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RESUMO

Com a pandemia de COVID-19, agéncias de saude passaram a recomendar a
constante higienizacdo das maos, visando controlar a disseminacdo do novo
coronavirus, o que causou aumento na demanda por alcool gel. Esse aumento, aliado
ao desabastecimento de insumos como carbémeros, resultou na escassez de alcool
gel no mercado. Para contornar esse cenario, a Anvisa publicou resolucfes permitindo
a producdo sem registro desse e de outros produtos relevantes no enfrentamento a
situacdo de emergéncia de saude publica. Embora necessério, o relaxamento das
normas de regulacdo criou um cenario favoravel ao surgimento de fabricas irregulares
e de produtos com teor de etanol abaixo do recomendado para a eliminacéo do virus.
Para combater essa situacéo, foi necessario desenvolver métodos para garantir a
qualidade dos produtos fabricados. Neste trabalho, foram propostos dois métodos
utilizando a espectroscopia nas regifes do infravermelho proximo e médio, associadas
a quimiometria. Foram construidos modelos de regressdo PLS utilizando apenas
amostras de solucdes aquosas de etanol como também modelos com a adi¢do de 2
e 4 amostras de alcool gel no conjunto de calibragdo. Os melhores resultados foram
obtidos com os modelos utilizando 2 amostras de &lcool gel no conjunto de calibracéo,
cujos valores de RMSEP foram de 0,76 e 1,18% (m/m) nas regiées do MIR e NIR,
respectivamente. Modelos de calibracdo univariada também foram construidos e
apresentaram erros um pouco mais elevados. Utilizando os melhores modelos
multivariados, um total de 100 amostras de &lcool gel comerciais e apreendidas pela
Policia Civil de Pernambuco foram analisadas e observou-se que 32% apresentaram
teor inferior ao minimo permitido pela Anvisa. Por fim foi avaliada a estabilidade de 3
amostras de alcool em gel em recipientes fechados pelo periodo de até 105 dias,
tendo-se observado que nao houve alteracdo significativa nos teores de etanol no

decorrer desse periodo.

Palavras-chave: alcool gel; COVID-19; espectroscopia no infravermelho; calibragéo

multivariada.



ABSTRACT

After the COVID-19 pandemic, health agencies started to recommend constant
hand sanitization to control the novel coronavirus from spreading further, which caused
an increase in the demand for alcohol-based hand sanitizers. Such increase, along
with raw material shortage such as carbomers, resulted in the scarcity of hand
sanitizers in the market. In order to counteract this situation, Anvisa published
resolutions allowing companies to manufacture these and other relevant products
without the need of previous registration. Although necessary, this relaxation of
regulatory policies created a favorable scenario to the emergence of irregular factories
and products with ethanol concentration lower than the minimum recommended for the
destruction of the virus. Thus, methods had to be developed to ensure the quality of
manufactured products. In this work, two methods using near and mid infrared
spectroscopy associated with chemometrics were proposed. PLS regression models
were built using only aqueous solutions of ethanol as well as models with the addition
of 2 and 4 gel hand sanitizers to the calibration dataset. The best results were obtained
with the models using 2 gel hand sanitizer samples in the calibration dataset, whose
values of RMSEP were 0,76 and 1,18% (m/m) in the MIR and NIR regions,
respectively. Univariate calibration models were also built and presented slightly higher
error values. Using the best multivariate models, a total of 100 commercial and seized
samples of alcohol-based hand sanitizers were analyzed and 32% were determined to
have less than the minimum concentration of ethanol required by Anvisa. Lastly, the
stability of 3 samples of hand sanitizers in closed containers was evaluated for up to

105 days, after which no significative variation in the ethanol content was noticed.

Keywords: alcohol-based hand sanitizers; COVID-19; infrared spectroscopy;
multivariate calibration.
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1 INTRODUCAO

A pandemia da doenca do coronavirus 2019 (COVID-19, do inglés coronavirus
disease 2019), causada pelo coronavirus da sindrome respiratria aguda grave 2
(SARS-CoV2, do inglés severe acute respiratory syndrome coronavirus 2), refor¢cou a
necessidade do uso de sanitizantes para as maos, uma vez que agéncias de saude
publica nacionais e a Organizacao Mundial da Saude (OMS) passaram a recomendar
a higienizacao frequente das maos como uma das precaucdes basicas para evitar a
disseminacéao do virus. Diante desse cenario, houve aumento repentino na demanda
de &lcool em gel e isso provocou interrupcdes nas cadeias produtivas devido a falta
de insumos.

No Brasil, para combater a escassez de insumos, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) autorizou, de forma temporaria e emergencial, empresas
regularizadas que atuam na producdo de medicamentos, saneantes e cosméticos a
fabricar e comercializar preparacdes antissépticas ou sanitizantes oficinais sem
requerer autorizacdo prévia. Além disso, foi autorizado o uso de insumos diferentes
daqueles indicados pelo Formulario Nacional de Farmacopeia Brasileira, desde que
estes tenham a mesma funcédo farmacotécnica e que seja garantida a eficacia e
estabilidade do produto.

Essa autorizacéo, aliada a um cenario de alta demanda por &lcool em gel e
baixa oferta por parte dos produtores, foi favoravel ao aparecimento de produtos
irregulares, apresentando teores de etanol abaixo do recomendado, cujo uso causaria
uma falsa sensacdo de seguranga ao consumidor. Além disso, surgiram fabricas
clandestinas que ndo se enquadravam nos parametros da autorizacdo da Anvisa e
ndo possuiam processos de producdo adequados para garantir a qualidade do
produto. Dessa forma, ficou explicita a necessidade de monitoramento por parte das
autoridades responsaveis para garantir que a populacao tivesse acesso a alcool gel e
sanitizantes eficientes e seguros.

Apesar da determinacéo do teor de etanol poder ser feita utilizando uma série
de métodos, como a cromatografia gasosa, espectrofotometria e alcoometria,
baseada na densidade da amostra, esses métodos podem ser afetados pelos demais
componentes presentes no alcool gel, requerendo preparos de amostra complexos e
demorados. O uso da espectroscopia no infravermelho associado a quimiometria é

uma alternativa para determinar o teor de etanol e ja possui precedentes na literatura
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em amostras diversas, como combustiveis e bebidas (MENDES et al.,, 2003;
RAMASAMI et al., 2005; FERNANDES et al., 2008; SALES et al., 2019).

Neste trabalho, foram propostos dois métodos para a determinacgéo do teor de
etanol em amostras de alcool gel usando técnicas de espectroscopia no
infravermelho, que séo simples, rapidas e ndo-destrutivas. O primeiro método utilizou
um espectrobmetro de infravermelho médio com transformada de Fourier com
acessorio de refletancia total atenuada, que é um tipo de equipamento comumente
encontrado nos laboratérios de pericia forense do Brasil. J& 0 segundo método utilizou
um espectrometro portatil operando na regido do infravermelho préximo, que € um

equipamento de baixo custo e permite ao usuario efetuar analises on-site.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Desenvolver dois métodos para determinar o teor de etanol em amostras de

alcool gel usando espectroscopia no infravermelho médio e préximo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir amostras padrao de alcool gel com teores de etanol conhecidos;

e Construir modelos de regressdo PLS e univariados para determinar o teor de
etanol em amostras de alcool gel;

e Verificar se amostras comerciais adquiridas na regido metropolitana de Recife
e apreendidas pela Policia Civil de Pernambuco contém teor de etanol
condizente com o valor descrito no rétulo;

e Comparar os dois métodos desenvolvidos, do infravermelho médio e préximo,
quanto a sua capacidade de quantificar o teor de etanol adequadamente;

e Avaliar amostras de alcool gel produzidas com diferentes insumos quanto a
estabilidade do teor de etanol ao manté-las fechadas por mais de 90 dias.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 ALCOOL EM GEL

Alcool gel é uma preparacéo contendo alcool apresentada na forma de gel que
tem como finalidade ser usado na antissepsia da pele e na desinfeccao de superficies
e materiais. Pode conter um ou mais tipos de &lcoois e outros ingredientes ativos,
excipientes e umectantes. A concentragcdo de alcool presente no gel pode ser
expressa de duas formas: °INPM ou °GL. A primeira € a sigla relativa a Instituto
Nacional de Pesos e Medidas e indica a porcentagem de alcool em termos da fracéo
massica, podendo também ser expressa como % (m/m). Enquanto a segunda, °GL, é
a abreviagao de Gay-Lussac, expressando o teor em relacéo ao percentual de volume,
% (V/IV).

Gel tem a seguinte definicdo, segundo o Formulario Nacional de Farmacopeia

Brasileira:

E a forma farmacéutica semissolida de um ou mais principios ativos
gue contém um agente gelificante para fornecer viscosidade a um
sistema no qual particulas de dimenséo coloidal - tipicamente entre 1
nm e 1 ym - sdo distribuidas uniformemente. Um gel pode conter
particulas suspensas. (ANVISA, 2012, p. 18).

A OMS dispde de um guia de producao local contendo duas formulacdes de gel
antisséptico recomendadas para quando ndo houver disponibilidade de produtos
comerciais (WHO, 2010). As formulacfes do guia sé@o, na verdade, solucbes aquosas
de alcool (etilico ou isopropilico) sem a adicdo de agentes gelificantes, sendo,
portanto, liquidos de baixa viscosidade. Essas solucdes, embora eficazes, sao dificeis
de portar e utilizar, pois podem ser facilmente derramadas, o que pode diminuir a
eficiéncia antisséptica por diminuir a quantidade de alcool em contato com a superficie
a ser limpa. Além disso, existe o risco de incéndio e ingestédo acidental por criancas.
Para os consumidores, formulagdes de alcool na forma de gel s&o mais convenientes
e seguras para transportar e utlizar em situacdes do cotidiano. Esse tipo de
preparacdo também reduz a taxa de evaporacdo do alcool e facilita o processo de
higienizar as maos por ser mais facil de espalhar.

Quanto a composicao do alcool em gel, o Formulario Nacional da Farmacopeia
Brasileira estabelece a formulacdo padrdo, que esta apresentada na Tabela 1, e
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orientacdes para o preparo conforme descrito a seguir: “Misturar o alcool etilico e a
agua. Dispersar o carbémer 980 sob agitacdo. Completar o volume com &agua
purificada e ajustar o pH entre 5,0 e 7,0 com solucéo de trietanolamina 50% (p/v), para

obter a consisténcia adequada.”

Tabela 1 — Férmula do alcool gel do Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira.

Componentes Quantidade
Alcool etilico 96 °GL 75,739
Carbémer 980 0,5g
Solucéo de trietanolamina a 50% (p/v) gs
Agua purificada gsp 100g

Fonte: Anvisa (2012, p. 60).

Quanto a embalagem e ao armazenamento, € recomendado que se utilize um
recipiente adequado, de plastico, fechado e protegido da luz, mantido sob temperatura
inferior a 25 °C.

Esta formulacdo n&o inclui outros excipientes como emolientes, preservantes,
colorantes ou fragrancias, que podem ser encontrados em produtos comerciais a
venda no Brasil.

Um dos excipientes mais comuns sdo os emolientes, que séo adicionados para
manter a maciez e umidade da pele e, consequentemente, para amenizar o efeito de
ressecamento que o etanol presente no alcool gel pode causar quando usado com
frequéncia. Sua adicdo melhora a aceitabilidade e tolerancia por parte dos usuarios,
tornando a frequente higienizacdo das méos ligeiramente mais agradavel. Uma das
substancias mais utilizadas € o glicerol, devido ao seu baixo custo e ao fato de ser um

umectante seguro e miscivel em agua e alcool.

3.1.1 Eficiéncia do alcool

A eficiéncia do alcool em gel depende dos seguintes fatores: o tipo de alcool
utilizado, a concentracao, a quantidade aplicada nas méos e o tempo de exposi¢cao
(TODD et al, 2010). Os alcoois mais comumente utilizados s&o o etanol, isopropanol

e n-propanol, sendo o etanol o alcool padréo no Brasil. Em relagéo aos demais alcoois,
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o etanol tem atividade viricida inferior quando usado na mesma concentracao, mas
tem como vantagem ser mais bem tolerado pela pele (SUCHOMEL; ROTTER, 2011).

Quanto a concentracéo, a Anvisa estabeleceu que o alcool gel deve conter teor
de etanol igual a 70% (m/m), enquanto a OMS definiu que concentracdes entre 60%
e 95% (v/v) sdo consideradas seguras e eficientes para a desinfeccdo em geral,
inclusive para o uso contra 0 SARS-CoV-2. Entretanto, diversos pesquisadores
(SUCHOMEL et al., 2012; EGGERSTEDT, 2013; WILKINSON et al., 2017)
determinaram que concentragdes mais elevadas, na faixa de 80 a 85% (v/v), podem
reduzir o tempo de contato necessario para que o alcool desempenhe seu papel
bactericida. Apesar dessas evidéncias, a OMS mantém a recomendacdo de teor
maéaximo de 95% (v/v).

Os demais fatores, quantidade aplicada e tempo de exposi¢cdo, estdo
intimamente ligados. Ndo ha uma recomendacdao definitiva por parte das agéncias de
salde publica acerca da quantidade exata de alcool gel a ser aplicada, uma vez que
a area da superficie a ser higienizada, diretamente relacionada ao tamanho das méos,
varia de pessoa para pessoa. A Anvisa, em seus manuais, se limita a recomendar que
0 usuario siga as recomendacdes do fabricante do produto. Quanto ao tempo de
exposicao, a recomendacao geral varia entre 10 e 60 segundos, ndo sendo possivel
determinar um nuimero exato devido as variaveis tamanho das méos, dose de alcool
gel e sua formulac@o. Segundo a Anvisa, o procedimento de friccdo antisséptica das
maos utilizando preparacédo alcodlica deve durar entre 20 e 30 segundos (ANVISA,
2009).

3.1.2 Eficiéncia contra o Sars-CoV-2

Segundo Jansen (2020), ndo era possivel fazer afirmacdes definitivas acerca
da eficiéncia de desinfetantes contra 0 SARS-CoV-2 porque se trata de um novo virus
e 0S sanitizantes para as maos nunca haviam sido testados para ele. Todavia,
Siddharta et al. (2017) avaliaram a eficiéncia de duas formulagbes alcodlicas
recomendadas pela OMS, uma de etanol a 80% (v/v) e outra de alcool isopropilico a
75% (v/v), para destruir os virus da Zika, Ebola, os coronavirus da sindrome
respiratoria aguda grave (SARS, do inglés severe acute respiratory syndrome) e da
sindrome respiratdria do Oriente Médio (MERS, do inglés middle east respiratory

syndrome), além de outros virus envelopados, tendo obtido resultado positivo quanto
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a destruicdo dos virus, o que confirmou que preparacdes alcodlicas podem ser
utilizadas como medida eficaz de prevencéo de infec¢cdes durante surtos virais.

Com o objetivo de avaliar se o virus SARS-CoV-2 pode ser transmitido por meio
de contato com superficies contaminadas, foi estudada a sua sobrevivéncia em
diversas superficies. Foi determinado que ele pode sobreviver por periodos
prolongados em varios materiais, como plastico e aco por 2 a 3 dias (VAN
DOREMALEN et al., 2020). Posteriormente, concluiu-se que o principal meio de
contagio é por aerossois no ar e que o risco de se contaminar apds contato com a
superficie de objetos contaminados é baixo. Apesar disso, a disponibilizacdo de alcool
gel em locais publicos é uma forma eficiente de mitigar a disseminacédo da COVID-19
(PITOL; JULIAN, 2021).

3.1.3 Contaminacdo com metanol

A qualidade do etanol comercializado no Brasil € regulamentada de acordo com
0 seu uso: como insumo farmacéutico ou como combustivel. De acordo com as
monografias da Farmacopeia Brasileira, o teor maximo de metanol permitido no etanol
destinado a uso farmacéutico é de 0,02%. Para uso como combustivel, a Resolu¢éo
ANP n° 740, de 15 de agosto de 2018, estabeleceu o teor de 0,5% em volume como
limite maximo de metanol em etanol anidro combustivel e etanol hidratado
combustivel. Esse teor é, portanto, 25 vezes maior que o permitido para uso pela
Farmacopeia, sendo necessario cuidado, por parte dos fabricantes de alcool em gel,
ao adquirir etanol com os parametros adequados de qualidade. Outros parametros de
qualidade apresentam diferencas consideraveis, como o limite de residuos nao
volateis que é duas vezes maior para combustiveis. J& o teor de hidrocarbonetos é de
até 3 ppm para combustiveis e, para insumos farmacéuticos, € medido com base no
teor de benzeno que deve ser de até 2 ppm.

A U.S. Food and Drug Administration (FDA) publicou uma lista de mais de 250
sanitizantes para as maos que ndo devem ser utilizados pois foram reprovados por
apresentar teor de etanol abaixo do minimo recomendado, contaminacédo microbiana
ou por conter metanol ou 1-propanol (FDA, 2021). Embora estudos indiquem que ha
uma seérie de produtos com teor de etanol abaixo do exigido em norma, ndo houve no
Brasil iniciativa similar a da FDA de publicacdo de listas de produtos né&o

recomendados por parte da Anvisa.
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3.1.4 A importancia do uso do alcool no combate a COVID-19

No ambito dos servigos de saude, as méos sao a principal via de transmisséo
de microrganismos durante a assisténcia aos pacientes, uma vez que a pele, por meio
do contato com objetos e superficies contaminados pode se tornar um reservatorio de
diversos microrganismos (ANVISA, 2009). Neste contexto, a higienizacdo das maos é
a medida individual mais simples e barata utilizada no controle de infecgbes
relacionadas a assisténcia a saude.

A Anvisa é o 6rgao responsavel, no ambito federal, pela coordenacao de acdes
para o controle de infec¢cdes em servicos de saude, incentivando medidas voltadas a
prevencao de riscos e a promocdo da seguranca do paciente. Foram publicados,
inclusive, diversos manuais e guias técnicos, como o “Higienizacdo das méos em
servigos de saude”, contendo informagdes sobre o tema néo s6 para profissionais,
como também para familiares dos pacientes e visitantes dos servicos de saude
(ANVISA, 2009).

O termo “higienizacdo das maos” € mais abrangente que “lavagem das maos”
e tem como finalidade a remocdo de sujidades, suor, oleosidade, pelos, células
descamativas e da microbiota da pele, interrompendo a transmissao de infeccdes
veiculadas ao contato, além de prevenir e reduzir infeccbes causadas pelas
transmissdes cruzadas. Dessa forma, o termo € mais amplo pois inclui as seguintes

formas de higienizagéo:

1. Higienizacdo simples das méos, por exemplo utilizando agua e sabéao;

2. Higienizacdo anti-séptica das maos, substituindo o sabdo por um anti-séptico
como um anti-séptico degermante;
Friccdo anti-séptica das maos, utilizando preparacfes alcodlicas;

Anti-sepsia cirargica ou preparo pré-operatorio das maos.

Embora a higienizacdo das méaos seja uma pratica relacionada aos servi¢os de
saude dada a grande preocupacdo relacionada ao controle da disseminacdo de
microrganismos multirresistentes, esses cuidados foram expandidos para a populagao

em geral devido a pandemia de COVID-19.
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3.2 ANVISA

Devido a sua posicdo de 0Orgdo responsavel por promover a saude da
populacdo por meio de controle sanitario da producdo e consumo de produtos e
servicos submetidos a vigilancia sanitaria e por possuir competéncia para estabelecer
normas, propor, acompanhar e executar as politicas, as diretrizes e as ac¢des de
vigilancia sanitéria (BRASIL, 1999), a Anvisa produziu uma série de normas
regulamentares na forma de Resolugées de Diretoria Colegiada (RDC) a fim de
garantir a manutencéo do padrao de qualidade dos produtos e servicos destinados a
saude da populacdo, além de garantir Boas Praticas de producdo e exposicdo a

venda.

3.2.1 Resolucdes publicadas antes de marco de 2020

Em 20 de fevereiro de 2002, a RDC n° 46 foi publicada com o objetivo reduzir
a quantidade de acidentes causados pelo uso de &lcool de forma inadequada, desde
queimaduras até a ingestdo acidental, comum em acidentes domésticos envolvendo
criancas. Para isso, foi prevista a inclusdo de adverténcias no rotulo e o uso de
desnaturantes, substancias de sabor ou odor repugnante que nao apresentam efeito
toxicoldgico capaz de causar danos a salude humana, que sao adicionadas com o
objetivo de impedir o uso do &lcool na producédo de bebidas, alimentos ou produtos
farmacéuticos.

A resolucéo regulamenta a industrializacéo, exposicdo a venda ou entrega ao
consumo do alcool etilico, de acordo com as concentracdes, condi¢cdes e finalidades,
estabelecendo:

1.  Alcool etilico acima de 54% (v/v): comercializado somente na forma de
gel desnaturado e no volume maximo de 500g.

2. Alcool etilico abaixo de 54% (v/v): deve ser adicionado desnaturante
para impedir uso indevido.

3. Alcool etilico hidratado ou anidro para fins industriais ou testes
laboratoriais e pesquisa em volume menor ou igual a 200 L: deve conter tampa com
lacre de inviolabilidade e conter a seguinte adverténcia no rétulo: "PERIGO:
PRODUTO EXCLUSIVAMENTE DE USO INSTITUCIONAL - PROIBIDA A VENDA
DIRETA AO PUBLICO".
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Quando a finalidade de uso do alcool ndo se enquadrar nas condi¢des técnicas
de uso de desnaturante ou na forma de gel, farmacias e demais locais de dispensacéao
poderdo comercializar alcool puro ou diluido até o volume maximo de 50mL. Os casos
com finalidade exclusivamente industrial com volumes acima de 200 L ficaram
dispensados das exigéncias dessa resolucéo.

Essa resolucdo estabelece, ainda, a viscosidade minima para os alcoois em
gel, sendo de 4000 cP para concentracoes abaixo de 68% (m/m) e de 8000 cP acima
desse teor, determinada usando viscosimetro Brookfield RVT com Spindle nimero 4
a 20 rpm e 25 °C.

Em 25 de outubro de 2010, foi publicada a RDC n° 42, que estabeleceu a
obrigatoriedade da disponibilizacdo de preparacao alcodlica para friccao antisséptica
das maos pelos servicos de saude do pais. O objetivo dessa resolucdo era de
promover higienizacdo das maos nesses locais de acordo com as diretrizes da OMS
e, com isso, prevenir e controlar infeccdes relacionadas a assisténcia a saude, visando
a seguranca dos pacientes e profissionais de saude.

Essa Resolugdo definiu uma série de termos relevantes, dentre 0s quais se

destacam:

Il - Friccdo antisséptica das ma&os com preparacdo alcodlica:
aplicacdo de preparacgéo alcoodlica nas maos para reduzir a carga de
microrganismos sem a necessidade de enxague em agua ou secagem
com papel toalha ou outros equipamentos.

IV - Higienizagdo das maos: termo genérico aplicavel a higienizacéo
simples das maos, higienizacdo antisséptica das maos, friccdo
antisséptica das méaos com preparacdo alcodlica e antissepsia
cirdrgica das méos ou preparo pré-operatério de maos.

IX - Preparacao alcodlica para higienizagdo das maos sob a forma
liguida: preparacao contendo &lcool, na concentracao final entre 60%
a 80% destinadas a aplicagdo nas maos para reduzir o numero de
microrganismos. Recomenda-se que contenha emolientes em sua
formulacéo para evitar o ressecamento da pele.

X - Preparacao alcodlica para higienizacdo das méos sob as formas
gel, espuma e outras: preparages contendo &lcool, na concentracédo
final minima de 70% com atividade antibacteriana comprovada por
testes de laboratorio in vitro (teste de suspensdo) ou in vivo,
destinadas a reduzir o nimero de microrganismos. Recomenda-se
que contenha emolientes em sua formulacdo para evitar o
ressecamento da pele. (ANVISA, 2021).
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Foram estabelecidos, ainda, os locais em que € obrigatdria a disponibilizacéo
de preparacao alcodlica antisséptica para higienizacdo das maos e permite que, além
destes, profissionais de sautde portem frascos individuais de bolso. E explicitado,
entretanto, que o uso de preparacgdes alcodlicas ndo substitui a higienizacao simples
das maos nos casos em que ha presenca visivel de sujidade nas maos.

Os produtos devem ser adquiridos comercialmente atendendo as exigéncias
da Anvisa ou manipulados em farmécias hospitalares e magistrais seguindo as Boas
Praticas de manipulacdo. Além disso, foi definido que é proibido, para fins de
higienizacdo das maos, o uso de alcool regularizado na Anvisa como produto
saneante. Essa proibicdo se deu devido a diferenca entre os insumos utilizados, que
no caso de alcool gel antisséptico para as méos, devem ser de grau farmacéutico.
Quanto a composicao, foi definido que esta deve seguir os compéndios oficiais,

incluindo as formulacdes da OMS.

3.2.2 Resolucgdes publicadas apés de marco de 2020

A Anvisa publicou trés Resolu¢des de Diretoria Colegiada no ano de 2020 para
tratar de procedimentos extraordinarios e temporarios devido a emergéncia de saude
publica internacional causado pelo SARS-CoV-2 e que estavam relacionadas com a
producédo e uso de alcool gel.

A primeira foi a RDC n°® 347, de 17 de marco de 2020, que definiu os critérios e
0os procedimentos para a exposicdo a venda de preparacfes antissépticas ou
sanitizantes oficinais, permitindo que farmacias magistrais comercializem alcool etilico
70% (m/m), &lcool gel, alcool etilico glicerinado 80% (v/v), alcool isopropilico
glicerinado 75% (v/v), agua oxigenada 10 volumes e digliconato de clorexidina 0,5%
(m/v).

Em seguida foi publicada a RDC n° 350, de 19 de marc¢o de 2020, que definiu
0s critérios e os procedimentos para a fabricacdo e comercializacao de preparacdes
antissépticas ou sanitizantes oficinais sem prévia autorizacdo da Anvisa. Assim, foi
permitido que empresas de medicamentos, saneantes e cosméticos regularizadas
produzissem é&lcool 70% (m/m) nas suas diversas formas de apresentacdo, quer seja
gel ou liquido, bastando ter a Autorizacdo de Funcionamento (AFE), alvara ou licenca
sanitaria e demais outorgas publicas para funcionamento, inclusive para fabricacao e

armazenamento de substancia inflamavel. Embora tenha sido dispensada a
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necessidade de registro do produto, a Anvisa definiu que as empresas deveriam
seguir os critérios técnicos de qualidade estabelecidos nas demais Resolucdes do
orgao.

Ambas as resolug¢des publicadas em marco de 2020 tiveram validade de 180
dias, validade igual a dos produtos que viessem a ser produzidos, e ficou estabelecido
que a fabricacdo dos antissépticos e sanitizantes deveria seguir as diretrizes do
Formulario Nacional de Farmacopeia Brasileira. Devido a escassez de matéria-prima,
a Anvisa permitiu que, na auséncia de veiculos, excipientes ou substancias
adjuvantes, fosse feita a substituicdo por insumos que tenham a mesma funcéo
farmacotécnica e que garantam a mesma eficacia e estabilidade ao produto. Por fim,
foram suspensas as restricbes a venda de alcool etilico com teor acima 54% (v/v) na
forma liquida.

Ao se aproximar do prazo de validade das Resolucfes anteriores e devido a
continuacéo da emergéncia em saude publica provocada pelo SARS-CoV-2, a Anvisa
publicou a RDC n° 422, de 16 de setembro de 2020. Essa resolugao trouxe alteracdes
a RDC n° 350 que facilitaram o seu entendimento e aplicacdo, preenchendo lacunas
relevantes.

Essa nova resolucdo esclareceu as concentracfes dos produtos que nao
estavam explicitas se eram em base volumétrica ou massica e estabeleceu que
empresas fabricantes de cosméticos e saneantes podem produzir somente alcool gel.
Sendo assim, as demais preparacfes antissépticas oficinais listadas s6 podem ser
produzidas, isentas de registro, por empresas de medicamentos.

Houve, ainda, uma alteracéo de grande valia para a atividade regulatéria e para
o controle de qualidade das empresas fabricantes de alcool em gel, que foi a
determinacao de que a concentracdo de alcool no produto cosmético ndo podera ter
valor que represente variacdo superior a 10% em relacdo ao teor declarado na
rotulagem do produto em °INPM, ou % (m/m). Entretanto, quando os produtos forem
destinados aos servigcos de saude, devem respeitar o teor de alcool minimo de 68,25%
(m/m), exceto quando na forma liquida.

Por fim, as preparacdes produzidas com base nessa resolugdo continuam
tendo prazo de validade de 180 dias, porém permitiu-se que empresas que fizerem o
registro durante o prazo de vigéncia da resolucdo possam aplicar o0 novo prazo de
validade aprovado as unidades em estoque por meio de retrabalho. Quanto a vigéncia

da Resolugéo, que encerraria em setembro de 2020, essa foi modificada para cessar
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automaticamente uma vez reconhecido que ndo se configura mais a situacao de

emergéncia em saude publica pelo Ministério da Saude.

3.3 METODOS PARA A DETERMINACAO DE ETANOL

A determinacdo do teor de etanol pode ser feita utilizando uma série de
métodos, contudo, alguns desses métodos requerem equipamentos caros e um
preparo de amostra demorado, o que pode ser uma dificuldade na rotina dos
laboratorios forenses, além de poderem ser afetados pelos demais componentes
presentes nas amostras de alcool gel.

Salik e Povh (1993) apresentaram um método espectrofotométrico para
determinacdo de teores alcoodlicos em misturas hidroalc6olicas de 0 a 20% (v/v) de
etanol com base na variacdo de cor que ocorre na sua oxidacao a acido acético pela
reacdo com dicromato de potassio em meio acido. Esse método foi proposto para
substituir a determinacédo volumétrica do excesso de dicromato por meio de titulacéo
utilizando sulfato ferroso amoniacal ou iodometria.

Pereira et al. (2018) efetuaram a analise de amostras de alcool etilico
comerciais utilizando espectroscopia Raman. Para isso, construiram uma curva de
calibracdo a partir de amostras de etanol e agua destilada, nos teores de 40%, 50%,
60%, 70% e 80% (v/v), utilizando espectrdbmetro Raman com fibra ética, laser com
comprimento de onda de 830 nm, poténcia de 250 mW, tempo de exposicdode 1 s e
10 acumulacdes. As amostras foram acondicionadas em cubeta de quartzo durante a
andlise para evitar evaporacéo e o pico mais intenso obtido, em 884 cm-?, foi utilizado.
Neste trabalho, de um total de 9 amostras analisadas, 3 eram de éalcool liquido, 2 de
alcool gel, 2 de acendedores em gel e 2 de acendedores solidos. Para as amostras
de alcool liquido, obteve-se erro inferior a 0,5% quando comparado ao teor descrito
no rotulo. As amostras de alcool gel apresentaram teores de 69,1% e 72,9% (V/v),
sendo o valor declarado no rétulo da primeira de 65° INPM, equivalente a 72,4% (v/v),
e a segunda ndo apresentava o teor no rétulo. As amostras de acendedores em gel
foram as que apresentaram maior diferenca entre os valores declarados, 80,0% e
85,5% (v/v), e os valores estimados, 71,5% e 79,8% (v/v), respectivamente. Nas
amostras de acendedores solidos, ndo foi possivel estimar a concentragéo devido a
sua formulacédo, contendo componentes solidos de estabilizacdo que comprometeram

a estimativa. Embora tenham observado que ingredientes das amostras podem
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causar interferéncias, os autores nao validaram o método com a utilizacdo de
amostras de alcool gel de teor conhecido, se limitando a comparacdo com o valor
descrito no rétulo. Além disso, a quantidade de amostras analisadas foi muito
pequena, sendo avaliadas apenas 2 de élcool gel.

O primeiro trabalho publicado envolvendo a espectroscopia na regido do
infravermelho para determinacao do teor de alcool em alcool gel foi desenvolvido pelo
Nosso grupo e publicado em 2020 (FONSECA et al., 2020). Logo em seguida, Pasquini
et al. (2020) propuseram o uso de espectroscopia na regido do infravermelho préoximo
(NIR, do inglés near infrared spectroscopy) baseada em um instrumento portéatil de
baixo custo para o monitoramento da qualidade de &lcool gel. Foram estabelecidas
duas abordagens de avaliagédo, a primeira delas qualitativa, com a finalidade de se
identificar falhas grosseiras do produto por meio da projecédo do resultado da anélise
por componentes principais (PCA, do inglés Principal Component Analysis) da
amostra questionada no espaco delimitado pelos componentes principais das
amostras preparadas em laborat6rio com concentracdo e composi¢ao conhecidas. Ja
a segunda abordagem, quantitativa, € baseada na determinacdo do teor de etanol
usando regressdo pelo método dos minimos quadrados parciais (PLS, do inglés
Partial Least Squares).

Neste trabalho, foram preparadas amostras com trés tipos de formulacfes
diferentes, todas contendo agua e etanol, sendo que (i) a primeira continha somente
esses dois componentes, (ii) a segunda continha glicerol e peréxido de hidrogénio e
(i) a terceira continha carbdmero (também conhecido como carbopol) e
trietanolamina. Além das amostras preparadas em laboratoério, foram adquiridas 41
amostras comerciais para serem analisadas com 0s modelos construidos. Nas
avaliacdes qualitativas, 0s autores encontraram que as duas primeiras componentes
principais (PCs, do inglés Principal Components) explicaram 99% da variancia e que
a informacéo dessas PCs é dominada pela raz&o entre o teor de &lcool e agua. Os
autores estabeleceram elipses para delimitar faixas de teor de etanol dentro do espaco
gerado pelas PCs baseados nos teores das amostras preparadas em laboratorio. Ao
projetar as amostras comerciais nesse espaco, 7 dessas estavam fora da area
delimitada e foram assinaladas como amostras nao-conformes.

Quanto a abordagem quantitativa, foram construidos trés modelos PLS, cada
um utilizando somente um tipo de amostra e um modelo misto utilizando amostras de

solugbdes aquosas de alcool e amostras de &lcool gel produzidas segundo a
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formulacdo preconizada pela Farmacopeia Brasileira (formulacao tipo iii). O modelo
gue tinha somente amostras aquosas de agua e etanol obteve o menor valor de raiz
do erro quadréatico médio de predi¢cdo (RMSEP, do inglés Root Mean Square Error of
Predicition), 0,68% (m/m), ja os modelos com amostras de formula¢fes distintas de
alcool gel apresentaram valores de RMSEP mais elevados, 0,94 e 1,0% (m/m) para
as formulacdes (ii) e (iii), respectivamente. Todos esses modelos foram construidos
utilizando duas variaveis latentes (VLs), ja o modelo misto foi construido com trés VLs
e teve RMSEP de 0,96%, similar ao encontrado nos dois modelos construidos apenas
com amostras de alcool gel, porém utilizando uma VL a mais. Esses resultados
levaram os autores a concluir que a presenca de carbdmero, na concentracao de 0,5%
(m/m), preconizada pela Farmacopeia Brasileira, ndo implica efeito significativo na
determinacdo do teor de etanol. O modelo misto foi utilizado para determinar a
concentracdo de etanol das 41 amostras comerciais e foram encontrados valores
entre 56 e 77% (m/m). As sete amostras identificadas pela abordagem qualitativa
como nado-conformes apresentaram teores entre 56 e 62% (m/m), abaixo do
preconizado pela Anvisa, e confirmaram o resultado obtido pela projecdo. Por fim, o
artigo se destaca por avaliar a possibilidade de teores de glicerol, peréxido de
hidrogénio e carbédmero afetarem a determinacédo da concentracao de etanol. Foram
analisadas 18 amostras produzidas em laboratério variando os teores dessas trés
substancias e os autores concluiram que o glicerol foi o reagente que mais causou
interferéncia e que, no geral, a interferéncia causada pela adicdo de quantidades
variaveis de aditivos nas formulacfes de alcool em gel analisadas € toleravel, com
erro absoluto médio de 1,3% (m/m). Os autores ainda ressaltam que amostras
comerciais costumam apresentar uma série de aditivos além dos que foram testados,
mas que ndo devem afetar a determinacao de etanol significativamente devido a baixa
concentracdo utilizada desses. O trabalho teve um grande enfoque na utilizacdo de
métodos quimiométricos, mas nao avaliou a possibilidade de se efetuar a
determinacao do teor por meio de modelos univariados mais simples, mesmo tendo
identificado bandas relacionadas as moléculas de agua e etanol.

Berardi et. al (2020) analisou o teor de etanol de sete amostras de géis
antissépticos para as maos usando cromatografia gasosa com detector por ionizacao
de chama (GC-FID, do inglés gas chromatography with flame-ionization detector) e a
técnica de microextracdo em fase soélida com headspace (HS-SPME, do inglés

headspace solid-phase microextraction). A curva de calibragdo externa foi construida
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utilizando amostras de alcool gel padrao, preparadas utilizando mistura hidroalcoolica,
carbopol 974 a 1% m/m e trietanolamina em quantidade suficiente para ajustar o pH
até 7. Foram analisadas as amostras de &lcool gel comerciais, das quais 3
apresentaram teor inferior a 60% (m/m), teor minimo recomendado pela OMS. Os
autores realizaram, também, teste de atividade antimicrobiana de acordo com os
padrées europeus, utilizando duas cepas de bactérias diferentes: Staphylococcus
aureus ATCC 29213 para gram positivo e Escherichia coli para gram negativo. Os géis
foram diluidos e deixados em contato com solugbes contendo as bactérias em
suspensao pelo periodo de 8 minutos. Os géis classificados como biocidas, que
tinham teor de etanol acima de 70% (m/m), apresentaram forte atividade
antibacteriana, como esperado, enquanto 0s géis cosmeéticos, de menor teor,
apresentaram desempenho inferior.

Lacerda, Oliveira e Marcante (2020) também apresentaram um método de
determinacao do teor de etanol em alcool gel utilizando GC-FID. A curva de calibracéo
foi construida com quatro solucdes de etanol com teor entre 2,0% e 20,0% (m/m) em
n-butanol, de modo que € necessario uma etapa de diluicdo para preparar as amostras
de alcool gel para analise. A curva obtida teve coeficiente de regressao igual a 0,9999
e um desvio padrao relativo de 5,64%. O método foi utilizado para analisar 7 amostras
de alcool gel com teor declarado de 70% (m/m) obtidas de um produtor local. Aliquotas
de 1g foram coletadas e diluidas na proporcéo de 1:10 utilizando n-butanol. Os autores
notaram que o uso de baldes volumétricos nessa etapa dificultava a dissolucéo pois o
gel se aderia as paredes da vidraria e, por isso, eles foram substituidos por frascos de
tampa de abertura larga com rosca e foi necessario medir a massa de solvente
adicionada para atingir a proporcao correta. Devido a dificuldade em solubilizar o gel,
as amostras foram preparadas de duas formas: metade foi agitada manualmente por
2 minutos e a outra metade foi submetida a banho ultrassénico por 2 minutos a 25
kHz. Todas as amostras analisadas apresentaram teor de etanol abaixo do declarado
no roétulo, tendo-se obtido valores entre 53,9% (m/m) e 65,3% (m/m). Os autores
sugeriram que essa diferenca entre os teores declarados e os obtidos pode ser
atribuida ao processo de producéo, que requer longos periodos de homogeneizagéo
para incorporar o etanol a matriz de gel, o que poderia causar perdas por volatilizagao.
Quanto ao uso do banho ultrassénico, os resultados apresentaram coeficiente de
variacdo significativamente inferiores quando comparados aos das amostras que

foram somente agitadas, fato que os autores atribuiram a natureza viscosa da matriz



29

da amostra que adere a superficie das vidrarias, dificultando a solubilizacdo completa
do analito. Também foi feito teste de repetitividade com 3 inje¢cdes da mesma amostra,
obtendo coeficiente de variacao de 1,1%, tendo os autores classificado o sistema de
cromatografia como dotado de repetitividade adequada. Embora tenham afirmado que
a volatilizacdo era um parametro chave para explicar os produtos com teor de etanol
abaixo do preconizado pela Anvisa e considerando que o método requer preparo de
amostra com etapas de diluicdo e banho ultrassonico, esse trabalho ndo avaliou
possiveis erros introduzidos por volatilizagdo durante as etapas de preparo. Os
autores poderiam ter realizado ensaios de recuperacdo para validar o modelo e
verificar se essas etapas interferem na determinacéo do teor de etanol.

Silva et al. (2021) utilizaram um espectrdmetro NIR portatil no intervalo de
comprimento de onda de 900 a 1700 nm, associado a técnicas quimiométricas de
classificagdo multivariada por analise discriminante por minimos quadrados parciais
(PLS-DA, do inglés Partial Least Squares - Discriminant Analysis) e analise
discriminante linear com sele¢éo de variaveis pelo algoritmo das proje¢cdes sucessivas
(SPA-LDA, do inglés Successive Projections Algorithm — Linear Discriminant Analysis)
para construir modelos capazes de identificar amostras de alcool gel como sendo
conformes ou ndo-conformes com o teor de etanol entre 65 e 75% (m/m). O estudo
utilizou 30 amostras preparadas em laboratorio com concentracéo de etanol entre 55
e 75% (m/m), sendo 14 consideradas conformes (entre 65 e 75% m/m) e 16 n&o-
conformes (entre 55 e 63% m/m). Todas elas foram preparadas seguindo a
metodologia recomendada pela Farmacopeia Brasileira tendo utilizado carbémero
como agente gelificante, porém com a adi¢do de glicerina. Os espectros foram pré-
processados usando segunda derivada com filtro de Savitzky-Golay utilizando
polinbmio de segunda ordem e janela de 11 pontos. Foi feita uma andlise exploratéria
dos dados usando PCA, na qual se observou que as amostras conformes tendiam a
se agrupar devido a contribuicdo das variaveis nas faixas de 1100 a 1200 nm e 1400
a 1500 nm, que podem ser relacionadas ao alcool. A partir disso foram construidos 0s
modelos de classificacdo PLS-DA e SPA-LDA, que apresentaram 77 e 100% de
exatiddo na validagao cruzada, respectivamente. Os modelos foram utilizados para
avaliar 7 amostras comerciais, das quais apenas 4 foram classificadas como
conformes. Os autores propdem os métodos como uma forma rapida e de baixo custo

para fazer a triagem de amostras de alcool gel, porém sédo vulneraveis a interferentes
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com bandas em comprimentos de onda similares ao do etanol, o que pode levar a
erros, especialmente pelo fato de serem discriminantes.

Estevao et al. (2021) avaliaram o uso de alcodmetros para determinacéo do
teor de etanol em sanitizantes para as maos a base de alcool, comparando os seus
resultados com os obtidos por ressonancia magnética nuclear de alta resolugdo em
rotacdo no angulo magico como referéncia. Foi feito um experimento fatorial completo
em que foram avaliados os efeitos de 3 componentes na formulagéo do gel: agente
gelificante, emoliente e teor de etanol. Ao efetuar as analises com o alcobmetro, as
amostras que utilizaram carbopol como espessante, que é o recomendado pela
Farmacopeia Brasileira, ndo puderam ser analisadas diretamente devido aos
parametros reolégicos dessas amostras. Isso se deve ao fato de o gel apresentar uma
rede estruturada com propriedades aproximadas a de um sélido quando submetido a
tensdes de cisalhamento de baixa amplitude, sendo necessario uma etapa prévia de
acidificacdo para desfazer a estrutura do gel. JA as amostras que utilizaram o0s
derivados celulésicos hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e hidroxietilcelulose (HEC),
que apresentam menor viscosidade e parametros reoldgicos diferentes, puderam ser
analisadas diretamente. Os autores afirmaram que a diluicdo causada no processo de
acidificacdo pode afetar negativamente a quantificacio mesmo ap0Os correcédo do
volume, porém o uso de pequeno volume de acido mais concentrado apresentou
resultado igual ao da RMN baseado no teste F com intervalo de confianca de 95%.
Dito isso, concluiram que o uso de alcodmetro é uma forma de controle de qualidade
acessivel e apropriado para analise preliminar de alcool gel. Do ponto de vista forense,
a necessidade de saber qual o tipo de agente gelificante foi utilizado para efetuar o
preparo de amostras correto € uma grande desvantagem, uma vez podem ocorrer
apreensdes em fabricas em que nao ha rotulagem ou que esta ndo condiz com 0s
reagentes utilizados.

Thangavel et al. (2021) desenvolveram um método colorimétrico para monitorar
a qualidade de sanitizantes para as maos a base de alcool a partir da analise visual
da separacdo de fases e desenvolvimento de cores com 0 uso de uma mistura de
etanoato de butila e violeta genciana. Como o alcool gel é constituido majoritariamente
por alcool e 4gua, o método se baseia na miscibilidade da mistura binaria alcool-agua
em etanoato de butila que depende do tipo de alcool utilizado no produto. A violeta
genciana é utilizada para gerar um contraste de cores que permite diferenciar as fases,

mesmo Nos casos em que o produto a ser analisado possui corantes. Os testes foram
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conduzidos em tubos de ensaio graduados com capacidade para 15 mL, em que séo
adicionados 5 mL da amostra, 1 mL de uma solucédo 10% (v/v) de acido cloridrico e
0,5 mL de uma solucdo 0,01% (v/v) de violeta genciana. Apés homogeneizacéao,
adicionou-se 5 mL de butanoato de etila e aguardou-se 10 minutos para separacao
das fases e desenvolvimento das cores. O resultado obtido foi comparado com
padrées de cor e com uma tabela de volumes para determinar o tipo de alcool e
estimar a concentracdo, desde que esta esteja entre 40 e 80% (v/v) ou até 90% (v/v)
no caso do propanol. Acima dessa faixa ndo se observa separacao entre as fases e é
necessario diluir a amostra. Observou-se que, nas amostras contendo agua e
metanol, o volume da camada superior se manteve constante em 5,25 mL + 0,25 mL
até o teor de 80% (v/v) de metanol, sendo o critério mais importante para distinguir
essas amostras.

A grande limitacdo desse método € o fato de que ele ndo é capaz de detectar
a presenca de metanol na condicdo de adulterante, ou seja, em pequenas
concentracdes, em alcool gel a base de etanol, que seria algo de grande valia do ponto
de vista prético. A presenca de metanol na qualidade de componente majoritario é
uma adulteracdo grosseira e incomum, cuja deteccdo pode ser feita facilmente
utilizando-se espectroscopia no infravermelho médio, por exemplo. Além disso, a
diferenca entre as cores € muito sutil, podendo levar o analista a cometer erros, e
amostras de etanol com teor de 40% (v/v) apresentam comportamento muito similar
as amostras de metanol com teores entre 40 e 80% (v/v), de modo que o método é
limitado por apresenta falhas na determinacdo da natureza e teor de alcool de forma

inequivoca em determinadas faixas.

3.4 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

A regido do espectro infravermelho, situada no espectro eletromagnético entre
as regidbes da radiagdo visivel e das micro-ondas, engloba radiagdo com
comprimentos de onda entre 0,78 ym e 1000 uym, cujo equivalente em numero de
onda é de 12800 a 10 cm™ (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2018). Devido a diferentes
aplicacbes e instrumentacdes, essa regido costuma ser dividida em trés partes:
infravermelho proximo (NIR, do inglés near infrared), médio (MIR, do inglés mid-
infrared) e distante (FIR, do inglés far infrared). A primeira regido do espectro, NIR, se
situa entre 0,78 e 2,5 um (780 e 2500 nm), seguida pelo MIR entre 2,5 e 50 ym (4000
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e 200 cm™). Por ultimo, a regido do infravermelho distante se situa entre 50 e 1000
um (200 e 10 cm™?) e estéa fora do escopo deste trabalho.

A radiacao da regido do infravermelho apresenta baixa energia em comparacéo
a regido do ultravioleta e visivel e, portanto, quando incide em uma amostra, ndo
fornece energia suficiente para causar transicoes eletrbnicas nas moléculas, mas
apenas transicdes vibracionais e rotacionais. Assim, a absorcdo na regido do
infravermelho ocorre em espécies moleculares que tém pequenas diferencas
energeéticas entre estados vibracionais e rotacionais.

As transicfes de estados vibracionais sdo chamadas de fundamentais quando
ocorrem entre niveis vibracionais adjacentes e de sobretons quando ocorrem para
niveis mais energéticos. Transi¢des para niveis vibracionais mais elevados sdo menos
provaveis que as fundamentais e, portanto, as bandas relativas aos sobretons sdo de
menor intensidade (LARKIN, 2011). Além dessas bandas, também sdo observadas
bandas de combinacdo quando duas ou mais vibragdes fundamentais acontecem
simultaneamente.

Os espectros na regido do MIR apresentam bandas referentes, principalmente,
a transicOes fundamentais e sobretons de vibracées que envolvem atomos pesados.
Na regido do NIR, por outro lado, estao presentes bandas relacionadas a sobretons e
combinac¢des de vibracdes que envolvem atomos leves, principalmente o hidrogénio.

A espectroscopia no infravermelho tem como caracteristicas a rapidez das
analises, o fato de ser ndo-destrutiva, de demandar pouco ou nenhum preparo de
amostra e de ser aplicavel na analise de uma vasta gama de moléculas. Essas sao
caracteristicas de grande importancia na rotina dos laboratérios forenses, sendo
comum a presenca de espectrofotbmetros de infravermelho médio nesses

laboratorios.

3.4.1 Regiao do Infravermelho Médio

A espectroscopia na regido do MIR é uma ferramenta capaz de auxiliar na
determinacdo da estrutura de moléculas organicas. A identificacdo de substancias é
feita a partir da analise de diferentes regifes do espectro, iniciando pela regido de
frequéncia dos grupos (entre 3600 e 1250 cm™), usada para identificar os grupos
funcionais mais comuns e a regido de impresséo digital (de 1200 a 600 cm?), usada

para identificar compostos com base no perfil das bandas de absorcdo, que é



33

decorrente de pequenas diferencas na estrutura e composicdo e € unico de cada
molécula (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2018).

Historicamente, o uso de espectroscopia ha regido do MIR para fins de analise
quantitativa tinha como obstaculos o fato de apresentar espectros mais complexos,
bandas de absorcéo estreitas e as limitacées dos instrumentos do tipo dispersivo em
relacdo aos instrumentos na regido do UV-visivel. Além disso, quando utilizadas
técnicas classicas de calibracdo univariada, as sobreposi¢cdes espectrais também
poderiam ser fatores limitantes em muitos casos. O desenvolvimento da
instrumentacdo, com o0 aparecimento de instrumentos de espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR, do inglés Fourier transform
infrared spectroscopy), trouxe consigo maior precisdo e exatiddo, além de analises
mais rapidas (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2018).

3.4.1.1 Refletancia Total Atenuada

A refletancia total atenuada (ATR, do inglés attenuated total reflectance) é uma
técnica de aquisicdo de espectros em que a radiacao infravermelha é direcionada a
um cristal e interage com a amostra, 0s quais devem estar em perfeito contato. Esse
cristal deve ter como caracteristicas ser oticamente transparente a frequéncia da
energia utilizada e possuir indice de refracao elevado, superior ao dos meios a seu
redor. A radiagdo infravermelha € totalmente refletida ao passar pelo cristal oticamente
denso e atingir a interface com a amostra, meio menos denso, a um determinado
angulo de incidéncia denominado angulo critico. Apesar da refletancia total, ha a
formacdo de uma onda evanescente que penetra na amostra até determinada
profundidade, geralmente da ordem de poucos micrdmetros e Unica para cada
comprimento de onda, causando atenuacdo do feixe refletido e possibilitando a
aquisicao de espectros de absor¢cdo (RAMER; LENDL, 2013). Trata-se de uma técnica
gue requer pouco ou nenhum preparo de amostras, de modo que acessorios de ATR
sdo comumente utilizados em espectroscopia na regido do MIR.

Os espectros obtidos usando ATR sé&o similares aos espectros de transmissao,
porém ndo sdo idénticos. Isso ocorre devido a distorcdes que ocorrem proximo a
bandas fortes de absorcdo em que o indice de refracdo da amostra pode mudar
rapidamente, assim como a disposi¢cdo da amostra no cristal, que pode influenciar o

formato das bandas e suas intensidades relativas. Em espectros obtidos usando ATR,
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a absorbancia ndo depende da espessura da amostra, ja que a radiacdo penetra
somente alguns micrémetros nessa, poréem depende do angulo de incidéncia. Apesar
disso, a intensidade das bandas é geralmente proporcional a concentracdo, o que
permite 0 seu uso para analises quantitativas (SKOOG; HOLLER; CROUCH, 2018).

3.4.2 Regiao do Infravermelho Préximo

A espectroscopia na regidao do NIR se baseia nas transicbes de estados
vibracionais associados aos sobretons e bandas de combinacdes. As ligacdes
guimicas envolvidas costumam ser C-H, N-H, O-H e S-H (PASQUINI, 2003).

As bandas espectrais na regido do NIR sado normalmente largas e costumam
se sobrepor, sendo raro encontrar bandas que permitam uma correlagéo direta com a
concentracdo do analito, requerendo o uso de técnicas de Quimiometria. Dentre 0s
métodos comumente utilizados para andlise quantitativa, € possivel citar a regressao
linear multipla, regressdo por minimos quadrados parciais, regressao por
componentes principais e redes neurais artificiais.

A maioria das aplicacbes de analise quantitativa na regido do NIR eram
baseadas na utilizacdo de equipamentos de bancada, porém tem havido grande
progresso na miniaturizacdo de espectrémetros NIR que permitiu 0 seu uso para
diversas aplicacGes. Os beneficios da utilizacdo de espectrdmetros NIR portateis
estdo na possibilidade de efetuar anélises em qualquer local, na versatilidade de uso
de diferentes interfaces e no seu baixo custo. Como desvantagens, é possivel citar a
menor performance oOtica e janela espectral limitada. Um equipamento portatil
bastante compacto e robusto que tem sido utilizado com sucesso em muitas
aplicacdes, como na deteccao de sangue em diferentes substratos (PEREIRA et al.,
2017), no monitoramento da producdo de biodiesel (SALES et al., 2019) e na
avaliacdo da qualidade de combustiveis (SILVA et al., 2019), € o VIAVI MicroNIR
1700. Esse equipamento possui um detector que cobre o intervalo de comprimento de
onda entre 908 e 1676 nm, utilizando um sistema seletor da radiagcdo baseado em

filtro linear variavel (LVF, do inglés linear variable filter) (YAN et al., 2019).
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3.5 QUIMIOMETRIA

Existem diversas definicbes de quimiometria, uma delas é a da Sociedade de
Quimiometria: “A quimiometria € a aplicagdo de ferramentas matematicas e
estatisticas a quimica”. Pode-se dizer que a quimiometria é a associacao da quimica,
matematica, estatistica e logica formal para planejar ou otimizar procedimentos
experimentais, extrair informacdes quimicas relevantes dos dados e obter
conhecimentos sobre sistemas quimicos (MASSART et al., 1997). A quimiometria tem
aplicacdo nas mais diversas areas do conhecimento, sendo utilizada em estudos de
QSAR (do inglés, quantitative structure-activity relationship) em quimica medicinal, na
area de ciéncias 6micas e nas engenharias quimica e de alimentos.

Uma das areas da quimiometria € a calibracdo multivariada, considerada um
dos seus pilares, que consiste no desenvolvimento de modelos utilizando dados
multivariados para relacionar dois grupos de variaveis: geralmente um deles contendo
uma série de medi¢des, como espectros de determinado material, € 0 outro grupo
contendo um ou mais parametros, como a concentracdo de um analito de interesse
(BRERETON, 2018). Os métodos de calibracao univariados, embora faceis de aplicar,
apresentam limitagdes por considerarem que os valores medidos sao provenientes
exclusivamente do analito estudado. Nesse contexto, a analise pode ficar prejudicada
em sistemas com interferentes cujos efeitos ndo podem ser facilmente subtraidos,
sendo necesséaria a aplicagcdo de técnicas que utilizam mais de uma resposta
instrumental que esteja relacionada a propriedade de interesse, os métodos
multivariados. Apesar das diferencas, o objetivo final da calibracdo multivariada é o
mesmo da univariada: aplicar uma equacdo matematica para descrever novas
amostras (FERREIRA, 2015).

Quase sempre, previamente a andlise dos dados, € necessario avalia-los e
eliminar ou reduzir variagcdes indesejaveis e que podem influenciar os resultados

obtidos, o que é feito empregando-se técnicas de pré-processamento.
3.5.1 Pré-processamentos
E fundamental que a utilizacio das técnicas de pré-processamento seja dotada

de cuidado para evitar que as alteracdes promovidas causem distorcbes nos

resultados, podendo eliminar informacgdes relevantes ou introduzir relagées que néo
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existiam previamente (OLIVIERI, 2018). Fenémenos fisicos, como diferencas no
tamanho e forma de particulas sélidas, assim como de emulsfes e dispersdes,
mudancas no caminho 6tico, na sensibilidade do detector e variacdes de temperatura
e pressao podem causar efeitos de espalhamento da radiagcdo. Esses efeitos sdo
dependentes do comprimento de onda e sdo fontes de variabilidade que ndo tem
relevancia para o modelo a ser construido, devendo, portanto, ser corrigidos
(FERREIRA, 2015).

Os pré-processamentos comumente usados para espectros de infravermelho
sdo a aplicacao de derivadas, da correcdo do espalhamento multiplicativo (MSC, do
inglés multiplicative scatter correction) e da variacdo normal padrdao (SNV, do inglés
standard normal variate). Esses trés tipos de pré-processamentos sdo voltados a
correcdo de desvios de linha de base, que é uma caracteristica indesejavel
frequentemente encontrada em espectros na regiao do infravermelho devido a efeitos
de espalhamento da radiacdo. Além desses, costuma-se empregar técnicas de
suavizacao com a finalidade de diminuir os ruidos espectrais e, portanto, melhorar a

razao sinal/ruido.

3.5.1.1 Derivadas

As derivadas séo utilizadas tanto na correcao de efeitos aditivos, quando ha um
deslocamento constante da linha de base, quanto de efeitos multiplicativos, quando
ha uma inclinacéo de linha de base a medida que cresce o comprimento de onda. No
primeiro caso, a correcao é feita utilizando-se a primeira derivada, uma vez que a
primeira derivada de uma constante € igual a zero, e no segundo caso, utilizando a
segunda (OLIVIERI, 2018). Embora haja alteracdo do formato original dos espectros
guando se aplica esse tipo de pré-processamento, a relacdo entre a area abaixo de
um pico e a concentragdo € mantida, preservando a correspondéncia quantitativa
entre as medidas espectrais e as concentracdes, quando for aplicavel.

A aplicacdo de derivadas utilizando o método de Savitsky-Golay é uma das
mais populares e utiliza um filtro em que se faz o ajuste, por minimos quadrados, de
um polinbmio de grau n aos 2m+1 pontos de uma janela mével, cujo ponto central
sera substituido pela derivada da funcdo polinomial naquele ponto. A janela se
desloca e o valor da derivada é calculado novamente no novo centro, repetindo o

processo até que todas as janelas sejam substituidas. O valor de m precisa ser
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determinado com cuidado pois janelas muito grandes (valor de m alto) resultam em
distorcbes na curva obtida e janelas muito pequenas (valor de m baixo) podem
ocasionar ruido indesejado. Devido a natureza do célculo por janelas utilizado, serdo

perdidas m variaveis em cada uma das extremidades dos espectros.
3.5.1.2 Correcao do espalhamento multiplicativo

A MSC, que também pode ser traduzida como correcdo do sinal multiplicativo,
€ utilizada para remover nado-linearidades causadas por espalhamento devido a
presenca de material particulado na amostra (RINNAN et al, 2008). Os efeitos de
espalhamento aditivos e multiplicativos séo corrigidos utilizando-se um espectro de
referéncia, geralmente um espectro médio. Esse pré-processamento se da em duas
etapas, a primeira é de estimativa dos coeficientes de correcdo, bo e b1, conforme a
Equacdo 1, em que xi € um dos espectros a ser corrigido, Xref € um espectro de

referéncia e ei & um vetor de residuos.
Xj = bo; + Dy, iXper + €; (1)

Uma vez calculados os coeficientes de correcéo, pode-se proceder a segunda

etapa, de calculo do espectro corrigido, Xcorr, Na forma da Equacéao 2.

X; — by €;
Xv.:orr,i - bl ] - Xref + E (2)
,L ,L

3.5.1.3 Variagdo normal padréo

A SNV também é utilizada em casos em que ha interferéncias de espalhamento
(RINNAN et al, 2008). O calculo é baseado em uma equagdo com o mesmo formato
da MSC, porém no lugar dos coeficientes de correcédo bo e b1 da Equacédo 2, a
Equacdo 3 da SNV tem os coeficientes ao, valor médio das intensidades do espectro,
e ai, desvio-padréo das intensidades desse espectro, de modo que é possivel afirmar

gue a SNV é equivalente a autoescalar cada linha da matriz original de dados.
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Xi — Ao
Xcorr = — (3)

3.5.2 Calibragao multivariada

O processo de calibracdo multivariada consiste em uma série de etapas, sendo
a primeira etapa a modelagem (calibracdo), na qual é construido o modelo; seguida
da validacdo, na qual o modelo é testado quanto a sua capacidade preditiva e
otimizado; e, por fim, da predi¢do, na qual o melhor modelo obtido € utilizado para

fazer previsdes da propriedade de interesse em novas amostras (FERREIRA, 2015).

3.5.2.1 Regresséao por minimos quadrados parciais (PLS)

Dentre os métodos de regressao linear, PLS é geralmente apresentado como
a principal técnica para dados multivariados. Modelos de regressdo PLS sdo muito
robustos quando as amostras a serem preditas tem caracteristicas similares as das
amostras utilizadas na calibracdo (BRERETON, 2000). Uma das vantagens do PLS é
gue os erros tanto dos espectros quanto das estimativas de concentracao sao levados
em consideracdo na construcdo dos modelos. Além disso, ele pode ser utilizado
guando se detém um conhecimento parcial dos dados, como em casos em que nao
se sabe a composi¢cao exata das amostras.

A regressao PLS utiliza a matriz X dos dados (variaveis independentes como
espectros, por exemplo) e a matriz y (varidveis dependentes como concentracdes),
buscando maximizar a correlacdo entre as duas. Essa relacdo entre as matrizes é
baseada em fatores, denominados variaveis latentes (VLs), que sao definidos de
modo a atingir a maior explicagdo da variancia em X ao mesmo tempo em que se
obtém a melhor previsédo de y.

A abordagem mais comumente utilizada é conhecida como método PLS1, em
que a calibracdo é voltada para um unico analito de interesse e dois conjuntos de
modelos sdo obtidos, na forma das Equacdes 4 e 5. Nessas equacdes, T corresponde
a matriz de scores, cujas colunas representam as variaveis latentes, e a matriz P e 0
vetor g sdo analogos aos pesos (do inglés, loadings), descrevendo a forma como as
variaveis em T se relacionam com os dados originais. Assim, o produto de Te P é

uma aproximacao dos dados espectrais e o produto de T e g € uma aproximacao das
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concentracdes. Por fim, a matriz E e o vetor f correspondem aos erros e representam
o ruido ou informacdes irrelevantes contidas em X ey, respectivamente (BRERETON,
2000).

X=T.P+E (4)

y=T.q+f (5)

Uma vez definidos esses dois conjuntos, os parametros podem ser combinados
no vetor de regresséo b para determinar a concentracéo § de um analito em amostras
a serem analisadas na etapa de predicdo por meio da Equac&o 6, em que b, assume
o valor da média dos valores y das amostras de calibracdo, quando se utilizada os
dados centrados na média (NAS et al, 2004). O calculo desses parametros pode ser

feito por meio de diversos algoritmos, dentre os quais pode-se citar NIPALS e SIMPLS.

9 =D, +x'b (6)

Caso se deseje modelar mais de uma propriedade, € possivel utilizar uma
extensdo do método PLS1 que é chamada de PLS2, que tem como diferenca o fato
de utilizar a matriz de concentragdo C no lugar do vetor de concentracdo c. Essa
mudanca requer que os vetores de pesos também sejam alterados para uma matriz e

0 processo de calculo passa a ser iterativo.

3.5.2.2 Validacao e figuras de mérito

Antes de utilizar o modelo para fazer previsbes em novas amostras, €
necessario otimiza-lo, o que é feito na etapa de validacéo interna. Uma das estratégias
de validacédo interna € a validacdo cruzada, um tipo de validacdo que utiliza as
mesmas amostras utilizadas na etapa de modelagem (validacao interna) e que busca
identificar a presenca de amostras probleméticas (anébmalas) e estimar o niumero
otimo de fatores (FERREIRA, 2015). Outro tipo é a validacdo externa, na qual os
valores da propriedade de interesse das amostras, as quais nao foram utilizadas na
etapa de modelagem, sado conhecidos e comparados com os valores estimados pelo

modelo.
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Na calibracdo multivariada, uma medida do erro global do modelo é a raiz do
erro médio quadratico (RMSE, do inglés root mean square error), o qual pode ser
calculado para as etapas de calibracdo (RMSEC, do inglés root mean square error of
calibration), validagéao cruzada (RMSECV, do inglés root mean square error of cross-
validation) e predicdo (RMSEP). O calculo é feito utilizando a Equacgéo 7, em que yi e
yi sdo o valor predito e o i-ésimo valor da variavel dependente e n € o niumero de
amostras nos conjuntos de validacao e predi¢do e, no caso da calibracéo, € igual aos
graus de liberdade.

2 — 9)?

_ (2B ©
RMSE N

Além desses erros, é possivel calcular o erro percentual entre os valores
preditos (Vi) e os valores tedricos (yi) utilizando a Equacéo 8 e o Bias (em portugués,
viés), que pode ser utilizado como um indicativo de erros sistematicos, calculado

utilizando a Equacéo 9.

Yim Vi 100%
Yi (8)

Erro percentual =

bias = w )

Uma forma de avaliar a importancia de cada variavel é utilizando os VIP (do
inglés variable importance in projection) scores, que sao uma estimativa da
importancia de cada variavel na projecao calculada usando um modelo PLS (CHONG;
JUN, 2005). Eles podem ser utilizados como estratégia de selecao de variaveis, pois
valores proximos ou maiores que 1 indicam variaveis importantes no modelo e valores
significativamente abaixo de 1 indicam variaveis menos importantes e que podem ser
sujeitas a exclusdo. Este critério de selecdo deriva do fato de que a média dos
quadrados dos VIP Scores € igual a 1. Entretanto, devido a grande diversidade na
estrutura de conjuntos de dados, pode ser necessario utilizar outro valor limitrofe como
critério de selecdo, com a precaucdo de que um valor alto causara a exclusédo de
variaveis importantes, enquanto um valor muito baixo incluird varidveis pouco
relevantes (AKARACHANTACHOTE; CHADCHAM; SAITHANU, 2014).
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No processo de validacdo de um método analitico, para verificar se este possui
desempenho adequado para as condicfes nas quais sera aplicado, se utiliza
parametros estatisticos denominados figuras de mérito (VALDERRAMA; BRAGA;
POPPI, 2009). Uma das abordagens que tem sido utilizada no célculo de figuras de
mérito de modelos de calibracdo multivariada € o sinal analitico liquido (NAS, do inglés
net analyte signal). O NAS de um determinado analito € definido como a parte de seu
espectro que é ortogonal ao espacgo gerado pelos espectros dos outros constituintes
(OLIVIERI; GOICOECHEA; INON, 2004).

O limite de deteccdo corresponde a menor concentragdo do analito que pode
ser detectada experimentalmente a determinado grau de confianca e que seja
possivel distinguir do sinal do branco, mas que ndo necessariamente pode ser
quantificada (VALDERRAMA; BRAGA; POPPI, 2009). Ele pode ser calculado
utilizando a abordagem NAS, por meio da Equacao 10, em que sk' € um espectro
contendo o analito k em concentracdo unitaria e € uma medida do ruido experimental
(OLIVIERI; GOICOECHEA; INON, 2004).

Bllell

LOD = —
llsgll

(10)

O limite de quantificacao, por outro lado, corresponde a menor concentracédo
de analito que pode ser medida de forma quantitativa com uma incerteza maxima de
10% e pode ser calculado pela Equacao 11 (SILVA et al, 2012).

10][ll

LOO =
TP

(11)
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

Devido a auséncia de método padrdo para analise do teor de etanol em
amostras de alcool em gel, foi necessario preparar amostras em laboratorio com
composi¢cdes conhecidas para serem empregadas no conjunto de calibracdo e
validagao externa.

Como os principais componentes do alcool em gel sdo etanol e agua, 13
amostras de solugGes aquosas de etanol com concentracdes entre 30 e 90% (m/m)?!
foram preparadas utilizando etanol 99,8% (QEEL), assim como 11 amostras de élcool
em gel com concentracdes entre 30 e 80% (m/m) 2. Dessas 11 amostras, 9 foram
preparadas na Farméacia Escola da Universidade Federal de Pernambuco
(FECDA/UFPE) utilizando etanol anidro (doado por usinas de etanol de Pernambuco
e analisado pelo Laboratério de Combustiveis da UFPE), agua purificada, 0,5% de
carbomero 940 (Dindmica) e aminometilpropanol (Fagron) em quantidade suficiente
para obter um pH de 6 a 7. Essas amostras foram preparadas de acordo com as
instrucdes descritas no Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira (BRASIL,
2012), utilizando um agitador mecéanico para auxiliar na dispersdao do carbémero
conforme apresentado na Figura 1. Como a ANVISA autorizou o0 uso de insumos além
daqueles descritos na Farmacopeia, 2 amostras com teor de 70% (m/m) foram
preparadas pelo Laboratorio Farmacéutico de Pernambuco (LAFEPE) usando etanol

anidro (Transalcool), agua purificada, HPMC (Denver) e glicerol (Codossal).

4.2 AQUISICAO DOS DADOS

Os espectros de infravermelho foram adquiridos em duas faixas espectrais. A
primeira na regido do infravermelho meédio (MIR), utilizando o equipamento Spectrum
Two FT-IR da Perkin Elmer com acessorio de reflectancia total atenuada (ATR)

MIRacle™ da Pike Technologies. Os espectros foram registrados no intervalo de

! As concentracdes das solucdes aquosas de etanol foram: 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85 e 90% (m/m).

2 As concentracGes das amostras de alcool em gel foram: 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 (1
amostra preparada com carbdmero 940 e 2 com HPMC), 75 e 80 % (m/m).
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nimero de onda entre 650 e 4000 cm-1, com medidas de absorbancia a cada 1 cm™,

4 varreduras e resolucdo espectral de 4 cm™.

Figura 1 — Preparo de amostras de alcool gel na FECDA/UFPE.

Fonte: O autor (2021).

A segunda faixa espectral foi no infravermelho préximo (NIR), entre 908 e 1676
nm utilizando o espectrofotdmetro portatil MicroNIR™ Pro 1700 da Viavi Solutions
(Figura 2). Os espectros foram obtidos com medidas de absorbancia a cada 6 nm,
aproximadamente, 100 varreduras e tempo de integragao de 12,5 ms. Os dados foram
adquiridos no modo de transmitancia usando um acessoério baseado no que foi
descrito por Paiva et al. (2015). Cubetas de quartzo com caminho 6tico de 2 e 5 mm
foram utilizadas para avaliar a melhor op¢édo de aquisicdo dos espectros. Devido a
viscosidade das amostras de alcool em gel, foi necessario utilizar seringas com agulha
para inseri-las na cubeta de menor caminho 6tico, tendo o cuidado de evitar a

formacgéo de bolhas.
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Figura 2 — Aparato experimental para aquisi¢cdo de espectros NIR no modo de transmitancia
com cubeta com caminho 6tico de 2mm.

Fonte: O autor (2021).

Todos os espectros foram adquiridos em triplicata (réplicas auténticas) e

usados como amostras distintas nos calculos.

4.3 TRATAMENTO DOS DADOS

Foram avaliadas as seguintes técnicas de pré-processamento: SNV, MSC e 12
e 22 derivada com filtro de Savitzky-Golay (polinbmio de 22 ordem com janela de 15
pontos para os dados do infravermelho médio e de 7 pontos para os dados do
infravermelho proximo). Dentre essas, a melhor técnica de pré-processamento foi
selecionada com base nos melhores resultados obtidos pelos modelos de regressao
dos minimos quadrados parciais (PLS). Antes de efetuar os pré-processamentos, o
intervalo de 650 a 790 cm™ dos espectros do MIR foi excluido por apresentar ruido
elevado. Assim, trés tipos de modelos foram construidos, caracterizados pelas

amostras presentes no conjunto de dados de calibracao:
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e Tipo 1: Modelos utilizando somente as amostras de solu¢cdes aquosas de
etanol;

e Tipo 2: Modelos utilizando as amostras de solu¢cdes aquosas de etanol e 2
amostras de &lcool gel com teores de 50% (m/m) preparada com carbémero
940 e de 70% (m/m) com HPMC;

e Tipo 3: Modelos utilizando as amostras de solu¢des aquosas de etanol e 4
amostras de &lcool gel com teores de 50%, 70% e 80% (m/m) preparadas com
carbomero 940 e de 70% com HPMC.

Na construcdo dos modelos de calibracéo, utilizou-se a validacédo cruzada no
método aleatério com 10 conjuntos de dados de teste selecionados aleatoriamente,
de modo que nenhuma amostra individual estivesse em mais de um conjunto e iSso
foi repetido por 5 iteracfes. A média dos resultados obtidos em cada iteracao foi
apresentada como o resultado da validacéo cruzada.

Para avaliar a capacidade preditiva dos modelos, foi executada a validacéo
externa utilizando as amostras de alcool gel restantes, que ndo foram usadas na
construcdo dos modelos. A comparacédo entre os 3 tipos de modelos foi feita usando
um conjunto de dados de validacdo com as 7 amostras nao utilizadas na calibracdo e
a comparacao entre os modelos do tipo 1 e 2 usou um conjunto de 9 amostras.

Modelos univariados também foram construidos, para fins de comparacéo,
utilizando os VIP scores como parametro para determinar as variaveis mais relevantes
dos espectros a serem selecionadas.

O processo de tratamento dos dados foi majoritariamente desenvolvido
utilizando o PLS Toolbox 8 (Eigenvector Research, Inc) no ambiente MATLAB®
(MathWorks). O célculo dos limites de deteccdo e de quantificacdo foi efetuado
usando o toolbox MVC1, Multivariate Calibration 1, para MATLAB, desenvolvido por
Olivieri et al. (2004), que utiliza o conceito de NAS para estimar figuras de mérito na
calibracdo multivariada de primeira ordem, fornecendo como resultado um valor

minimo e maximo para cada um dos limites.

4.4 ANALISE DE AMOSTRAS REAIS

Além das amostras preparadas, descritas acima, no decorrer do ano de 2020,

foram adquiridas 90 amostras comerciais de alcool em gel na regido metropolitana de
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Recife, Pernambuco, e mais 10 amostras foram coletadas a partir de apreensodes
realizadas pela Policia Civil de Pernambuco. O melhor modelo PLS de cada método
foi utilizado para efetuar a predigcdo dessas amostras.

Dentre as amostras reais analisadas, havia amostras com diferentes teores de
etanol declarados nos rotulos pelos fabricantes. Na Tabela 2 estdo apresentadas as

quantidades de amostras de cada teor e seus respectivos numeros de identificacdo.

Tabela 2 — Distribuicdo de teores de etanol declarados nos rétulos das amostras reais.

Teor de etanol (% m/m)  Quantidade  Identificacé&o

62,5 1 1
65,0 3 2a4
67,0 4 5a8
67,2 1 9
70,0 91 10 a 100

Fonte: O autor (2021).

4.5 ESTUDO DA ESTABILIDADE

Para avaliar a estabilidade de amostras de alcool gel, 03 amostras foram
selecionadas. Essas amostras foram mantidas a temperatura ambiente e com as
tampas fechadas, sendo abertas somente quando das andlises para remocédo de
pequena aliquota.

O estudo foi estruturado de modo a analisar amostras diferentes usando cada
um dos métodos multivariados. O método empregando a regidao do MIR foi utilizado
para analisar uma amostra de alcool gel comercial com teor declarado no rétulo de
70% (m/m) de etanol e com as caracteristicas fisico-quimicas e lista de ingredientes
descritas na Figura 3. A composicdo esta descrita em inglés pois é utilizada a
Nomenclatura Internacional de Ingredientes Cosméticos (INCI) na rotulagem de
produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes para facilitar a identificacao de
qualquer ingrediente de forma clara e precisa, de forma a padronizar a nomenclatura
dado que ha milhares de ingredientes com mais de um nome comercial. Para essa

amostra, foram feitas 35 analises no decorrer de 100 dias.
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Figura 3 — Caracteristicas fisico-quimicas e composi¢ao do gel comercial utilizado nas
andlises de estabilidade com o método desenvolvido com dados espectrais na regido do
MIR.

CARACTERISTICAS FiSICO QUIMICAS

Aspecto: Gel

Cor: Incolor

Odor: Caracteristico

pH (tal qual): 6,00 — 5,00

Densidade: 0,84 — 0,86 g/cma3

Teor Alcodlico: 70,06 — 74,64° INPM
Viscosidade dinamica (Spindle 4; 20 rpm):
8000 — 20000 cP

COMPOSICAO

Aqua; Alcohol; Aloe Barbadensis Extract
Aminomethyl Propanol, Carbomer; Isopropyl
Alcohaol; Methylparaben; FPropylparaben;
Propylene Glycol, Parfum; Benzyl Salicylate;
Butylphenyl Methylpropional;, d-Limonene;
Hexyl Cinnamal; Linalool.

Fonte: Pagina do fabricante (ASSEPTGEL, 2020).

O método desenvolvido com os dados espectrais na regido do NIR, por sua
vez, foi utilizado para analisar uma amostra de alcool gel 70% (m/m) preparada pelo
LAFEPE com HPMC e uma amostra de alcool gel 75% (m/m) preparado na Farmécia

Escola de Pernambuco com carbopol. Para essas amostras foram feitas 20 andlises
no decorrer de 105 dias.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SELECAO DO CAMINHO OTICO PARA O NIR

No desenvolvimento do método empregando a espectroscopia na regiao do
NIR, foi necessario determinar o caminho o6tico a ser utilizado. Para tanto, foram
adquiridos espectros de amostras de solugdes aquosas de etanol utilizando cubetas
de 2 e 5 mm, que estdo apresentados na Figura 4. A cubeta de caminho 6tico de 5
mm apresentou valores de absorbancia elevados, com sinais de saturacao na regiao
entre 1400 e 1500 nm, e, portanto, a cubeta de 2 mm foi selecionada para as demais

analises deste trabalho.

Figura 4 — Espectros brutos na regido NIR de amostra de solucdo aquosa de etanol 70%
utilizando cubetas de 2 e 5 mm.
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Fonte: O autor (2021).
5.2 ESPECTROS E ATRIBUICAO DE BANDAS
As amostras preparadas em laboratério foram analisadas em ambas as regides

espectrais e seus espectros brutos podem ser visualizados na Figura 5 para a regiao

do MIR e na Figura 6 para a regiao do NIR. Nos espectros na regidao do MIR, foi
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observada a existéncia de uma regido ruidosa entre 650-790 cm* como pode ser visto
na Figura 5a. Esse intervalo foi removido e 0s espectros resultantes, apresentados na

Figura 5b, foram utilizados para construcdo e validagdo dos modelos.

Figura 5 — Espectros brutos na regido MIR das amostras preparadas em laboratério: (a)
completo e (b) ap6s remocéao de regido ruidosa.
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Fonte: O autor (2021).

Figura 6 — Espectros brutos na regiao NIR das amostras preparadas em laboratdrio.
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Na regido MIR, observa-se que a mistura de agua e etanol apresenta bandas
de absorcéao referentes ao estiramento da ligacao de hidrogénio intermolecular (3400-
3200 cm?), estiramento da ligacdo C-H (2980 e 2885 cm?), deformacdes angulares
da molécula de agua (1640 cm™) e da ligacdo C-H (1380 e 1455 cm™) e estiramento
da ligacdo C-O (1085, 1045 e 880 cm™) (LARKIN, 2011).

Na regido NIR, as bandas mais caracteristicas do etanol e agua séo a banda
de combinacgé&o envolvendo os modos de estiramento da molécula de 4gua (1460 nm)
e a banda de combinacéo da hidroxila (1580 nm) (WORKMAN; WEYER, 2012).

5.3 MODELOS DE REGRESSAO POR MINIMOS QUADRADOS PARCIAIS

Os dados espectrais pré-processados foram utilizados para construir os trés
tipos de modelos de regressdo PLS, cujos resultados obtidos estdo dispostos na
Tabela 3. A escolha dos melhores modelos foi feita utilizando o teste de F com nivel
de confianca de 95% para comparar os valores de RMSEP e, nos casos de diferencas
ndo significativas, foram adotados como critérios de escolha o nimero de variaveis
latentes, de modo a obter modelos que sejam mais parcimoniosos, e os valores de
erro médio absoluto de predicdo, que é o somatério dos erros calculados pela
Equacéo 7 para todas as amostras. Os valores dos bias também foram considerados.
Os modelos escolhidos como os melhores de cada tipo estdo em destaque na Tabela
3.

Comparando-se 0os modelos contendo amostras de alcool gel (tipo 2 e 3) com
0s modelos que contém somente amostras de solucdes aquosas de etanol (tipo 1),
observou-se que essa adi¢cao de amostras de alcool gel na etapa de calibragcao causou
uma diminuicdo significativa dos erros de predi¢cdo. Portanto, pode-se concluir que o
aumento da variabilidade ao introduzir amostras de gel foi eficaz em melhorar a
capacidade preditiva dos modelos perante amostras de alcool gel. Entretanto, a
diferenca entre os valores de RMSEP dos modelos do tipo 2 e 3 ndo é significativa,
segundo o teste F com 95% de confianca, e a diferenca entre o erro médio absoluto
de predicéo foi de apenas 0,01% para o MIR e 0,13% para o NIR. Ou seja, a adicédo
de mais 2 amostras de gel no modelo do tipo 3 néo teve efeito capaz de justificar a
utilizagdo dessas amostras a mais na constru¢cdo do modelo. Dessa forma, os
modelos do tipo 3 foram abandonados nas discussfes subsequentes. Com isso, as 2

amostras a mais que foram utilizadas nos modelos tipo 3 foram transferidas para o
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conjunto de validacdo externa, que passou a contar com 9 amostras nas comparacfes

entre os modelos dos tipos 1 e 2.

Tabela 3 — Modelos de regressdo PLS com 7 amostras no conjunto de predi¢cdo, com

destaque nos selecionados como melhores de cada tipo.

Método Modelo Pre- RMSECV RMSEP  Bias d~e R® .def aEbr;?)IrL:deciJce)z
processamento (% m/m) (% m/m) predicdo predicdo predicao (%)

12 der 3 0,40 1,50 1,28 0,9973 2,73

. 22 der 4 0,52 1,52 1,41 0,9986 3,02

Tipo MSC 4 0,44 1,15 -0,81 0,9980 1,93

SNV 3 0,45 1,12 -0,45 0,9965 1,82

12 der 4 0,44 0,87 0,54 0,9981 1,45

MR Tipo2 22 der 4 0,53 1,02 0,75 0,9980 1,77

MSC 3 0,51 0,59 0,15 0,9989 1,09

SNV 4 0,45 1,09 0,69 0,9969 2,04

12 der 5 0,44 0,88 0,43 0,9978 1,59

] 22 der 5 0,56 0,81 0,51 0,9987 1,40

Tipo 3 MSC 3 0,55 0,60 0,20 0,9990 1,08

SNV 3 0,62 0,95 0,39 0,9968 1,70

12 der 3 0,31 1,51 1,29 0,9986 3,06

Tipo 1 23 der 4 0,77 1,30 1,01 0,9983 2,49

MSC 3 0,57 1,81 0,91 0,9906 3,34

SNV 2 0,70 1,67 1,25 0,9946 2,87

12 der 4 0,37 1,35 1,04 0,9981 2,62

NIR Tipo 2 22 der 6 0,31 0,99 0,71 0,9989 1,82

MSC 4 0,68 1,25 -0,15 0,9938 2,09

SNV 3 0,52 1,34 1,04 0,9972 2,52

12 der 4 0,42 1,03 0,74 0,9970 1,96

Tipo 3 22 der 6 0,33 0,81 0,48 0,9987 1,48

MSC 3 0,96 1,25 0,80 0,9970 2,35

SNV 3 0,66 1,29 0,96 0,9972 2,50

Fonte: O autor (2021).

Nessa nova configuragéo, as predigdes foram refeitas e os resultados obtidos

estédo dispostos no Apéndice B, com os melhores resultados apresentados na Tabela
4.
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Tabela 4 — Melhores modelos de regresséo PLS dos tipos 1 e 2 com 09 amostras na

predicéo.

) Pré- RMSECV RMSEP Biasde  R2de Erro médio
Método Modelo processamento (Y% m/m) (% m/m) predicdo predigdo absqluto de
predicao (%)

MIR Tipo 1 SNV 3 0,45 0,99 -0,33 0,9969 1,47

Tipo 2 MSC 3 0,51 0,76 -0,07 0,9984 1,12

NIR Tipol 22Derivada 4 0,77 1,38 0,5 0,9962 2,34

Tipo 2 MSC 4 0,68 1,18 -0,28 0,9950 1,83

Fonte: O autor (2021).

Novamente ficou explicito que os modelos tipo 2 foram melhores que os do tipo
1. Apesar dos valores de RMSEP entre esses modelos ndo terem sido
significativamente diferentes segundo o teste F com 95% de confianca, houve reducéo
nos valores de bias e erro médio absoluto de predicdo. Ao comparar os modelos do
tipo 2 na regido do MIR e NIR entre si, nota-se que o modelo na regidao do NIR
apresentou erros de predicdo maiores e os valores de RMSEP foram
significativamente diferentes. Este resultado pode ser atribuido ao fato de que foi
utilizado um equipamento portatil para as medidas na regido do NIR, equipamento
esse que possui resolucdo espectral limitada. Porém, essa resolucdo limitada é
compensada pelo menor custo do equipamento e pela possibilidade de efetuar as
analises em campo, o que permite a realizacao de analises em fabricas clandestinas,
por exemplo.

As curvas dos valores preditos versus referéncia para os modelos PLS do tipo
2 construidos com os espectros nas regides do MIR e NIR estdo apresentadas na
Figura 7, em que se observa que os valores preditos estdo proximos da bissetriz do
guadrante (linha vermelha) em todo o intervalo de concentracdo usado na calibracéo.

A titulo de comparacgéo, Pasquini et al. (2020) obtiveram valor de RMSEP de
0,96% (m/m) em um modelo de regressao PLS baseado em espectros adquiridos com
um equipamento de NIR portéatil de baixo custo usando solu¢des aquosas de etanol e
amostras de &lcool gel no conjunto de calibracdo (modelo misto). Embora o erro obtido
pelos autores tenha sido menor do que o obtido nesse trabalho no modelo NIR do tipo
2, os valores ndo foram significativamente diferentes, de acordo com o teste F com
95% de confianca. Vale ressaltar que todas as amostras de alcool gel utilizadas por

eles no modelo citado apresentavam a composi¢céo padrao descrita na Farmacopeia
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Brasileira, enquanto o modelo NIR tipo 2 construido neste trabalho possuia amostras
contendo gelificante a base de celulose (HPMC) tanto no conjunto de calibragéo,
qguanto no de predicdo. A insercéo desse tipo de amostra pode causar aumento dos
erros de predicdo, porém tem como beneficio introduzir maior variabilidade ao modelo,

o que tende a melhorar a qualidade das predicfes futuras.
Figura 7 — Curva de valores preditos versus referéncia do conjunto de predi¢cdo usando os
modelos PLS tipo 2 nas regides (a) MIR e (b) NIR.
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Fonte: O autor (2021).

5.4 CONSTRUCAO DE MODELOS UNIVARIADOS

Para a construcdo de modelos univariados, foram utilizados os VIP scores para
determinar o niumero ou comprimento de onda a ser usado para cada método,
baseado nos melhores modelos do tipo 2. Os graficos dos espectros pré-processados
e dos VIP scores podem ser visualizados nas Figuras 8 e 9, para as regides do MIR e
NIR respectivamente. Nos graficos dos VIP scores, as linhas pontilhadas vermelhas
correspondem aos limiares de significancia.

Com base nesses scores, foram escolhidas as variaveis com o0os maiores
valores de significancia. Assim, selecionou-se o nimero de onda de 1046 cm para
construcdo dos modelos univariados na regidao do MIR e os dois comprimentos de
onda com maior significancia para os modelos naregido do NIR, de 1422,23 e 1589,48
nm, com o intuito de avaliar qual dos dois apresentava melhor desempenho. Embora

seja utilizada somente uma variavel para construir os modelos, deve-se adquirir 0
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espectro inteiro, ou entdo um intervalo, para que se possa aplicar o pré-

processamento.

Figura 8 — Graéficos de (a) dados pré-processados usando o MSC e (b) dos VIP scores para

0s modelos construidos com os espectros adquiridos na regido do MIR.
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Fonte: O autor (2021).

Figura 9 — Graéficos de (a) dados pré-processados usando o MSC (b) dos VIP scores para

os modelos construidos com os espectros adquiridos na regido do NIR.
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Fonte: O autor (2021).

No caso do infravermelho proximo, apesar de o melhor pré-processamento
determinado na etapa anterior desse trabalho ter sido o MSC, os modelos univariados
construidos com os dados utilizando esse pré-processamento ndo foram lineares.

Portanto, usou-se a 22 derivada para os dados na regidao do NIR, que foi o pré-
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processamento que obteve o segundo melhor resultado nos modelos multivariados.
Os gréficos dos espectros pré-processados e dos VIP scores para esse pré-
processamento estdo apresentados na Figura 10. Nessa configuragcédo, foram
escolhidos os comprimentos de onda de 1378,87 e 1422,23 nm para a construcdo dos

modelos.

Figura 10 — Gréficos de (a) dados pré-processados usando a 22 derivada e (b) dos VIP

scores para 0s modelos construidos com os espectros adquiridos na regido do NIR.
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Fonte: O autor (2021).

Os resultados dos modelos univariados estdo apresentados na Tabela 5 e as
curvas analiticas e dos valores preditos versus referéncia estdo apresentadas nas
Figuras 11 e 12. Os valores de RMSEP dos modelos na regido NIR sé&o
significativamente diferentes, segundo o teste F com 95% de confianga, e, portanto, o
melhor modelo foi considerado como sendo o construido com o comprimento de onda
de 1378,87 nm. Comparando-se os valores de RMSEP dos modelos nas regiées MIR

e NIR, tem-se que esses nado foram significativamente diferentes.

Tabela 5 — Modelos univariados.

. Pré- Comprimento (nm) ou ) RMSEP Biasde R2de Erro médio
Método processamento numero de onda (cm1) (% m/m) predicdo predicdo absgluto de
predicéo (%)
MIR MSC 1046 cm'! 0,9928 1,61 0,9 0,9939 2,64
NIR 22 Der 1378,87 nm 0,9991 1,21 0,71 0,9967 2,08
NIR 22 Der 1422,23 nm 0,9978 1,83 0,76 0,9899 2,86

Fonte: O autor (2021)
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Comparando-se os resultados dos modelos univariados com os multivariados,
tem-se que os valores de RMSEP, erro médio absoluto de predicao e bias foram todos
superiores nos univariados. Com relacao aos valores de RMSEP, segundo o teste F
com 95% de confianca, tem-se que os valores sdo significativamente diferentes
apenas para os modelos na regido MIR. Apesar disso, 0s erros nao sao altos o
suficiente para inviabilizar o uso dos modelos univariados em situacfes em que nao
houver disponibilidade de modelos multivariados. Isso fica claro ao analisar as curvas
de valores preditos versus referéncia apresentadas nas Figuras 11b e 12b e comparé-
las as dos modelos multivariados da Figura 7, pois a distribuicdo das amostras é
similar. Contudo, usar somente uma variavel faz com que a analise de amostras de
alcool em gel comerciais, especialmente aquelas com composi¢cfes diferentes da
preconizada pela Anvisa, possa ser prejudicada. Isso porque a presenca de
substancias interferentes, ndo consideradas na etapa de constru¢cdo do modelo, pode
causar maiores alteragcbes nos teores calculados pelo modelo em modelos

univariados do que em modelos PLS.

Figura 11 — Modelos univariados construidos na regido do MIR: (a) curva analitica e (b)

curva de valores preditos versus referéncia.
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Figura 12 — Modelos univariados construidos na regido do NIR em 1378,87 nm: (a) curva
analitica e (b) curva de valores preditos versus referéncia; e em 1422,23 nm: (c) curva

analitica e (d) curva de valores preditos versus referéncia.
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Fonte: O autor (2021).

55 LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO DOS MODELOS
MULTIVARIADOS

Os limites de deteccao e quantificacdo estimados utilizando o MVC-1 para 0s
melhores modelos construidos com os dados espectrais na regido do MIR (tipo 2,
MSC, 3 VLs) e NIR (tipo 2, MSC, 4 VLs) estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — Limites de deteccéo e quantificacdo dos modelos PLS.

Limite de deteccdo Limite de detec¢do Limite de quantificacdo Limite de quantificacdo

Método .. . - o
minimo maximo minimo maximo

MIR 0,79 1,43 2,36 4,28

NIR 1,14 1,41 3,41 4,23

Fonte: O autor (2021)
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As estimativas dos limites estdo em um patamar de teor de etanol muito abaixo
do esperado para amostras de alcool gel, que sdo da ordem de mais de 15 vezes
maiores tendo em vista a regulamentacédo vigente dos 6rgdos de vigilancia sanitaria
para amostras de produtos a base de alcool. Assim, os métodos apresentam limites

adequados para a analise deste tipo de amostra.
5.6 ANALISE DAS AMOSTRAS REAIS

As amostras reais foram analisadas utilizando os melhores modelos
multivariados do tipo 2, apresentados na Tabela 4, e os resultados obtidos estéo

apresentados na Figura 13 e, de forma numérica, no Apéndice C.

Figura 13 — Resultado de amostras reais usando os modelos construidos nas regiées

do MIR e NIR.
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Fonte: O autor (2021).

A amostra cujo rotulo indicava teor de 62,5% (m/m), as 4 amostras de 65%
(m/m) e a amostra de 67,2%, todas apresentaram teor dentro do intervalo permitido

pela ANVISA, que é de até 10% em relagdo ao valor do rotulo. Das 4 amostras de
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67% (m/m), 3 apresentavam teor dentro do intervalo permitido, sendo que a quarta
amostra estava dentro do teor somente segundo o resultado dos modelos construidos
com dados espectrais na regiao do NIR.

Das 91 amostras analisadas cujo rétulo indicava teor de etanol de 70% (m/m),
26 amostras (ou 28,6%) estavam abaixo do valor especificado no rétulo empregando
ambos 0s métodos, ja considerando a variacdo de até 10% em relacdo ao valor de
rotulo permitida pela ANVISA. Dentre as 65 aprovadas, 5 apresentavam teor acima
do minimo permitido somente em um dos métodos.

Foi observado que as amostras de numero 54, 98, 99 e 100 apresentaram
teores de etanol abaixo do limite inferior do intervalo de calibracdo dos modelos, de

modo que os resultados obtidos nesses casos sao uma extrapolagédo dos modelos.

5.7 DIFERENCAS ENTRE AS PREDICOES DOS METODOS DE NIR E MIR

Além de observar métricas como RMSEP e erro médio absoluto de predicéo,
as diferencas entre os resultados obtidos nas previsdes usando os melhores modelos
de cada uma das regides empregadas é um fator importante a ser avaliado, pois foi
observado que determinadas amostras estavam com teor abaixo de permitido
segundo um método e acima segundo o outro. Essas diferencas foram calculadas e
usadas para construir o histograma apresentado na Figura 14.

A maioria das amostras (72%) demonstrou diferenca de teor de etanol entre os
métodos de até 2% (m/m). Ha ainda, uma quantidade consideravel (23%) de amostras
cuja diferenca foi de 2 a 4% (m/m). Diferenca acima de 4% (m/m) foi observada
somente em 5% das amostras.

Quanto a amostra em que foi observada uma diferenca de teor de 8% (m/m)
entre 0os métodos, esta foi uma amostra cujo teor predito estava abaixo do limite
inferior do intervalo usado na calibracdo e isso pode explicar por que houve esta
grande variacao entre os resultados dos métodos.

Com o intuito de avaliar se ha diferenca estatisticamente significativa entre os
resultados dos dois métodos, foi feito um teste t pareado excluindo-se as 4 amostras
gue apresentaram teor abaixo do limite inferior do intervalo de calibragéo, tendo-se
observado que os resultados obtidos foram significativamente diferentes. Apesar
disso, como os erros sao inferiores a 2% (m/m) na maioria dos casos, admite-se que

0os métodos podem ser utilizados para a avaliagédo de alcool gel no Brasil. Isso porque
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a Anvisa estabeleceu que é aceitavel uma variacéo de até 10% (m/m) no teor de etanol
em relacdo ao valor descrito no rétulo, exceto no caso especifico de produtos para
servigos de saude, em que a norma prevé maior rigor com valor minimo tolerado de
68,5% (m/m).

Figura 14 — Distribuigéo de frequéncia da diferenca de teor calculado entre os métodos
multivariados na regido MIR e NIR.
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Fonte: O autor (2021).

5.8 ESTUDO DE ESTABILIDADE

O resultado do estudo de estabilidade realizado empregando o modelo
construido na regido do MIR com uma amostra comercial esté apresentado na Figura
15 e, de forma numérica, no Apéndice D. A linha horizontal vermelha foi adicionada
no grafico no valor de 70% (m/m) que era o indicado no rétulo. Observou-se que o
teor de etanol determinado pelo método estava ligeiramente acima do teor descrito no
rétulo e ndo apresentou decréscimo significativo com o decorrer dos dias, variando
entre 70,2% e 71,8% (m/m).
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Figura 15 — Andlise de estabilidade no MIR de uma amostra comercial de 70% (m/m).
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Os resultados do estudo de estabilidade realizados empregando o modelo
construido com os dados espectrais na regido do NIR com duas amostras, a primeira
de 70% (m/m) preparada com HPMC e a segunda de 75% (m/m) preparada com
carbopol, estdo apresentados na Figura 16 e, de forma numérica, no Apéndice E.
Linhas horizontais vermelhas foram adicionadas aos graficos nos valores de 70% e
75% (m/m) para indicar as concentracfes com que as amostras foram preparadas.
Observou-se que os teores de etanol determinados pelo método ndo apresentaram
decréscimos significativos com o decorrer dos dias. Para a primeira amostra, 0s
valores variaram entre 68,0% e 73,5% (m/m). Ja para a segunda amostra os valores
variaram entre 73,2% e 78,6% (m/m).

Como pode ser visto, ndo houve variagao significativa dos teores de etanol das
amostras analisadas. Esses resultados permitem concluir que as amostras se mantém

estaveis no intervalo de 100 e 105 dias, respectivamente.
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Figura 16 — Anadlise de estabilidade de duas amostras no NIR: (a) 70% (m/m) produzida com
HPMC e (b) 75% (m/m) produzida com carbopol.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram desenvolvidos dois métodos para a determinacéo do teor
de etanol em amostras de &lcool gel baseados na espectroscopia no infravermelho
médio e proximo. Esses métodos foram desenvolvidos num contexto em que 0s
orgaos de controle, policias e agéncias regulatorias necessitavam de meios para
garantir a qualidade dos produtos comercializados em meio a pandemia de COVID-
19. Isso porque, diante do aumento da demanda por sanitizantes, foi observado o
aparecimento de produtos de baixa qualidade e produzidos de maneira clandestina.
Necessitava-se, portanto, de métodos rapidos, de facil aplicacdo e que,
preferencialmente, ndo necessitassem da aquisi¢cao de novos equipamentos por parte
das instituicdes regulatorias.

Foram, entdo, construidos 24 modelos de regressao PLS e observou-se que a
adicao de amostras de gel no conjunto de calibracdo promoveu uma melhora nos erros
de predicéo e bias quando comparado aos modelos que continham somente amostras
de solugbes aquosas de etanol. Os modelos selecionados como melhores
apresentaram valores de RMSEP de 0,76 e 1,18% (m/m) nas regifes do MIR e NIR,
respectivamente. Além disso, esses modelos apresentaram limites de quantificacdo
estimados em valores abaixo de 5% (m/m), demonstrando que sdo adequados para a
analise de amostras de alcool em gel. Além dos modelos multivariados, foram
construidos modelos univariados que, apesar de terem apresentado valores de
RMSEP, erro médio absoluto de predicao e bias superiores, podem ser utilizados em
situacdes em que nao houver disponibilidade de modelos multivariados.

O teor de etanol de 100 amostras comerciais adquiridas na regido
metropolitana de Recife e apreendidas pela Policia Civil de Pernambuco foi
determinado usando os melhores modelos PLS dos dois métodos e, dentre as
amostras analisadas, 32% apresentavam teor de etanol inferior ao minimo permitido
pela ANVISA em pelo menos um dos métodos, levando em consideragéo a variagao
aceita pela Anvisa de até 10% em relacdo ao valor indicado no rotulo. Esse é um
resultado preocupante e que reforca a necessidade de monitoramento e fiscalizagao
constante por parte dos 6rgaos responsaveis.

Por fim, foi avaliada a estabilidade de amostras de alcool gel de 70 e 75% e
nao foi observada variacao significativa no teor de etanol no decorrer de mais de 90
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dias, indicando que a concentracdo se mantém estavel em condicdes normais de

armazenamento nesse periodo avaliado.

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectivas para continuidade do projeto, propde-se:

e Construir modelos univariados utilizando outros pré-processamentos e
variaveis;

e Ampliar o estudo de estabilidade incluindo tempos maiores, uma vez que nao
foi detectada alteracdo significativa durante os 3 primeiros meses, e avaliar a
estabilidade em frascos abertos;

e Avaliar a capacidade preditiva dos modelos em amostras preparadas utilizando
outros gelificantes;

e Desenvolver estratégias para disseminar o uso dos modelos no ambito forense

como, por exemplo, a criagcdo de uma interface grafica.
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Alcohol-based gel hand sanitizers became very popular during the COVID-19 (coronavirus
disease 2019) pandemic. In Brazil, several irregular factories emerged requiring an efficient control
by the police and regulatory agencies to guarantee product quality. This problem required a method
to determine ethanol content, which led to the development of two methods employing mid and
near infrared spectroscopy associated with chemometrics. Partial least squares (PLS) models were
built and presented satisfactory results with mean absolute percentage error of prediction and root
mean square error of prediction (RMSEP) of 1.12 and 0.76% (m/m), respectively, for mid-infrared
(MIR) and 1.83 and 1.18% (m/m) for near-infrared (NIR). The analysis of commercial and seized
samples of hand sanitizers showed that only 7 out of 34 samples had an ethanol content of 70%
(m/m) or higher. This result reinforces the need for constant vigilance by authorities to ensure that

the products have the required specifications.

Keywords: ethanol, hand sanitizers, infrared, PLS

Introduction

Due to the COVID-19 (coronavirus disease 2019)
pandemic, the World Health Organization (WHO) has
advised the public to clean their hands frequently to avoid
contamination, causing alcohol-based gel hand sanitizers
to become very popular. This has provoked a shortage of
these products on the market. In order to counteract this,
regulatory agencies worldwide such as the U.S. Food
and Drug Administration (FDA) and the Brazilian Health
Regulatory Agency (ANVISA) have issued guidelines
for temporary preparation of these sanitizers by specific
companies and pharmacies during this public health
emergency in order to increase supply.'*

In Brazil, ANVISA has also authorized the use of
different feedstock than the ones recommended in the

#e-mail: Lbrito @ic.pe.gov.br

Brazilian Pharmacopoeia National Form. According
to the Form, alcohol-based gel hand sanitizers should
contain water, ethanol, carbomer 980 and triethanolamine.?
Carbomer 980 is the component responsible for the gel
consistency of a hand sanitizer and can be substituted by
other carbomers or cellulose derived components, such as
hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) and hydroxyethyl
cellulose (HEC). Triethanolamine is a neutralizing agent
used to adjust pH value to obtain gel consistency when
using carbormers. It can be substituted by other compounds
such as aminomethyl propanol (AMP) or other bases.
Additional components such as glycerol may be added for
skin care. Also, ANVISA requires the ethanol content to be
at least 70% (m/m) and that the product must have proven
antibacterial activity.*

Although necessary, this temporary dismissal of
product registration has caused irregular producers to
emerge, disregarding proper manufacturing practices



APENDICE B — RESULTADOS DOS MODELOS COM 9 AMOSTRAS NO
CONJUNTO DE PREDICAO, COM DESTAQUE NOS MODELOS SELECIONADOS

DE CADA TIPO

. Erro médio
Método | Modelo | Pré-processamento | VL RMSECV| RMSEP Blag d~e absoluto de
(% m/m) | (% m/m) | predi¢cdo o
predicéo (%)
13 der 3 0,40 1,46 1,0203 2,51
) 2& der 4 0,52 1,52 1,2520 2,72
Tipo 1
MSC 4 0,44 1,28 -0,9788 1,98
MIR SNV 3 0,45 0,99 -0,3370 1,47
12 der 4 0,44 0,95 0,3748 1,48
22 der 4 0,53 1,14 0,5789 1,82
Tipo 2
MSC 3 0,51 0,76 -0,0708 1,12
SNV 4 0,45 1,04 0,5493 1,84
12 der 3 0,31 1,41 1,1019 2,64
22 der 4 0,77 1,38 0,4987 2,34
Tipo 1
MSC 3 0,57 1,74 1,0396 3,04
SNV 2 0,70 1,72 0,7977 2,75
NIR
12 der 4 0,37 1,27 0,7731 2,30
22 der 6 0,31 0,95 0,4950 1,65
Tipo 2
MSC 4 0,68 1,18 -0,2771 1,83
SNV 3 0,52 1,35 0,9220 2,34

71



APENDICE C — TEORES DE ETANOL PREDITOS DAS AMOSTRAS REAIS
UTILIZANDO OS MELHORES MODELOS DO TIPO 2

Nimero da MIR Média | Desvio-padrdao| NIR Média | Desvio-padrao | Diferenca
amostra
58,0 59,8
1 58,1 57,9 0,12 59,8 60,0 0,31 2,1
57,8 60,5
64,5 67,3
2 65,1 64,9 0,31 66,1 66,4 0,64 1,5
65,1 65,8
59,8 60,1
3 607 | 604 0,41 606 | 604 0,22 0,0
60,7 60,6
58,4 59,7
4 585 | 585 0,06 608 | 604 0,52 1,9
58,4 60,8
55,5 54,9
5 557 | 55.6 0,10 5206 | 530 1,48 2,6
55,7 514
59,2 61,0
6 59,0 59,2 0,13 63,6 62,3 1,09 3.1
59,4 62,2
57,1 58,5
7 57,0 56,9 0,18 59,5 59,2 0,53 2,3
56,7 59,7
56,2 57,2
8 56,1 56,2 0,07 56,5 56,8 0,29 0,6
56,3 56,6
66,9 65,2
9 66,4 66,6 0,21 65,3 65,0 0,42 1,6
66,7 64,4
68,4 67,7
10 675 | 67.6 0,66 674 | 67.6 0,16 0,0
66,8 67,7
59,9 56,4
11 506 | 59,5 0,47 567 | 56.6 0,12 2,9
58,8 56,6
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75,7 76,9

12 75.6 75,6 0,05 77.2 77,2 0,18 1,6
75,5 77,4
71,1 72,4

13 71,3 71,2 0,09 72.1 72,1 0,22 0,9
71,2 71,9
51,1 50,1

14 51,1 51,1 0,05 49,3 49,8 0,37 1,3
51,0 50,0
67,9 67,9

15 67,5 67,0 1,13 69,0 68,6 0,47 1,6
65,3 68,8
69,4 68,9

16 69,4 69,4 0,02 68,9 69,1 0,36 0,3
69,4 69,7
73,2 71,4

17 73,2 73,2 0,04 69,5 70,7 0,81 2,5
73,3 71,1
32,3 29,9

18 32,2 32,3 0,07 29,9 30,0 0,21 2,3
32,4 30,3
71,7 71,9

19 71,7 71,7 0,01 71,0 71,6 0,45 0,0
71,7 72,0
52,4 55,7

20 53,7 54,0 1,26 55,6 55,7 0,13 1,7
55,4 55,9
71,9 68,4

21 70,4 70,0 1,25 68,7 68,8 0,33 1,2
68,8 69,2*
69,0 72,6

22 69,1 | 6838 0,41 735 | 733 0,52 45
68,2 73,9
67,5 65,9

23 67,3 67,4 0,06 66,9 66,5 0,44 0,9
67,4 66,7
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67,0 65,0

24 670 | 67.0 0,03 657 | 655 0,39 15
67,0 65,9
66,1 67,9

25 663 | 66.1 0,10 662 | 669 0,68 0,8
66,0 66,7
67,7 68,5

26 67,9 67,7 0,12 67,4 67,6 0,61 0,1
67,6 67,0
58,8 58,6

27 588 | 58,9 0,04 587 | 587 0,04 0,2
58,9 58.7
59,5 50.9

28 59,4 | 59,4 0,03 581 | 588 0,79 0,7
59,5 58,3
64,7 63,6

29 64,5 64,6 0,08 63.9 63,8 0,12 0,8
64,7 63,9
64,6 62,4

30 64,6 64,5 0,10 62.6 62,6 0,21 1,9
64,4 62,9
67,4 68,8

31 67,4 67,4 0,08 69,4 69,1 0,27 1,7
67,2 69,2
58,0 61,2

32 58,8 58,5 0,35 613 61,4 0,19 2,9
58,8 61,6
67,3 69,7

33 67,2 | 67.2 0,08 607 | 697 0,06 2,5
67,1 69,6
67,4 70,1

34 675 | 67.5 0,04 716 | 712 0,73 3,7
67,5 71,8
71,1 73,3

35 711 | 710 0,15 740 | 738 0,31 2,8
70,8 73,9
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71,3 72,0

36 71,2 71,2 0,09 72.3 72,3 0,22 1,1
71,1 72,6
68,4 70,2

37 68,1 | 68.3 0,17 705 | 701 0,33 18
68,5 69,7
73,2 77,9

38 73.3 73,3 0,09 77.7 78,1 0,50 4,8
73,4 78,8
67,4 67,5

39 66.6 67,3 0,48 67.3 67,7 0,39 0,4
67,8 68,3
63,1 64,0

40 63.0 63,0 0,05 63.8 64,1 0,27 1,1
63,0 64,5
79,2 80,6

41 792 | 792 0,03 g80,g | 805 0,24 13
79,2 80,2
70,1 68,9

42 70,0 70,1 0,06 68.9 68,8 0,09 1,2
70,1 68,7
51,2 48,9

43 51,1 51,1 0,14 49,2 49,1 0,18 1,9
50,9 49,3
70,5 70,3

44 70,4 69,9 0,73 69,3 69,6 0,49 0,3
68,9 69,2
67,1 64,2

45 67.4 67,3 0,12 64.7 64,6 0,29 2,7
67,3 64,9
59,9 60,5

46 59,8 59,8 0,05 60.6 60,7 0,28 0,9
59,8 61,1
70,3 71,0

47 70,4 70,3 0,10 71.4 71,3 0,21 1,0
70,1 71,5
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71,6 72,7

48 71,2 71,4 0,16 73.0 73,0 0,25 1,6
71,4 73,3
35,7 35,0

49 357 35,6 0,07 36,1 35,4 0,49 0,2
35,5 35,2
50,1 49,5

S0 50,1 50,1 0,02 49,9 49,8 0,19 0,3
50,1 49,9
65,4 64,9

51 654 | 653 0,12 660 | 653 0,49 0,0
65,2 65,1
36,8 34,6

52 36,7 36,7 0,03 35,3 35,1 0,40 1,6
36,7 35,6
40,9 40,0

53 M1 41,1 0,13 40,3 40,2 0,18 0,8
41,2 40,4
23,5 19,7

54 234 | 235 0,04 203 | 203 0,52 3,2
23,5 20,9
35,8 34,1

55 36,2 36,0 0,16 34.6 34,3 0,20 1,6
35,9 34,3
70,9 72,1

56 711 71,0 0,10 727 72,5 0,25 1,5
70,9 72,6
75,5 74,2

57 756 75,6 0,05 75.4 74,9 0,51 0,6
75,5 75,2
70,8 72,7

58 709 | 709 0,05 726 | 724 0,40 15
70,9 71,8
67,6 66,7

59 67,5 67,3 0,30 67,9 67,5 0,57 0,2
66,9 68,0
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68,5 70,0

60 684 | 684 0,04 711 | 705 0,44 2,0
68,4 70,4
68,7 70,0

61 683 | 686 0,16 703 | 700 0,22 15
68,6 69,8
68,3 67,8

62 684 | 683 0,11 686 | 684 0,43 01
68,2 68,8
70,6 73,1

63 708 | 703 0,54 733 | 732 0,14 2,8
69,6 73,0
73,5 75,6

64 737 | 736 0,11 76,0 | 763 0,51 2,8
73,5 76,5
70,0 70,1

65 69,1 | 69.7 0,43 701 | 703 0,31 0,6
70,0 70,7
66,8 67,5

66 671 | 67.1 0,19 680 | 67.8 0,20 0,8
67,2 68,0
72,4 75,8

67 720 | 722 0,17 76,0 | 758 0,17 3,6
72,2 75,6
68,9 74,7

68 687 | 689 0,20 736 | 743 0,50 5,4
69,2 74,7
63,4 65,4

69 647 | 643 0,67 664 | 663 0,66 1,9
64,8 67,0
64,6 67,1

70 646 | 646 0,04 676 | 67.8 0,68 3,2
64,5 68,7
67,9 69,5

71 67.0 | 67.9 0,01 701 | 69.8 0,24 1,9
67,9 69,8
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64,0 59,5

72 64.0 64,0 0,02 59,7 59,7 0,18 4,3
64,0 59,9
63,0 64,7

73 63,0 62,8 0,25 64.6 64,7 0,05 1,8
62,5 64,7
65,2 64,7

74 65,0 65,1 0,08 65.0 64,9 0,17 0,2
65,2 65,1
58,9 595

75 59,5 59,3 0,33 60,2 60,0 0,38 0,7
59,6 60,3
66,3 66,5

76 66.1 66,2 0,08 66,7 66,4 0,30 0,1
66,3 65,9
60,8 61,6

77 60,6 60,7 0,10 62.4 62,2 0,45 1,5
60,6 62,6
56,1 57,4

78 56,1 56,1 0,00 58.1 57,9 0,32 1,8
56,1 58,1
451 44.8

79 45,1 45,1 0,06 45,4 45,4 0,51 0,4
45,0 46,1
66,9 68,0

80 67,4 67,2 0,21 69,0 68,2 0,59 1,0
67,2 67,6
62,4 62,9

81 62,4 62,4 0,03 63,1 62,8 0,29 0,4
62,3 62,4
66,6 66,5

82 66,5 | 665 0,11 654 | 659 0,47 0,5
66,3 65,9
71,4 72,2

83 71.4 71,4 0,01 72.4 71,9 0,64 0,4
71,4 71.0
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69,4 70,0

84 68,8 69,2 0,29 70.6 70,3 0,25 1,1
69,4 70,3
38,1 38,9

85 38,4 38,4 0,21 40,2 39,4 0,55 1,0
38,6 39,1
67,9 69,5

86 67,9 67,9 0,05 68,7 69,0 0,34 1,1
67,8 68,9
64,8 68,5

87 64,8 64,9 0,17 67,6 68,0 0,37 3,1
65,1 67,8
69,0 68,2

88 69,1 | 69.1 0,06 683 | 682 0,04 0.9
69,0 68,2
61,4 62,0

89 594 60,7 0,90 63.4 63,2 0,98 2,5
61,3 64,4
64,2 64,3

90 64,2 64,2 0,00 64,0 64,2 0,13 0,0
64,2 64,2
57,6 58,6

91 574 | 574 0,15 591 | 588 0,22 1,4
57,2 58,7
69,7 69,8

92 69,0 | 693 0,28 702 | 697 0,46 04
69,1 69,1
56,6 56,7

93 564 | 566 0,11 567 | 57.1 0,57 0,5
56,7 57,9
73,2 71,0

94 73,8 73,6 0,27 71,4 71,2 0,18 2,4
73,8 71,3
69,8 67,7

95 69,7 | 697 0,03 687 | 682 0,42 15
69,7 68,2
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66,1 64,7
96 66,1 | 66.0 0,08 646 | 650 0,46 11
65,9 65,6
66,2 69,4
97 66.5 66,4 0,14 69.5 69,3 0,15 2,9
66,5 69,1
14,6 15,6
98 147 14,7 0,04 173 16,5 0,69 1,8
14,7 16,5
12,0 15,2
29 120 | 120 0,06 151 | 153 0,21 3,3
12,1 15,6
14,4 22,4
100 14.0 14,2 0,19 21,7 22,6 0,82 8,5
14,1 23,7
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APENDICE D - RESULTADOS DA ANALISE DE ESTABILIDADE COM O
METODO NA REGIAO DO MIR

Dias decorridos | Teor de etanol | Teor médio | Desvio-padréo

72,3
0 72,3 72,3 0,03
72,4
71,2
1 71,2 71,2 0,02
71,3
71,1
3 71,1 71,1 0,04
71,1
71,0
5 71,4 71,2 0,16
71,3
71,0
6 70,8 70,9 0,10
70,9
70,9
7 71,1 71,0 0,11
71,1
70,8
8 70,7 70,7 0,04
70,7
70,6
12 70,7 70,6 0,02
70,6
71,2
13 71,0 71,1 0,06
71,2
70,2
14 70,2 70,2 0,02
70,2
70,3
15 70,3 70,3 0,03
70,2




16

70,3

70,5

70,5

70,4

0,06

18

70,6

70,7

70,6

70,7

0,01

19

70,6

70,6

70,5

70,6

0,06

20

70,8

70,8

70,5

70,7

0,10

21

70,1

70,6

70,6

70,4

0,24

22

70,9

70,8

70,9

70,9

0,03

25

70,7

70,7

70,6

70,7

0,04

26

71,1

71,0

71,1

71,1

0,06

27

70,7

70,8

70,8

70,8

0,06

28

71,7

71,8

71,8

71,8

0,02

29

70,9

70,8

70,9

70,9

0,04

30

70,7

70,6

70,6

70,6

0,02
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34

70,5

70,5

70,5

70,5

0,01

40

70,9

70,7

70,9

70,9

0,08

49

70,7

70,8

70,7

70,8

0,05

50

70,8

70,8

70,8

70,8

0,02

59

70,9

70,9

70,8

70,9

0,04

60

71,2

71,2

71,2

71,2

0,03

68

70,7

70,7

70,8

70,7

0,02

70

70,6

70,5

70,4

70,5

0,09

77

70,8

70,7

70,5

70,7

0,11

80

70,8

70,8

70,7

70,7

0,03

90

70,9

70,9

70,9

70,9

0,01

100

71,5

71,6

71,4

71,5

0,08
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APENDICE E — RESULTADOS DAS ANALISES DE ESTABILIDADE COM O

METODO NA REGIAO DO NIR

84

Diag Teor de Teor médio 1 DeS\~/io- Teor de Teor médio 2 DES\NIiO-
decorridos etanol 1 padrdo 1 etanol 2 padrdo 2

75,3 69,1

0 74,1 74,7 0,48 70,0 70,2 1,02
74,7 71,6
77,1 70,2

1 75,9 76,3 0,55 70,2 70,2 0,03
75,9 70,3
73,6 68,5

2 73,7 74,4 1,03 68,9 68,9 0,41
75,9 69,5
72,5 67,3

3 73,7 73,5 0,70 67,0 68,0 1,21
74,2 69,7
74,6 70,4

4 74,6 74,6 0,07 70,1 69,6 0,90
74,7 68,4
76,7 71,8

5 75,4 76,2 0,58 71,9 71,8 0,05
76,5 71,8
74,8 70,2

6 75,4 75,2 0,26 70,5 70,5 0,20
75,3 70,7
77,0 73,8

7 77,2 76,8 0,42 72,7 73,5 0,56
76,2 74,0
76,1 70,2

8 75,2 75,5 0,40 70,9 70,6 0,29
75,2 70,7
73,2 67,5

9 72,3 73,2 0,66 68,5 68,1 0,43
74,0 68,3
75,4 70,3

10 75,0 75,2 0,14 70,3 70,5 0,33
75,2 71,0




85

75,2 70,0

15 75,4 75,2 0,15 70,0 70,2 0,36
75,0 70,8
74,1 69,4

20 73,8 73,9 0,13 69,5 69,3 0,13
73,9 69,2
77,4 70,1

25 76,9 76,8 0,55 70,7 70,6 0,39
76,1 71,1
78,7 69,9

30 78,3 78,6 0,16 70,5 70,6 0,57
78,7 71,3
75,5 70,0

35 75,3 75,3 0,17 69,9 69,9 0,05
75,1 69,9
74,9 72,0

40 75,1 74,7 0,43 69,2 70,2 1,27
74,1 69,4
73,0 69,6

45 73,9 73,2 0,43 69,6 69,2 0,51
72,9 68,5
78,5 72,7

90 78,5 78,4 0,23 70,6 72,5 1,50
78,0 74,3
75,5 72,0

105 75,3 75,4 0,10 71,3 71,6 0,28
75,4 71,6
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