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Analise de Alcool a 70% e Impurezas: Métodos
Analiticos, Controle de Qualidade, Riscos a Saude e
Legislacao

Analysis of 70% Alcohol and Impurities: Analytical Methods, Quality Control, Health Risks

and Legislation
Isabella R. Silva,®™ Jéssica C. Q. de Souza,** Marcone A. L. de Oliveira®*

In March 2020, COVID-19 was declared a pandemic by the World Health Organization, which led to a
series of recommendations regarding personal hygiene, among which, the use of alcohol 70% as hand
sanitizers. Due to the great demand for this product, it became scarce and the regulatory agencies made
the legislation for production by some industries, manipulation pharmacies, and laboratories more flexible.
This situation promoted the commercialization of alcohol-based products within concentrations outside
of the limits, compromising their efficiency. Therefore, this is important that these products are submitted
to rigorous quality control to avoid harm issues to human health. However, ANVISA does not specify an
official method for monitoring alcohol 70%, especially when impurities are present. Within this context,
the present work aims to present the use of the classic technique, such as the gas chromatography, as well
some alternative analytical methods applied to alcohol 70% determination, taking into account literature
reports published in the last two pandemic years.
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1. Introducao

Com o rapido aumento do nimero de casos de pessoas infectadas pelo virus SARS-CoV-2
(do inglés, Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) ao redor do mundo, com cerca
de 114 paises afetados em todos os continentes com exce¢do da Antartida, a COVID-19 (do
inglés, coronavirus disease) foi declarada como pandemia pela Organizagdo Mundial da
Saide (OMS) em margo de 2020." Esta decis@o levou a criacdo de uma série de medidas
pelas autoridades de satide nacionais e internacionais sobre cuidados com a higiene para que
fosse evitada a propagagao do virus, como o uso de produtos a base de solucdes alcodlicas
para a limpeza de mios, superficies, objetos e outros possiveis vetores de transmissio.> A
OMS, por exemplo, passou a ratificar enfaticamente a grande importancia dos hébitos didrios
de higiene e limpeza.?

O adlcool etilico (etanol) e o alcool isopropilico (isopropanol) sdo classificados como
antissépticos ou sanitizantes por possuirem propriedades que inibem o crescimento de
microrganismos em tecidos vivos, como pele e mucosas e superficies, quando em concentracdes
entre 55% e 75% (m/m). Como nao possuem agao residual, apresentam ineficicia na eliminagdo
de esporos e virus ndo-envelopados, sendo ndo recomendado na esterilizacdo de materiais.>
Estes alcoois sdo altamente soliiveis em dgua, devido as fortes ligacdes de hidrogénio que se
formam entre as hidroxilas das moléculas de dgua e dos dlcoois quando estas estdo proximas
umas das outras. Por este motivo, € comum encontrar estes compostos disponiveis no comércio
em preparacoes alcodlicas nas formas liquida, gel ou espuma.?

De acordo com a Resolu¢do RDC 42/2010 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
(ANVISA), as formulagdes liquidas para higieniza¢do das maos devem conter concentragao
alcdolica entre 60% (m/m) e 80% (m/m), enquanto que para as formula¢des em gel e espuma,
a concentra¢do minima deve ser de 70% (m/m),* com um tempo médio de fricgdo de 20
a 30 segundos.’ Nessa concentragio, a presenga de agua retarda a evaporagdo do élcool,
ocasionando maior eficiéncia antimicrobiana e rapida acdo contra virus, bactérias e fungos.
Ao entrar em contato com a membrana celular do microrganismo, a solugao alcodlica provoca
a desnaturacdo das proteinas e o rompimento das estruturas lipidicas nela presentes. Esse
processo de rompimento da membrana é chamado de lise celular e promove a destruicido do
microrganismo.® Por este motivo, solugdes alcodlicas com concentragdes muito altas s30 menos
eficazes devido a sua rdapida evaporagdo apds ser aplicada.’

@ ® This is an open-access article distributed under the 1
BY terms of the Creative Commons Attribution License


mailto:marcone.oliveira@ufjf.br
mailto:jessica.cordeiro@ice.ufjf.br
https://orcid.org/0000-0003-1772-2395
https://orcid.org/0000-0001-5278-9865
https://orcid.org/0000-0001-6026-9608

Andlise de Alcool a 70% e Impurezas

Em 2020, a ANVISA publicou a Resolucdo RCD
422/2020, que apresenta, entre outros topicos, as preparagdes
antissépticas e suas respectivas concentracdes alcodlicas
recomendadas.” Dentre essas preparacdes estdo o dlcool
etilico 70% (m/m) (70° INPM), dlcool etilico glicerinado
80% (v/v) (80° GL), alcool gel, alcool isopropilico
glicerinado 75% (v/v) (75° GL) e digliconato de clorexidina
0,5% (m/v).

1.1. Composicado da formulagdo em gel

A formulagdo em gel descrita no Formulario Nacional
da Farmacopeia Brasileira (2012) é composta por alcool
etilico 96° GL, carbomer 980, solugdo de trietanolamina
a 50% (m/v) e dgua purificada.® O carbdémer 980, ou
carbopol, € um polimero carboxivinilico hidrossolivel
de alta massa molecular derivado do 4cido poliacrilico
frequentemente empregado por industrias de cosméticos
e farmacguticas.? O carbopol € um gelificante que, quando
disperso em meio aquoso, age como espessante elevando
a viscosidade da solucdo. O comportamento reolégico do
produto final, assim como sua estabilidade, pode variar
com o tipo de polimero utilizado durante a producgdo do
dlcool gel.*!° Outro polimero também muito utilizado € a
hidroxietilcelulose, um derivado da celulose, conhecido
comercialmente como Natrosol."' Com a alta demanda e
escassez de espessantes, novos compostos foram utilizados
na producdo da formulagdo em gel, como o polimero
hidroxipropilmetilcelulose comercializado pelo nome de
HPMC kolagel®, e uma dispersido de copolimero acrilico,
comercializada pelo nome de Luvset®360. '

Com o avanco da pandemia de COVID-19 em 2020, a
procura por preparagdes antissépticas cresceu rapidamente,
provocando a sua escassez em muitos estabelecimentos
comerciais. Neste contexto, a OMS publicou o “Guia
da Organizacdo Mundial da Satdde para produgio de
solucdes antissépticas”,'® e a ANVISA disponibilizou o
guia “Orientacdes Gerais para Producdo de Formulagdes
Antissépticas Alcodlicas”,' além de, junto com a RDC
422/2020,” isentar o registro desses produtos, devido a
emergéncia de saide publica internacional em vigéncia."

O guia da ANVISA foi baseado no Formulario Nacional
da Farmacopeia Brasileira e no guia da OMS,*!3 e apresenta
informacdes sobre a produgdo, o armazenamento € o
controle de qualidade ap6s a producdo para as preparagdes
antissépticas em gel." Duas formulagdes s3o recomendadas e
a principal diferenca entre elas estd no tipo e na concentracio
de dlcool empregado, uma vez que sdo usados o dlcool
etilico 96% (m/m) e o dlcool isopropilico 99,8% (m/m). Os
demais componentes, peréxido de hidrogénio 3%, glicerol
98% e agua destilada, s3o comuns as formulagdes.'*

1.2. Fraudes na producéo de alcool gel

Devido a isenc¢do de registro e da publicagdo de
orientacdes para produgdo de dlcool gel pela ANVISA,

muitas inddstrias, farmacias de manipulagao e laboratérios
passaram a se dedicar a producdo de antissépticos ou
sanitizantes para suprir a alta demanda durante a pandemia
de COVID-19. Entretanto, constatou-se a disponibilidade
no mercado popular de alcool gel produzido a partir de
receitas caseiras, as quais podem ser encontradas facilmente
na internet e que ndo garantem a eficicia semelhante ao
produto industrializado.'® Esta atitude coloca em risco tanto
a seguranca dos individuos que fabricam estes produtos
quanto daqueles que possam vir a utiliza-los. A manipulacdo
e mistura de produtos inflamdveis sem os devidos cuidados
ou sem conhecimento prévio das reagdes que podem ocorrer
durante a producdo pode levar a acidentes graves. Por ndo
ser submetido a um controle de qualidade, ndo € possivel
inferir se o dlcool gel produzido a partir destas receitas serd
eficiente na higienizacdo das maos ou se poderd causar
reacdes inesperadas como intoxicagao, irritacdes na pele e,
em casos mais graves, queimaduras. Por esse motivo, apenas
empresas regularizadas por 6rgaos de vigilancia sanitdria e
que possuem profissionais devidamente capacitados podem
fabricar esse tipo de produto.!”

Nesse contexto, no Brasil foram relatados diversos
casos em que os produtos apreendidos apresentavam
concentragdes alcodlicas fora dos limites exigidos pela
ANVISA e, em alguns casos, também foram detectadas
a presenca de substancias que seriam ineficazes na
higienizagdo das maos ou prejudiciais a saide.

No Rio Grande do Sul, o Departamento de Pericias
Laboratoriais do Instituto-Geral de Pericias (IGP) apreendeu
amostras de dlcool gel 70% (m/m) falsificadas.'® Nas
andlises realizadas pelo laboratério, em média, 65% do
material que havia sido recolhido estava impropria para o
uso e, em alguns casos, foram identificadas amostras em
que a concentragdo alcodlica era apenas de 16% (m/m).
Segundo a pericia, houve a suspeita do uso de cachaga e
de combustivel etanol como matéria-prima no processo
de preparacdo dos produtos, o que pode causar irritagdes
e alergias na pele. A fim de evitar que o consumidor seja
exposto a este tipo de produto, € recomendado estar atento
as informagdes contidas na embalagem como o nome do
fabricante, a data de vencimento, o nimero do lote € 0 nome
do farmacéutico responsavel pela composicdo. A andlise
desses produtos foi realizada pela técnica de cromatografia
em fase gasosa com detec¢do por ionizacdo de chamas
(GC-FID - gas chromatography with flame ionization
detection), sendo a primeira vez que o laboratério realizou
este procedimento em amostras de dlcool gel.'®

O Nicleo de Quimica Forense (NUQFO) da Pericia
Forense do Estado do Ceard (Pefoce) em parceria com
o Niucleo de Tecnologia e Qualidade Industrial do Ceara
(Nutec), desde marco de 2020 até as primeiras semanas
de abril de 2021, ja havia realizado 17 investigacdes
envolvendo amostras de dlcool gel e liquido adulterados. Por
meio desta parceria foi possivel desenvolver metodologias
para que fosse criado um protocolo de andlise. Além dos
produtos estarem fora das especificagdes exigidas pela
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ANVISA em relagdo a concentragdo alcodlica, os peritos
também identificaram a presenga de substincias inesperadas
e ineficientes no combate ao virus, como gel capilar sendo
comercializado como dlcool gel, e substincias téxicas,
como metanol, cloroférmio e contaminantes origindrios de
combustivel etanol. Para realizar as andlises das amostras
de élcool gel foi utilizado um densimetro para determinar
o teor alcodlico e a GC-FID para identificar possiveis
contaminantes, como os hidrocarbonetos derivados de
combustiveis."

J& para o Laboratério de Andlises Quimicas do Instituto
de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT) foi necessario desenvolver
um método para determinar o teor de etanol presente em
higienizadores para as maos. Pela GC-FID foi realizada a
quantificagdo do etanol presente em sete amostras de dlcool
gel que, de acordo com suas embalagens, deveriam conter uma
frac@o de 70% (m/m), sendo também testado o efeito do banho
ultrassdnico no preparo das amostras. Ao fim das andlises, 0s
valores das concentragdes de etanol obtidos variaram entre
53,9% e 65,3% (m/m), ficando abaixo do valor indicado no
rétulo e das especificagdes da ANVISA. A divergéncia nos
valores foi atribuida ao processo de fabricagio, onde as perdas
por volatilizacdo provavelmente ndo foram consideradas.
Através do novo método desenvolvido pelo laboratério
pode-se constatar boa repetibilidade, reprodutibilidade e
especificidade dentro da faixa de aplicacdo. O tempo total
de andlise, da prepara¢do da amostra até a obteng@o dos
resultados, foi de 20 minutos.?

1.3. Determinacgdo do teor alcodlico

Com o aumento da fabricagdo e comercializa¢do dos
produtos antissépticos, o controle de qualidade destas
preparacdes alcodlicas € imprescindivel para evitar a
falsificacdo e prejuizo para saide dos individuos. Essa
etapa deve ser feita através de testes laboratoriais com
procedimentos adequados para determinar se a concentracao
alcodlica estd dentro dos limites preconizados pela ANVISA.
No entanto, a ANVISA nio especifica um método para a
determinagdo da concentragdo alcodlica em solugdes, além
da presenca de impurezas,? sendo possivel apenas verificar
se o produto possui autorizacido para comercializagdo.
Esse procedimento € realizado pela verificagdo do nimero
do CNPJ indicado no rétulo do produto e o nimero de
Autorizagdo de Funcionamento da Empresa (AFE) que
podem ser consultados no site da ANVISA."*?!

A determinagdo do teor alcodlico de uma solucio pode
ser realizada utilizando-se um alcodmetro, mas este método
s6 pode ser empregado em misturas que contenham apenas
dgua e etanol, em uma temperatura conhecida. Quando
ha a presenga de outras substancias indesejadas, como o
metanol, a densidade e a concentracdo alcodlica do produto
sofrem pequenos desvios. Neste caso, € necessario 0 uso
de técnicas mais sofisticadas como a GC e a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC - High Performance
Liquid Chromatography).'®
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A GC € uma técnica analitica de separacgdo utilizada
para a realizacdo de andlises qualitativas e quantitativas,
e na separagdo de compostos voldteis ou que possam ser
volatilizados.” A amostra é vaporizada ao ser introduzida
no injetor, com o auxilio de uma microseringa, sendo entao
transportada por um fluxo de gds inerte continuo, também
conhecido como gés de arraste ou fase mdvel. A temperatura
do injetor dever ser alta o suficiente para vaporizar a
amostra instantaneamente sem que haja o risco de sofrer
decomposi¢do. Em seguida, os componentes da amostra
sdo separados ao passarem pela coluna cromatografica que
contém a fase estaciondria, podendo esta ser liquida ou
solida. A escolha do tipo de coluna cromatografica, principal
responsavel pela separagdo dos componentes presentes
na amostra, a ser utilizada deve levar em consideragdo
as propriedades dos analitos.” Apds a separacio, estes
componentes cruzam a janela de detec¢do, sendo gerado
um sinal que € proporcional a quantidade do analito que
foi eluido.?

Devido a volatilidade dos alcoois, esses produtos
sdo frequentemente analisados por GC. Neste cendrio,
investigamos o uso da GC para a determinacdo da
concentracdo alcodlica em produtos antissépticos ou
sanitizantes nas formulacdes liquida, gel e espuma, além
da identificacdo de impurezas prejudiciais a saude. As
referéncias utilizadas neste trabalho foram obtidas usando
diferentes bases de dados, como Web of Science, Science
Direct e Google Académico. As palavras-chaves utilizadas
para encontrar os artigos foram gas chromatography, hand
sanitizers, ethanol, isopropylalcohol, cromatografia gasosa,
dlcool gel, etanol, isopropanol ou dlcool isopropilico.
O intervalo de tempo considerado foi de 2 anos (2020-
2021) devido a emergéncia do tema frente a pandemia de
COVID-19.

2. Cromatografia em Fase Gasosa para a
Determinacao da Concentracdo Alcodlica

Nos tltimos dois anos foram publicados 8 artigos que
abordam o uso da GC para a andlise da concentrag@o alcodlica
em preparagdes antissépticas nas formulagdes liquida, gel
e espuma. Todos os artigos enfatizam a necessidade de
métodos de controle de qualidade, principalmente devido
a alta demanda durante a pandemia de COVID-19. Essa
situacdo provocou a flexibilizagdo para a produgdo e a
comercializacdo, resultando na permissido temporaria
do uso de matérias-primas e outras substituicdes nessas
formulacdes pelas agéncias reguladoras governamentais.

Na Tabela 1 é possivel observar as condigdes
cromatograficas e do detector, descritas nos trabalhos
encontrados, para a andlise de etanol, isopropanol e metanol,
sendo que este ultimo dlcool possui alta toxicidade.

O detector por ionizagdo em chama (FID — flame
ionization detector) € um detector simples, de baixo custo,
com alta sensibilidade e eficiente para andlises de dlcoois.



Andlise de Alcool a 70% e Impurezas

Baseia-se na combustdo da amostra quando esta entra em
contato com uma chama de gas hidrogénio e ar.>* Por ser
mais acessivel, foi utilizado em sete artigos. Em apenas
um artigo foi utilizado a deteccdo por espectrometria
de massas (MS — mass spectrometry), que se baseia na
razdo massa/carga dos fons dos analitos, focando em
identificar e quantificar as possiveis impurezas presentes
nas amostras. Apesar de ser considerado universal e com
alta sensibilidade, esse detector € menos acessivel devido
ao alto custo do equipamento e de reagentes.?

O preparo das amostras caracteriza uma etapa importante
a ser otimizada. De acordo com a Tabela 1, estudo aborda o
uso da microextracdo em fase sélida (SPME- solid phase
microextraction), dois artigos utilizaram a técnica headspace
(HS), que consiste em extrair os componentes volateis
seguida da inje¢do automadtica no equipamento, enquanto
que os demais trabalhos apresentam um procedimento de
diluicao, seguido ou ndo, por etapas de homogeneizacao e
filtrag@o.

O método que utiliza a GC-FID para a determinagdo
de etanol em 7 amostras de higienizadores para maos em
gel, além do uso do banho ultrassénico no preparo das
amostras, foi desenvolvido por Lacerda e colaboradores.” A
avalia¢do do melhor procedimento para a homogeneizagao
das amostras foi realizada considerando a agitacdo manual,
por 2 minutos, e o banho ultrassdnico, por 2 minutos
a 25 kHz. O tempo ajustado para o banho ultrassonico
foi de 2 minutos, pois se a agitacdo ocorresse por um
tempo prolongado, haveria um aumento na temperatura
da solugdo, provocando a volatilizagdo do etanol. Os
resultados indicaram que a homogeneizag¢ao das amostras
foi mais eficiente com a utilizacdo do banho ultrassdnico,
pois houve aumento na reprodutibilidade dos resultados. As
amostras apresentaram concentragdes alcodlicas variando
entre 53,9% e 65,3% (m/m), valores abaixo da concentracio
declarada no rétulo e da concentracio recomendada para
serem classificados como produtos sanitizantes pela
ANVISA. Esta diferenca pode ser atribuida ao processo
de fabricacdo que exige um longo tempo na etapa de
homogeneizagdo para incorporar o etanol na matriz do gel.
Como o etanol € uma substancia muito volatil, se durante
sua produgdo ndo for contabilizada algumas perdas devido
a volatilizagdo ao longo do processo, a concentragdo final
pode ser bem inferior ao valor esperado.

O uso da HS foi descrito em dois estudos. Uma avaliagdo
do teor alcodlico de 30 amostras de diversos higienizadores
para as maos por GC-FID, utilizando a técnica de HS
para extracdo e injecdo dos compostos da amostra, foi
realizada por Berkkan & Ulutas.” Para a realizacdo das
andlises, padrdes de etanol, isopropanol e metanol com
dgua deionizada foram preparados para evitar a evaporagao
dos alcoois. A identificacdo dos analitos foi realizada
pelas comparagdes de seus tempos de retencdo (t;) com
os tempos de retencdo dos padrdes puros sob as mesmas
condi¢des cromatograficas. Os dlcoois de interesse foram
detectados na presenca de componentes, como o glicerol,

sem interferéncias e sem qualquer necessidade de realizar
um processo de purificagdo. Os resultados indicaram que
a concentracdo alcodlica total estava na faixa de 1,2 a
88,2% (m/m). Onze das 30 amostras que foram testadas
apresentaram etanol com concentragdo inferior a 50%
enquanto dois produtos testados apresentaram metanol em
suas composicoes.?

A importancia em diferenciar as preparacdes alcodlicas
que sdo antissépticas ou sanitizantes dos produtos que sio
considerados cosméticos foi abordada no segundo estudo
conduzido por Berardi e pesquisadores.’” Os autores
apresentam o uso da GC-FID, com preparo de amostra
por HS e SPME, para a andlise de etanol em 7 amostras
de dlcool gel, classificadas em dois produtos biocidas e
cinco produtos cosméticos.” O trabalho teve como objetivo
verificar se a concentrag@o estava de acordo com o valor
indicado na embalagem e com a faixa de concentracio
recomendada pela OMS para garantir a desinfecgdo, que ¢
de 60% (v/v), ou 52,1% (m/m).?” A quantificacdo do etanol
foi realizada por padronizagdo externa, a partir das andlises
de padrdes de etanol com concentragdes conhecidas. Os
resultados indicaram que as duas amostras classificadas
como biocidas possuiam concentragdo igual ou acima
do limite (= 60% m/m). Entretanto, foram observadas
discrepancias entre o valor indicado no rétulo de cada
biocida, 74% e 70% (m/m), e o valor obtido na quantificacio
por GC, 64% e 66,1% (m/m), respectivamente. Em relacio
as amostras classificadas como produtos cosméticos, todos
os ingredientes devem ser indicados no rétulo, mas nao €
exigido especificar a concentracio alcodlica presente. Os
resultados indicaram que uma amostra possuia concentracio
igual ou acima do limite (> 60% m/m), enquanto que as
outras quatro amostras possuiam concentraciao abaixo ao
limite (< 60% m/m). Estes produtos ndo sdo indicados para
a desinfeccdo, devido a baixa concentragio alcodlica. Nao
houve detec¢do de metanol em nenhuma das amostras.*’

Com o mesmo objetivo de diferenciar preparagdes
antissépticas ou sanitizantes de produtos cosméticos, um
método por GC-FID para determinagdo da concentracio
alcodlica de 50 amostras de higienizadores de maos de
diferentes formulagdes e origens foi desenvolvido por
Yusuf e colaboradores.?® Dentre as amostras analisadas, 38
eram formulagdes liquidas, 11 em gel e 1 em spray, sendo
produtos comerciais e de fabricacdo artesanal, conforme
as orientacdes da OMS. Das 50 amostras totais, apenas 21
apresentaram concentracdo de etanol igual ou acima de
70% (m/m), das quais 18 sdo formulagdes liquidas, 2 em
gel e 1 em spray. Dos 41 produtos comerciais analisados,
14 possuiam teor alcodlico igual ou maior que 70% (m/m).
Sobre os 8 produtos artesanais analisados, 7 apresentaram
teor alcdolico acima de 70% (m/m), porém dentro da faixa
permitida. O etanol estava presente na maioria das amostras
como componente principal, enquanto que apenas duas
amostras apresentaram isopropanol e em um produto foi
identificada uma mistura de etanol e isobutanol. A presenga
de metanol ndo foi detectada em nenhuma amostra. A
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Tabela 1. Métodos analiticos utilizados para a determinacdo da concentragdo alcodlica em produtos higienizadores para as maos

Analitos f():ll:l(l)l::ﬁo Preparo da amostra g:tc:cl:;/) Condicoes Instrumentais Condicoes do detector  Ref.
Coluna: Poraplot Q (10 m x 0,32 mm
Dilui¢do em n-butanol, x 0,10 um). Injetor: Split, 50:1, 0,5 uL,
seguido de agitagdo : 250 °C. Gas de arraste: Hélio 3 mL ) o
Etanol Gel manual ou banho GC-FID min’'. Gradiente forno: 85 °C (2 min), Temperatura: 280 °C 2
ultrassonico, e filtracao 35 °C min™" até 260 °C (5 min). Tempo
de corrida: 15 min.
Coluna: DB-624 (39 mx 0,32 IIlIZl, Temperatura: 230 °C.
- . . 1,8 um). Injetor: Split, 200:1; 200 °C.
. Adicdo de dgua seguido p o . Gases da chama:
Etanol, isopropanol de diluico e injecio GC-FID Gas de arraste: Hélio 1,0 mL min™'. H, (30 mL min") 2%
e metanol rfo us uee Gradiente forno: 40 °C (5 min), 5 °C 2 4s seco ’
min até 60 °C, 30 °C min™ até 210 °C (40§ mL min)
(4 min). Tempo de corrida: 18 min.
Coluna: silica fundida Supelcowax-10
(60 m x 0,25 mm, 0,25 um). Injetor:
Etanol Gel HS-SPME GC-FID Sp ll,t l.ess, > min, 250 C. G?S de arraste: Temperatura: 260 °C 27
Hélio 1,0 mL min'. Gradiente forno:
65 °C, 6 °C min™ até 155 °C, 20 °C
min! até 250 °C.
Coluna: HP-INNOWax de polietileno
Etanol glicol (25 m x 200 um x 0,20 um).  Temperatura: 200 °C.
iso ro’anol Gel. liquido e Injetor: Split, 30:1; 1 pL, 140 °C. Gas Gases da chama:
r;lefangl . Ol’,ltl‘as ,s ?a Nio especificado GC-FID de arraste: 1,4 mL min"'. Gradiente H, (40 mL min™), 28
impurezas pray forno: 35 °C (1 min), 5 °C min™' até Ar (150 mL min),
P 40 °C, 15 °C min™' até 75 °C (1 min), N, (25 mL min™")
25 °C min™ até 220 °C.
Coluna: DB-624 (30m x 0.25 L
. . Fonte de ionizagdo:
mm, 1.4 um). Injetor: Split, 50:1, impacto de elétrons
Etanol, i 1 a . 1uL, 250 °C. Gé - Héli .
t.ano » 1S0pEOpanc N.ao Dilui¢do em ACN GC-MS H 50. IC Gis d © arraste: He ]S (70 eV). Analisador: 29
e impurezas especificado 1,0 mL min™. Gradiente forno: 40 °C trinlo quadrunolo
(5 min), 30 °C min"! até 240 °C Fang ds - 59_1 s
(4 min). Tempo de corrida: 15.667 min. ’
Coluna: RXI-1301 Sil MS (60 m x
250 um, 1 um). Para etanol e
Gel: diluicio em 1sopropanool - Injf:tor: Split, 100:,1,.
dgua, com adicdo de 04 uL, 250 °C. Gds de arraste: Helio Temperatura: 250 °C
Etanol, gud, com acie GC-FID 1 mL min". Gradiente forno: 40 °C P : '
. padr@o interno e HCI . . . o o o Gases da chama:
isopropanol, L. (alcoois) (1 min), 10 °C min™' até 250 °C .
Gel e liquido concentrado . . . H, (34 mL min™), 30
metanol e L. o GC-MS (10 min). Tempo de corrida: 32 min. .
. Liquido: dilui¢do em . . . . Ar (375 mL min') e
impurezas 4oua. com adicio de (impure-zas)  Para impurezas - Injetor: Split, 50:1, N, (29 mL min")
& o intefno 0.4 L, 275 °C. Gds de arraste: Hélio 2
p 1 mL min™'. Gradiente forno: 40 °C
(1 min), 5 °C min™! até 250 °C (5 min).
Tempo de corrida: 48 min.
Etanol, Gel:.Adlgao de solugdo Coluna: DB—624 (39 m x 0,32 mm, Temperatura: 250 °C.
. de dicloro-metano com 1,80 um). Injetor: Split, 40:1; 1 L, 140
isopropanol, 4-metil-2-pentanol °C. Gés de arraste: Hélio 6 mL min’! Gases da chama:
metanol, Gel e liquido . P L GC-FID e . . o Ar (400 mL min), 31
p seguido de agitagdo e Gradiente forno: 40 °C (5 min), 20°C .
acetaldeido e b R . H, (30 mL min™) e
outras impurezas filtracdo min até 225 °C (2,5 min). Tempo de N, (25 mL min")
P Liquido: sem tratamento corrida: 16.75 min. ?
Coluna: ZB-WAX plus (60 m x
Etanol, Diluicio em deua e 0,25 mm, 0,25 um). Injetor: 270 °C.
isopropanol, adicio (fe a drﬁogintemo GC-FID Gas de arraste: Hélio 1,36 mL min”'.  Temperatura: 270 °C 32
metanol ¢ P Gradiente forno: 45 °C (7 min), 30 °C

min™ até 240 °C (7 min).

FID: flame ionization detector; GC: gas chromatography; HS: headspace; MS: mass spectrometry; SPME: solid phase microextraction.

acima de 70% (m/m) evidenciam a capacidade de desnaturar
as membranas lipidicas e proteicas dos microrganismos.
Esses trabalhos reforcam a necessidade do controle de

maioria dos produtos analisados ndo podem ser classificados
como higienizadores de méaos, mas como cosméticos,
porque apenas produtos contendo concentracio alcodlica
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qualidade, especialmente nos niveis de fabricagio de atacado
e varejo, para garantir que o consumidor obtenha produtos
de boa qualidade, com agdo antisséptica e devidamente
rotulados.?®

Outro tépico importante no controle de qualidade € a
deteccdo de impurezas e/ou contaminantes nas preparagdes
antissépticas, sendo necessario o uso de detectores mais
sensiveis, como o MS. Um procedimento analitico utilizando
a GC-MS para avaliar a qualidade dos higienizadores para as
maos, considerando a concentragdo de etanol, isopropanol e
apresenga de impurezas que possam ser prejudiciais a satde,
foi desenvolvido pela U. S. Food & Drug Administration
(FDA).” De acordo com as orientacdes da FDA, as possiveis
impurezas sdo divididas em duas categorias, ou seja,
nivel 1 e nivel 2. As impurezas de nivel 1 correspondem
ao metanol, benzeno, acetaldeido e acetal. Ja as impurezas
de nivel 2 correspondem a acetona, 1-propanol, acetato de
etila, 2-butanol, isobutanol, 1-butanol, 3-metil-1-butanol e
dlcool amilico. Neste trabalho, as impurezas classificadas
como nivel 1 foram avaliadas de forma quantitativa e as
impurezas de nivel 2 foram avaliadas qualitativamente
utilizando uma abordagem de teste limite.?” Para realizar
a identificacdo das impurezas foram feitas comparacdes
entre as amostras e os padrdes, considerando os tempos
de retencdo e os espectros de massas correspondentes
disponiveis no NIST17 MASS SPECTRAL LIBRARY. Os
cromatogramas associados as andlises em questdo podem
ser visualizados através da consulta ao documento da FDA
disponibilizado gratuitamente na internet.”” O método foi
eficiente para a identificagcdo e quantificacdo dos dlcoois
etanol e isopropanol, e das impurezas.”

Com o mesmo objetivo secundario de identificar
impurezas, a concentragio alcodlica e a presenca de
impurezas em 72 amostras de higienizadores para
as maos, de diferentes marcas e formulacdes, foram
determinadas mediante emprego de quatro métodos
analiticos desenvolvidos pelo National Institute of
Standarts and Technology (NIST), agéncia governamental
do Departamento de Comércio dos Estados Unidos.*® Os
autores relatam o uso da GC-FID como técnica cldssica
e de referéncia, e o uso de técnicas alternativas para a
analise, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo por ultravioleta (HPLC-UV — high performance
liquid chromatography coupled to ultravioleta detection),
aressonancia magnética nuclear (NMR — nuclear magnetic
ressonance) e a reflexdo total atenuada no infravermelho
com transformada de Fourier (ATR-FTIR - attenuated total
reflectance Fourier-transform infrared spectroscopy).’
Entre as amostras estavam formulagdes provenientes de
locais que passaram a produzir durante a pandemia de
COVID-19 de acordo com o guia disponibilizado pela
OMS." Alguns dos métodos utilizados pelo NIST também
foram avaliados para formulagdes mais complexas,
semelhantes as encontradas no comércio, em que hd a
presenca de agentes gelificantes. As técnicas de GC-FID e
HPLC-UYV foram utilizadas para a quantificagao dos analitos

e das impurezas, enquanto que a técnica de ATR-FTIR foi
utilizada como screening para estimar o teor de etanol nas
amostras, ¢ a NMR foi utilizada como screening para o
etanol e para detectar possiveis impurezas.*

Para a determinagdo quantitativa do etanol foram
aplicados os quatro métodos desenvolvidos e os resultados
indicaram que cinco amostras estavam com concentracio
alcodlica abaixo de 60% (m/m), que € o limite recomendado
pela OMS. Além disso, uma das amostras apresentou
concentragdo alcodlica de 27,2% (m/m), muito abaixo do
valor recomendado e indicado no rétulo.*® O isopropanol
foi detectado como componente principal em apenas uma
amostra, e nas outras estava em niveis bem mais baixos.*
O metanol foi identificado de forma qualitativa, sendo que
as técnicas de GC-FID e RMN apresentaram resultados
concordantes enquanto que os resultados por HPLC-
UV indicaram divergéncias com alta variabilidade. Esse
fato se deve provavelmente as condi¢des das amostras
e a concentragdo estar abaixo do limite de deteccdo. Os
resultados de screening por NMR indicaram de forma
quantitativa que quatro amostras apresentaram teor de
metanol acima do limite permitido pela FDA. Ao utilizar a
técnica de GC-FID, considerada como técnica cldssica para
andlise de compostos volatéis como os alcéois, trés amostras
excederam o limite permitido.*

Os autores apresentam uma tabela de comparagdo
entre a técnica classica e as alternativas, considerando suas
aplicabilidade, vantagens e desvantagens para a andlise de
etanol, isopropanol e metanol, conforme pode ser consultada
no documento dispobilizado de forma gratuita na internet.*
Sobre a GC, o detector FID foi escolhido como principal
por ser simples, robusto e com alta reprodutibilidade, sendo
desenvolvido um método especifico para a determinacio
de etanol e outro para o isopropanol. O uso do detector
MS auxiliou nas medidas qualitativas adicionais para
a identificacdo de impurezas. O método por GC foi
adequado para a quantificagdo dos componentes alcodlicos
e impurezas presentes em higienizadores de mao. Os
cromatogramas associados as andlises em questdo podem
ser visualizados através da consulta ao documento do NIST
disponibilizado gratuitamente na internet.*® Apesar do tempo
de andlise elevado, esse parametro pode ser modificado
otimizando a programacgdo de temperatura do forno. A
presenca de impurezas em diferentes concentragdes nas
formulacdes pode ser um fator limitante para a utilizacio
do detector FID, devido ao seu limite de deteccdo ser maior
do que o detector por MS, por exemplo. Nesses casos, se
faz necessario o uso de preparos de amostras especificos,
como por exemplo, uma dilui¢do menor da amostra e etapas
de pré-concentracio dos analitos.

Com a permissdo tempordaria do uso de matérias-primas
e outras substitui¢des nos higienizadores de maos pelas
agéncias reguladoras, a rapida fabricacdo e disponibilizacio
desses produtos fez com que etanol com concentragdes
elevadas de impurezas téxicas, como o acetaldeido e o
metanol, fosse amplamente utilizado. Neste contexto, 26
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formulacdes liquidas e 16 em gel de higienizadores para
as maos, adquiridos no comércio local e na internet, foram
analisados, em relagdo a presenga de nove impurezas para
determinar suas conformidades com as normas provisorias
da agéncia governamental Health Canada, utilizando a
GC-FID em um estudo descrito por Tse e colaboradores.*!
O preparo das formulagdes em gel consistiu em uma
extragdo dos analitos com diclorometano, enquanto que
as formulacdes liquidas ndo tiverem nenhum tratamento
antes da inje¢ao no equipamento de GC.' Das 42 amostras
analisadas, 11 ndo estavam de acordo com as normas € o teor
de etanol nas amostras liquidas variou entre 63% a 90% (v/v),
sendo que apenas uma amostra apresentou concentracao de
50%.! Apesar de ndo ter sido quantificado, o isopropanol foi
detectado em 12 amostras. Duas amostras em gel continham
isopropanol como ingrediente ativo, enquanto que quatro
amostras (trés liquidas e uma em gel) continham uma
mistura elevada de etanol e isopropanol como ingredientes
ativos. As seis amostras restantes indicavam a presenca de
quantidades minimas deste composto.*!

Inicialmente, eram permitidas concentracdes de
acetaldeido inferiores a 1000 ppm. No entanto, em junho de
2020, esse valor foi reduzido para 400 ppm e posteriormente
para 75 ppm (em setembro de 2020). Essa queda nos limites
permitidos foi atribuida em parte aos processos de destilagdo
e purificacdo que foram melhorados em muitos locais de
producdo. Normalmente, os higienizadores de maos sdo
formulados usando etanol de grau farmacéutico, sendo
limitada a concentracéo de 10 ppm de acetal e acetaldeido.
Felizmente, das 42 amostras analisadas, 31 estavam de
acordo com as diretrizes provisérias da Health Canada para
etanol de grau técnico, enquanto que as outras 11 amostras
apresentaram alta concentragido de acetaldeido.’' Outras
impurezas também foram detectadas, como o 1-propanol,
acetato de etila, 1-butanol e isobutanol, entretanto, suas
concentracdes estavam abaixo dos limites provisorios
individuais da Health Canada. Na maioria dos produtos
analisados foram detectadas a presenca de umectantes,
como glicerol e 1,2-propanodiol, que sdo normalmente
adicionados como um agente hidratante. Das 26 amostras
liquidas, 20 amostras continham glicerol. As presencas de
outros componentes, como fragrancias, podem dificultar as
andlises destes produtos.’!

Os cromatogramas das amostras em gel apresentaram
diversos picos ndo identificados, sugerindo, possivelmente,
a contribui¢do de aditivos, como por exemplo, fragrancias.
Na maioria dos produtos analisados, as impurezas que
foram identificadas e quantificadas indicam uma toxicidade
minima para o consumidor. No entanto, a presenga de
compostos ndo identificados pode ser preocupante, pois
eles representam uma parcela significativa das impurezas
totais em varias das amostras analisadas.”

O uso de etanol com alto teor de impurezas na fabricagao
de preparagdes antissépticas também foi reportado por
Abuga e colaboradores.*> Os pesquisadores desenvolveram
um método por GC-FID para determinar a concentragao de
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etanol, isopropanol e metanol de 74 higienizadores de maos,
de diferentes marcas. Cerca de 62 amostras apresentavam
os alcoois permitidos individualmente ou uma mistura
de etanol/isopropanol, com niveis variados de metanol,
enquanto que em 11 amostras foi detectado o uso do metanol
como substitui¢io e principal constituinte. Em uma amostra,
nem etanol ou isopropanol foram detectados enquanto que a
concentragdo de metanol estava abaixo do limite permitido.
As amostras foram avaliadas em relagdo a soma total de
etanol e isopropanol, sendo 8 amostras com concentracio
alcodlica > 60 % v/v, 30 amostras cumpriram com os limites
de metanol presente, enquanto que nas amostras restantes
foi verificado o uso de metanol como substituinte ou acima
do limite de 630 ppm. Outras 18 amostras apresentaram
diferentes tipos de dlcoois dos indicados no rétulo como
os principais ingredientes ativos. No geral, apenas trés
das amostras analisadas cumpriram todos os testes a que
foram submetidos, enquanto que todas as outras amostras
restantes falharam em pelo menos um dos testes. A partir
dos resultados obtidos foi possivel observar a grande
quantidade de produtos abaixo do padrdo ou falsificados
na drea de estudo, resultado da grande demanda devido a
pandemia de coronavirus e o fato de muitos dos fabricantes
ndo possuirem experiéncia na produco.*?

O uso de etanol impuro pode ter sido o responsavel pelo
alto nimeros de amostras em que a presenga de metanol foi
detectada. E necessario que os fabricantes fiquem atentos aos
fornecedores de alcoois, através da constatacdo de laudos
oficiais ou pela realizacdo de testes nas matérias-primas
antes do uso. Além disso, diversos produtos apresentaram
componentes voldteis que ndo foram identificados e que
requerem uma maior investigagdo. Para que isso seja
possivel, € mandatdrio o uso de técnicas mais avancadas
como a GC-MS.*?

3. Consideracgoes Finais

A pandemia de COVID-19 proporcionou um aumento
na procura por preparagdes alcodlicas antissépticas
ou sanitizantes, levando a flexibilizacdo da legislagcdo
de produgdo e comercializacdo desses produtos pelas
agéncias reguladoras, como a OMS e a ANVISA. Dentro
desse cendrio, amostras de higienizadores para maos nas
formulacdes liquida, em gel e em spray, passaram a ser
analisadas e avaliadas quanto a concentracio alcodlica. As
técnicas de GC-FID ou GC-MS possuem caracteristicas
compativeis para a andlise de dlcoois e ao longo dos anos
vém sendo aplicadas como técnica de referéncia para
a determinag@o da concentracio alcodlica em diversos
produtos. Dentre as vantagens, podemos destacar a alta
seletividade e precisdo, alta sensibilidade associada ao
uso de diferentes detectores, uso do injetor adaptado com
a técnica headspace, a qual permite prolongar a vida util
das colunas e evitar contaminagdes no injetor, além de ser
uma técnica amplamente difundida entre os pesquisadores
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e laboratérios com foco em andlise pericial ou pesquisa.
A partir do levantamento realizado neste estudo de revisdo,
observamos que diferentes condigdes cromatograficas sao
empregadas para a andlise da concentragdo alcodlica,
destacando-se o uso de colunas com diferentes fases
estaciondrias e dimensdes, a temperatura do detector FID e
o preparo das amostras de acordo com o tipo da formulacdo
(liquida, em gel ou em spray). Em todos os trabalhos
considerados na presente revisdo utilizaram programacio
de temperatura, a qual favorece a identificacdo simultanea
de diferentes substancias, com diferentes pressdes de vapor,
em uma mesma amostra, tendo o gés hélio empregado como
gés de arraste. O uso do detector MS ¢é relevante quando
se deseja identificar e quantificar impurezas, uma vez
que esses compostos geralmente estdo em concentragdes
muito pequenas. A otimizagdo desses pardmetros durante o
desenvolvimento de um método € essencial para obtengdo
de resultados adequados e eficientes ao objetivo do trabalho.
Nesse contexto, a auséncia de um método oficial
recomendando pela OMS ou ANVISA para a determinacio
da concentragdo alcodlica de higienizadores para as
maos foi o ponto critico para que fossem incentivados o
desenvolvimento de métodos novos ou alternativos por GC.
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