferentes solventes sdo apresentados na Tabela 2, contendo os
valores de recupera¢iio média e o coeficiente de variacdo para cada um
dos solventes estudados: acetona, acetonitrila (ACN), ACN/MeOH
(60:40 v/v) e ACN/Acetona (60:40 v/v). Os valores de recupera¢ao
foram estimados pela andlise de 3 diferentes matrizes cosméticas
isentas dos conservantes de interesse, fortificadas na concentracio
de 1,0 ug mL"! para MP e PP e 3,0 pg mL! para FE.

Apesar do método QUEChERS original utilizar acetonitrila
como solvente de extracdo, foi escolhido a acetona como solvente
extrator com base nos resultados obtidos, pois forneceu os melho-
res valores de recuperacio, e os menores valores de coeficiente de
variacdo para todos os analitos. Além disso, acetona € facilmente
volatilizada sob fluxo de N,, o que representa uma vantagem adi-
cional do seu uso.
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Tabela 2. Valores médios de recuperagio (%) e CV (%) para os solventes utilizados na etapa de extracao do método baseado em QUEChERS
Solvente e MP s

R(%) CV(%) R(%) CV(%) R(%) CV (%)
Acetona 83,7 52 84,0 8,9 88,6 9,0
ACN 55,2 16,2 68.5 29,1 76,5 239
ACN/MeOH 40,5 1,3 41,8 12,3 47,2 12,5
ACN/Acetona 68,1 13,8 74,4 20,3 78,6 23,6
Tabela 3. Valores médios de recuperagdo (%) e CV (%) para os sorventes utilizados na etapa de limpeza do método baseado em QuEChERS

FE MP PP

Sorvente

R(%) CV (%) R(%) CV (%) R(%) CV (%)
PSA 84,5 38 84,2 11,9 88,2 8,3
C18+PSA 79.5 13,8 80,1 254 80,4 21,8
C18 65,9 12,6 70,6 31,4 72,5 31,2
Florisil® 71,5 39,1 86,2 18,5 91,4 25,0
C18+Florisil® 80,1 20,6 90,0 0,9 90,9 1,2

Na Tabela 3 sdo mostrados os resultados em relag@o ao estudo
para a escolha do sorvente da etapa de clean up. Foram avaliados os
sorventes PSA, C18 e Florisil®, além da combinagdo bindria entre
0S Mesmos.

Para a etapa de clean up foi escolhido como sorvente o PSA,
devido a seus valores satisfatérios de recuperacdo e baixos valores
de CV para todos os analitos. Além disso, o uso de apenas um tipo de
sorvente simplifica o procedimento experimental e diminui o custo
do método empregado. Mesmo com a combinagéio C18+Florisil®
apresentando melhores valores para a recuperagdo do MP e PP, o CV
obtido para FE foi elevado (Figura 2) em comparagdo a utilizacéo
de apenas PSA, o que pode indicar que esse sorvente sofre maior
influéncia das diferentes matrizes cosméticas utilizadas neste estudo.
A C18 e o Florisil® individualmente apresentaram elevados valores
de CV, indicando que esses sorventes ndo foram adequados para as
diferentes matrizes cosméticas.

As matrizes cosméticas apresentam uma grande diversidade de
compostos, incluindo compostos polares (por exemplo, dcidos orga-
nicos e dlcoois) e apolares (como 6leo mineral e outros compostos
gordurosos). O PSA apresenta um efeito quelante, isso resulta em

AM_01
AM_02

6.8

52

54 56 58 6.0 6.2 64

Minutos

66 7.0 T2 74
Figura 2. Destaque do inicio da corrida cromatogrdfica das amostras cos-
méticas apds procedimento de extragdo e limpeza baseado em QuEChERS

empregando-se C18+Florisil® como sorvente

uma boa retenc¢io de dcidos graxos livres, além de compostos polares
presentes na matriz,?! fato que explica os bons resultados obtidos e
demonstra sua versatilidade para a limpeza de amostras cosméticas.
O PSA ja foi utilizado na etapa de limpeza na andlise alcaloides em
cosméticos herbais e foi verificado que ele oferece uma boa interagao
com 0s compostos polares da matriz como dlcoois e surfactantes
catidnicos, enquanto o Florisil® mostrou uma absor¢ao néo seletiva
dos compostos polares.?

Condicoes cromatogrificas, linearidade, limites de detec¢iio
(LD) e quantificacdo (LQ)

Foi estabelecido um modo de elui¢@o por gradiente empregan-
do-se MeOH:4gua, que foi otimizado de maneira obter resolucio
adequada para todos os analitos mantendo-se um tempo de corrida
menor que 12 minutos. O tempo de retencdo para cada analito foi
de 3,53 minutos para o FE, 4,34 minutos para o MP e 10,80 minutos
para o PP, o que € condizente com seus valores de log K, visto que
sendo a fase movel polar, hd uma tendéncia de que os compostos
com menores valores de log K, (mais polares) apresentem os me-
nores tempos de retencdo. A seletividade do método foi comprovada
pela auséncia de interferentes coeluindo com os analitos, conforme
mostra a Figura 3.

Com relagd@o ao sistema de deteccdo, foram avaliados os com-
primentos de onda de 254 e 270 nm. Sendo que 254 nm corresponde
ao maximo de absor¢do para os parabenos, e € relatado na literatura
0 uso do comprimento de onda de 270 nm para quantificar FE.”* Os
testes posteriores mostraram uma linearidade satisfatdrias para esse
analitos nos comprimentos de onda especificados.

A linearidade foi avaliada para as curvas analiticas obtidas para
cada composto de interesse, assim como a sensibilidade, que foi
estimada a partir do coeficiente angular do ajuste linear das curvas
obtidas. A faixa de concentragdo estudada foi de 0,10 a 2,50 ug mL"!
para os parabenos e de 1,50 a 6,00 ug mL' para o FE. Os parimetros
obtidos para as curvas de cada analito sdo apresentados na Tabela 4.
O LD e LQ foram estabelecidos e os valores de concentracdo estdo
de acordo com a faixa linear estudada.

Precisao e exatidao
A repetibilidade foi avaliada a partir de cinco replicatas em trés

niveis de concentracdo, enquanto que a precisdo intermedidria foi
avaliada por meio de ensaios de repetibilidade, realizados em dias
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Figura 3. Cromatogramas obtidos na andlise de amostra branco e amostra
branco fortificada com 3,00 ug mL' para FE, e 1,00 ug mL"' para MP ¢ PP
em comparagdo com a solugdo padrao dos analitos

Tabela 4. Parametros da regressdo das curvas analiticas obtidas por
QuEChERS-HPLC-DAD

Parametros FE MP PP
(270 nm) (254 nm) (254 nm)
Coeficiente Linear (a) -0,199 -0,0960 -0,139
Coeficiente angular (b) 0,475 5,756 5,170
Coeficiente de Determinagéo (R?) 0,997 0,999 0,999
Coeficiente de Correlacio (r) 0,998 0,999 0,999
LD (ug mL") 0,392 0,0180 0,00360
LQ (ug mL") 1,188 0,0546 0,0108

distintos. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5 os
coeficientes de variagdo obtidos foram menores que 10%, estando
dentro dos limites estabelecidos pela ANVISA (CV <15%).

A exatiddo foi avaliada em termos de fator de recuperacio
(Tabela 5), em ensaios envolvendo trés niveis de concentragdo e
cinco replicatas. Os valores de recuperagdo flutuaram entre 93,77%
e 108,13%, o que se mostra concordante com o preconizado pela
ANVISA (80% a 120%).

Robustez

A robustez do método cromatografico foi avaliada através do
teste de Youden, utilizando-se o teste de comparagdo das variancias
(teste F). Uma vez que os valores de F_; .4, foram maiores que os
valores de Fd0 Fuaperado = 15,44) se admite que nio hd diferenga
significativa entre as variancias dos ensaios na condi¢do nominal e
na condicdo da varia¢do (Tabela 6), o que indica boa robustez do
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Tabela 5. Resultados da avaliagdo da precisdo e da exatidio do método
QuEChERS-HPLC-DAD

Precisdo
Analito C‘zﬁ;‘ﬁﬁ‘;ﬁo Repetibilidade Im}; ;if;fﬁ:na Fratidao
CV(%) (1=5)  CV(%) (1=10) (%) (n=5)
0.25 3.98 4,34 99,46
MP 1,14 3,85 483 94,70
2,00 461 5.28 93,78
0.25 3.80 442 102,87
PP 1,14 3,20 5.46 93,77
2,00 138 5.98 95,01
1,80 1,92 822 108,13
FE 2.85 8,06 9.06 97,66
5,50 3,18 6,30 96,46

método. O teste de Youden também permite avaliar a significancia
dos efeitos provocados pelas variagdes deliberadamente introduzidas,
observando-se, neste caso, efeitos pouco significativos.

Analise de amostras cosméticas comerciais pelo método
QuEChERS-HPLC-DAD

Ap6s otimizag@o do procedimento de extracdo (QuUEChERS)
e validacdo do método HPLC-DAD, foram analisados 9 produtos
cosméticos comerciais comprados em lojas da regido de Curitiba,
8 hidratantes de diferentes marcas e finalidades (cosméticos 1, 2, 3,
4,6,7,8¢9)e 1 gel de limpeza facial (cosmético 5), sendo quatro
produtos analisados em triplicata e cinco produtos analisados em
duplicata. Em todos os casos, os valores de concentragcdo encontra-
dos estdo abaixo dos limites maximos estabelecidos pela ANVISA
(Tabela 7).

Para o FE, o maior valor encontrado foi de 0,40%, sendo que o
limite maximo permitido € de 1,0%. Para os parabenos, os valores
observados também estdo abaixo dos limites maximos permitidos,
principalmente para o PP, cujo maior valor encontrado foi de 0,09%,
sendo que o limite individual estabelecido € de 0,4%. Mesmo quando
considerando a mistura dos parabenos (limite de 0,8%), todos os
cosméticos mostraram valores abaixo do limite estabelecido, sendo
que o maior valor obtido foi igual a 0,25%, apresentado por uma
locao hidratante (cosmético 6). No caso dos analitos ndo detectados
(ND), os dados obtidos corroboram com informagdes de formulagao
apresentadas nos rétulos.

Embora os produtos cosméticos ndo tragam em sua embalagem os
valores exatos de concentragdo de cada composto de sua formulagao,
os ingredientes sdo dispostos em ordem decrescente de concentragao.
Assim, comparando-se os valores obtidos pelo método desenvol-
vido com o rétulo desses produtos, em todos os casos, a ordem de

Tabela 6. Valores obtidos pelo teste F para avaliacio da robustez do método QUEChERS-HPLC-DAD

Valor de F calculado para o efeito

Analito
Ala B/b Cle D/d Ele F/f Glg
MP 10,90 2,71 2,83 1,43 5,73 1,41 1,14
PP 7,66 1,04 0,14 1,35 3,78 2,18 1,53
FE 1,20 1,80 1,28 1,50 1,32 13,05 1,21

Ala: temperatura da coluna (°C); B/b: concentra¢do de MeOH inicial; C/c: fluxo (mL min); D/d: tempo de vortex (min); E/e: tempo de centrifuga (min); F/f:

massa de PSA (mg); G/g: massa de MgSO, (mg).
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Tabela 7. Valores de concentracdo de conservantes + desvio padrio das quantificacdes em amostras cosméticas comerciais obtidos pelo método QuEChERS-

HPLC-DAD
Concentracdo encontrada
Cosmético n FE MP PP
pg mL! % (m/m) pg mL! % (m/m) pg mL! % (m/m)
1 3 4,69+0,41 0,39 1,97+0,08 0,17 0,96+0,02 0,08
2 3 2,80+0,14 0,24 0,38+0,02 0,03 <LQ <LQ
3 3 4,78+0,04 0,38 1,95+0,14 0,16 1,06+0,08 0,08
4 3 3,94+0,28 0,33 1,97+0,24 0,16 0,96+0,11 0,08
5 2 ND ND 2,26+0,01 0,17 ND ND
6 2 4,42+0,99 0,37 2,05+0,26 0,17 1,03+0,12 0,09
7 2 ND ND 1,19+0,02 0,09 ND ND
8 2 5,39+0,60 0,40 0,82+0,03 0,06 0,13x0,01 0,009
9 2 ND ND 1,45+0,01 0,11 0,53+0,07 0,04

*ND = ndo detectado. Cosmético 1, 3, 4, 6, 7, 8 e 9: locdo desodorante hidratante de diversas marcas e finalidades; Cosmético 2: hidratante infantil, Cosmé-

tico 5: gel de limpeza facial.

concentracio obtida estava de acordo com o descrito no rétulo do
produto comercial.

CONCLUSAO

O método de preparo de amostra baseado em QuUEChERS se mos-
trou adequado, apresentando grande potencialidade de aplica¢do na
extraco e clean up de amostras cosméticas. Na andlise cromatografica
foi possivel obter uma boa resolucéo para todos os analitos estudados.
A validagdo do método cromatografico foi estabelecida, e todos os
critérios de aceitagdo (ANVISA) foram atendidos. Foi possivel obter
uma boa linearidade para os analitos (faixa linear de 0,1 a 2,5 uyg mL"!
para MP e MP, e 1,5 a 6,0 ug mL"! para FE), assim como uma precisdo
(repetibilidade e precisao intermedidria) compativel com as normas
nacionais (CV%< 10%) em todas as concentragdes avaliadas. As
taxas de recuperacdo foram de 93,77% a 108,13%, indicando uma
boa exatiddo. A aplicagdo do teste de Youden indicou uma boa ro-
bustez do método proposto para a determinagdo dos conservantes. O
método QUEChERS-HPLC-DAD foi testado em amostras cosméticas
comerciais, encontrando-se concentragdes inferiores ao limite ma-
ximo estabelecido pela ANVISA, em todos os casos. Além disso, o
método proposto corrobora com as informagdes prestadas nos rétulos
dos produtos, em relacio a quantidade relativa (quando presentes) e
a auséncia dos conservantes estudados nas amostras.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Informagdes adicionais sobre os ingredientes majoritdrios dos
cosmeéticos analisados neste trabalho, de acordo com o fabricante,
estdo disponibilizadas em http://quimicanova. sbq.org.br/, em formato
PDF, com acesso livre.
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