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RESUMO

A industria cosmética vem ganhando grande importancia no cenario econdmico
atual & medida que a promocdo e manutencdo da beleza tornam-se cada vez mais
relevantes na vida de muitas pessoas. Com isso, a competitividade nesse setor aumenta
em igual propor¢ao. O desenvolvimento de novos principios ativos ¢ um fator essencial
para a competitividade de novos produtos cosméticos. O uso de plantas medicinais para
esse fim tem se destacado nos ultimos 20 anos, ¢ o Brasil, por ser um pais com
biodiversidade bastante expressiva, possui um verdadeiro arsenal de insumos que
podem ser incorporados em formula¢des cosméticas. O acido ursolico (AU) ¢ um
metabolito secundario presente em diversas plantas medicinais brasileiras,
especialmente no cerrado. Por apresentar atividade antioxidante, esse principio ativo é
um alvo para o desenvolvimento de cosméticos que visam retardar o envelhecimento da
pele. A solubilidade do acido ursolico ¢ reduzida, e, por isso, sua incorporagao em
formulagdes se torna um desafio. As emulsdes sdo uma alternativa promissora, uma vez
que o processo de emulsificagdo permite a preparacdo de misturas estaveis e
homogeéneas de dois liquidos imisciveis. Visando o controle de qualidade de produtos
cosméticos, o desenvolvimento de métodos analiticos para a quantifica¢do de principios
ativos ¢ fundamental. Sendo assim, o presente trabalho visou o desenvolvimento e
validacdo de método analitico para a quantificacdo de acido ursolico em emulsao
cosmética utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Os métodos
para a quantificagdo de acido ursolico por CLAE presentes na literatura fazem uso de
solventes de alta toxicidade como a acetonitrila € o metanol. Em contrapartida, as
analises realizadas para o desenvolvimento do presente método foram feitas com
solventes de menor toxicidade e ambientalmente favoraveis, inseridos no contexto da
quimica verde. Os parametros analisados estdo de acordo com a RDC N° 166, de 24 de
julho de 2017 da ANVISA, sendo eles linearidade, seletividade, exatiddo, precisao,
limite de deteccao, limite de quantificagdo e robustez.

Palavras-chave: Acido Ursolico, Quantificagao, Cosméticos, Quimica Verde



ABSTRACT

Cosmetic industry has been gaining importance in the current economic scenario
as the promotion and maintance of beauty becomes more and more relevant in many
people's lives. With that in mind, the competitiveness in this field increases in equal
proportion. The development of new active substances is an essential point for the
competitiveness of new cosmetic products. The use of medicinal plants for that matter
has become very important over the last 20 years, and Brazil, with its quite significant
biodiversity, has a big amount of potential active principles which can be incorporated
in cosmetic formulation. Ursolic acid (UA) is a secondary metabolite found in several
Brazilian medicinal plants, especially in Cerrado. Because UA presents antioxidant
activity, this substance is a target for the development of cosmetic products which aim
to avoid skin aging. The solubility of UA is reduced and because of that its
incorporation in formulations is a challenge. Emulsions would be a great alternative,
since the emulsification process allows the preparation of stable and homogeneous
mixtures of two immiscible components. Aiming the quality control of cosmetic
products, the development of analytical methods for the quantification of active
principles is essential. Therefore, this project aims the development and validation of
analytical method for the quantification of UA in emulsion using High Performance
Liquid Chromathography (HPLC). Literature methods for the quantification of UA
make use of highly toxic solvents like acetonitrile and methanol. On the other hand, this
method provides analysis with green solvents, less toxic and environmentally friendly.
The parameters that will be analyzed are in accordance with RDC N° 166 (July 24™,
2017) of ANVISA: linearity, selectivity, accuracy, precision, limit of detection, limit of
quantification and robustness.

Key words: Ursolic Acid, Quantification, Cosmetics, Green Chemistry.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a RDC 211, de 14 de julho de 2005 da ANVISA, definem-se

produtos de higiene pessoal, perfumes e cosméticos (HPPC) como:
“... preparagdes constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas
diversas partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, 1abios, 6rgaos genitais
externos, dentes e membranas mucosas da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou
principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e ou corrigir odores corporais
e ou protegé-los ou manté-los em bom estado.”

A industria cosmética brasileira vem apresentando grande crescimento com o
passar dos anos, tendo passado de um faturamento de R$ 4,9 bilhdes em 1996 para RS
42,6 bilhoes em 2015 (ABIHPEC, 2016).

No Brasil, esse setor ¢ caracterizado pela forte presenga de empresas nacionais e
grandes multinacionais. A facilidade da manipula¢do de formulagdes cosméticas pode
ser um fator que justifica a grande diversidade de empresas nesse setor.
Consequentemente, a competitividade se torna muito grande ¢ ha uma necessidade
constante de apresentar novidades (BNDES, 2007). Sendo assim, a busca por novos
principios ativos ¢ fundamental para que o produto se destaque no mercado cosmético.

Nos ultimos anos, as plantas medicinais ganharam grande importancia na
pesquisa por novos insumos. O Brasil, por apresentar grande biodiversidade em sua
flora, tem sido alvo de pesquisas por empresas cosméticas do mundo todo (BARBOSA
& BICHARA, 2015).

O acido ursolico (AU) ¢ um triterpeno pentaciclico (Figura 1) amplamente
encontrado em plantas medicinas, como por exemplo, Rosmarinus officinalis (LIU,
1995), Eugenia brasiliensis (FRIGHETTO et. al, 2005) e Pouteria venosa
(MONTENEGRO et. al, 2006) todas encontradas no Brasil.

Figura 1. Estrutura quimica do acido ursélico.
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O AU vem ganhando a atencdo de pesquisadores de todo o mundo por ter
demonstrado atividade antitumoral (SHANMUGAM et al, 2013), tripanocida
(FERREIRA, 2010), anti-hiperlipidémica, hipoglicemiante (SOMOVA, 2003),
antioxidante (YIN, 2007), dentre outras. A atividade antioxidante do AU ¢ uma
caracteristica interessante para a industria cosmética, uma vez que esta relacionada a
prevengdo do envelhecimento precoce ao inibir o estresse oxidativo, o que faz do
composto um potencial principio ativo a ser incorporado em formulagdes cosméticas.

Devida a sua baixa solubilidade em agua, o uso de emulsdes como forma
cosmética para formulacdes contendo AU ¢ pertinente, pois permite que, pela adi¢ao de
tensoativos, dois componentes imisciveis formem uma mistura estavel e homogénea
(ANSEL, 2000).

A presenca de produtos cosméticos contendo AU no mercado ¢ muito recente.
Portanto, a disponibilidade de informagdes acerca do controle de qualidade relacionadas
a esse produto ¢ escassa. A fim de garantir a qualidade de produtos cosméticos, o
desenvolvimento e validagdo de métodos analiticos para a quantificagdo de principios
ativos € um passo importante (SPAGNOL, 2014). A validacdo demonstra que o método
quantifica o principio ativo com confiabilidade, mesmo na presenga de outros
componentes, sendo imprescindivel para as Boas Praticas de Fabricacdo segundo a
RDC n° 17 de 2010 da ANVISA.

Nao existe, at¢é o presente momento, nenhum método analitico para a
quantificagdo de AU nos compéndios oficiais, e grande parte dos artigos atuais
preconiza quantificacdo da referida substancia por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), como pode ser observado em ELOUY et al., 2012; ALVARADO et
al., 2015; TARALKAR, 2012 e SUNDARAM et al., 2012.

Sendo assim, o presente trabalho visou o desenvolvimento e validacdo de
métodos analiticos para a quantificacdo do &acido ursolico utilizando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Ademais, os métodos analiticos para a
quantificagdo de AU por CLAE presentes na literatura utilizam-se de solventes que
geram residuos toxicos, como o metanol e a acetonitrila. Diante disso, o método foi
desenvolvido com o intuito de utilizar solventes verdes que gerem menos residuos
toxicos.

O controle de qualidade em industrias farmacéuticas requer métodos analiticos
confidveis, mas que ao mesmo tempo sejam simples, rapidos, versateis, menos custosos

e que sejam ambientalmente favoraveis. A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ¢
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muito utilizada devido a possibilidade de se obter dados qualitativos e quantitativos de
amostras diferentes em uma s6 corrida (KARCHER et al., 2005; SPAGNOL et al.,
2016).

No caso de metodologias analiticas ndo descritas em farmacopeias ou compéndios
oficiais, a RDC N° 166, de 24 de julho de 2017 da ANVISA preconiza que os seguintes
parametros devem ser avaliados para que o método seja validado: linearidade,
seletividade, exatiddo, precisdo e robustez. Desse modo, foram esses os parametros
analisados neste trabalho. Também foram determinados os limites de deteccao e de

quantificagdo do método.

2 OBJETIVOS
O objetivo do trabalho ¢ o desenvolvimento e validagdo de um método analitico
para a quantificagdo de acido ursélico em emulsdo cosmética utilizando CLAE, fazendo

uso de solventes menos toxicos para o operador € para o meio ambiente.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 O envelhecimento cutineo

O envelhecimento ¢ um processo bioldgico de alta complexidade. Sua evolugao
¢ bastante variavel tanto entre os individuos quanto entre 6rgdos vitais de um mesmo
individuo (BAGATIN, 2009).

Com o passar dos anos, as células perdem sua capacidade de responder a
estimulos proliferativos (HAYFLICK, 1977), o que levou a teoria que o envelhecimento
¢ um mecanismo de prevencdo ao cancer que evoluiu em organismos multicelulares,
uma vez que inibe a proliferacio de um grande numero de células que muito
provavelmente sofreram danos cumulativos em seu DNA durante anos (CAMPISI,
1996).

Diversos sdo os mecanismos que explicam o processo de envelhecimento, mas
grande parte deles citam danos intrinsecos e extrinsecos ao DNA. Danos intrinsecos
estao relacionados ao envelhecimento cronoldgico, e dependem apenas da passagem do
tempo per se. Ja os danos extrinsecos possuem causas variadas e estdo relacionados a
fatores externos, sendo o mais importante a exposicdo a radiacdo ultravioleta (UV)
Dentre os principais mecanismos, ¢ importante considerar o encurtamento dos

teldmeros e o estresse oxidativo e fotoenvelhecimento.
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* Encurtamento dos telomeros: teldmeros sdo estruturas compostas de proteinas
e DNA nido codificantes que se localizam nas extremidades dos cromossomos. Sua
presenga protege o material genético da degradacgdo e fusdo. Estudos demonstram que o
comprimento de telomeros obtidos in vivo ¢ inversamente proporcional a idade
fisiologica do individuo, decrescendo a cada divisdo celular (HARLEY et al., 1990;
ALLSOP et al.,, 1992). O comprimento do telomero pode também influenciar a
expressdo de certos genes adjacentes a ele que podem estar relacionados a idade mais
avangada (NING et al., 2003).

* Estresse oxidativo e fotoenvelhecimento: A teoria segundo a qual o
envelhecimento precoce estd relacionado ao estresse oxidativo foi desenvolvida por
Harman (1956). Segundo o autor, a oxidacdo de proteinas, lipidios e do DNA levam a
alteracdes lentas e progressivas, culminando no envelhecimento. Essa oxidacdo ¢
causada por radicais livres, espécies quimicas que possuem um elétron desemparelhado
em sua Orbita mais externa. Esse quadro confere grande instabilidade energética, e, para
conseguir estabilidade, o radical livre doa ou retira elétron de outra molécula,
provocando uma rea¢ao em cadeia. Esses radicais livres sdo produzidos pelas células
normalmente, € o organismo possui um mecanismo antioxidante para combaté-los.
Porém, quando esse mecanismo ndo ¢ suficiente, ocorre o quadro de estresse oxidativo
(SCHAFER & BUETTNER, 2001; FINKEL & HOLBROOK, 2000). Um dos principais
elementos exdgenos responsaveis pela geracdo de radicais livres ¢ a radiagdo
ultravioleta (UV) emitida pelo sol. Os raios UV geram fotoquimicamente EROS
(Espécies Reativas de Oxigénio), que por sua vez recrutam uma sequéncia de respostas
moleculares especificas, responsaveis pelos danos teciduais a pele, incluindo receptores
de superficie celular, sinalizagdo por proteinas quinase, fatores de transcri¢do e enzimas
que participam da sintese e degradagdo de proteinas responsaveis pela firmeza e
resisténcia da pele, além dos efeitos deletérios as biomoléculas como citado acima
(FISHER et al., 2002).

A pele, como todos os 6rgdos, sofre envelhecimento, e por estar sempre em
contato direto com o ambiente pode sofrer maiores alteracdes relativas a fatores
extrinsecos, como os raios ultravioleta (FISHER et al., 2002). Para diminuir esse quadro
e consequentemente retardar o envelhecimento, uma alternativa seria o uso de
antioxidantes em alimentos, bebidas e cosméticos (LOBO et al., 2010), uma vez que

estes possuem a capacidade de doar um elétron a espécie reativa, neutralizando-a, e
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ainda assim continuarem estaveis, inibindo assim a reacdo em cadeia gerada pelos

radicais livres (HALLIWELL, 1995)

3.2 Acido ursélico
3.2.1 Descricao geral

Nome: Acido ursélico, Ursolic Acid

Nome quimico (IUPAC): (1S,2R.,4aS,6aR,6aS,6bR,8aR,10S,12aR,14bS)-10-
hydroxy-1,2,6a,6b,9,9,12a-heptamethyl-2,3,4,5,6,6a,7,8,8a,10,11,12,13,14b-
tetradecahydro-1H-picene-4a-carboxylic acid.

Formula quimica: C3oH303

Massa molecular: 456.711 g/mol

Propriedades fisico-quimicas: Apresenta-se como um po6 branco e muito fino.
Sua solubilidade em 4gua ¢ praticamente nula. E pouco solavel em etanol, ligeiramente
soltivel em metanol, moderadamente solivel em acetona. E solavel em acido acético
glacial quente (O’NEIL, 2006).

O AU faz parte dos triterpenos, metabolitos secunddrios amplamente
distribuidos entre espécies vegetais. Seu conteido varia muito entre as espécies,
dependendo da presenga eou atividade de enzimas responsaveis pela sintese desse
metabolito. De uma maneira geral, ¢ encontrado em folhas, cascas de caule e frutos.
Origanum majorana, Rosmarinus officinalis, Salvia officinali, Eucalyptus e Coffea

arabica estdo entre as espécies com o maior teor de AU (WOZNIAK et al., 2015).

3.2.2 Aplicagoes

O 4cido ursolico tem chamado a aten¢do da comunidade cientifica por todo o
mundo por apresentar um gama de atividades farmacoldgicas. Dentre elas, vale destacar
sua atividade antineoplasica, antimicrobiana e antioxidante.

Segundo Wozniak, 2015, a atividade antineoplasica do AU reside no fato de que
0 composto atua ndo sé na eliminacdo de células cancerigenas, mas também auxilia na
modulagdo do metabolismo em termos de prevencdo a angionénse e metastase. Além
disso, a atividade anti-inflamatoéria e antioxidante do AU diminui as chances de
formacdo de neoplasias.

O AU também ¢ ativo frente a diversas espécies de microrganismos patogénicos,
como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus

pneumonae, dentre outros. A resisténcia a antimicrobianos tém sido um problema cada


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C30H48O3&sort=mw&sort_dir=asc

15

vez mais frequente e, como a disponibilidade de farmacos se estreita diante desses
microorganismos, faz-se necessario o desenvolvimento de compostos alternativos que
auxiliem no tratamento de doencas infecciosas. Foi demonstrado que AU induz a
autolise da célula bacteriana, inibe a formacgao de biofilmes e regula genes de expressao
bacterianos (KUREK et al., 2010).

A atividade antioxidante do AU ¢ de especial importancia para a cosmetologia.
Porém, para além deste ramo, o estresse oxidativo estd envolvido ndo s6 com o
envelhecimento precoce, mas também com o desenvolvimento de inimeras doengas
cronicas, como aterosclerose, infarto do miocardio, Alzherimer e desordens
cromossomicas. Em estudos utilizando linfocitos humanos, o pré-tratamento com AU
anulou o efeito oxidativo induzido por raios UV-B através da inibicdo da peroxidagdo
lipidica. Evidéncias mostram que o AU otimiza a recuperacdo da atividade de enzimas
envolvidas da detoxificacdo, como superoxido dismutase, catalase e glutationa redutase

(KASHYAP, 2016).

3.3 Métodos analiticos

Nao existe, at¢ o momento, nenhum método analitico para a quantificacdo de
acido ursdlico nos compéndios oficiais, porém grande parte dos artigos atuais preconiza
quantificagdo da referida substincia por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). CLAE ¢ um método versatil, pois permite a analise qualitativa e quantitativa
de substancia, além de também ser um método de separagdo de enantidmeros,
macromoléculas biologicas e outras espécies complexas de grande importancia para
pesquisa e para a clinica. CLAE também apresenta um tempo de anélise reduzido, alta
precisdo ¢ poder de resolugdo (SNYDER et al., 2010). Na Tabela 1 sdo apresentados
métodos analiticos atuais validados para a quantificagdo de AU por CLAE utilizando

detector de UV.



Tabela 1. Métodos analiticos descritos na literatura para a quantificacdo de acido ursdlico por CLAE utilizando detector de UV.
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Coluna Fase movel Matriz Vazao Tempo de Comprimento Referéncias
retenciao de onda

C18 Lichrospher® Acetonitrila:agua Dipersodes 1,0mL/min I 1min 203nm ELOY etal., 2012
Merk (250 mm x 4,6 (88:12, v/v) solidas
mm; 5 pum)
Kromasil 100 C18 Acetonitrila:dgua Extrato de P.  1,0mL/min 15min 210nm ALVARADO et al.,
column (250 mm x (85:15 v/v) venosa 2015
4,6 mm; 5 pm)
Luna C-18 column Metanol:tampao Extrato de P.  0,8mL/min 25min 210nm LEEA et al., 2009
(250 mm % 4.6 mm; 5 fosfato 0,01M spica
pm) (88:12 v/v)
Waters RP-18 column Metanol: sol. Extratode E. 1,0mL/min 9,7min 210nm MAURYA &
(250 mm x 4,6 mm; Aquosa pH 3,5 tereticornis SRIVASTA, 2012
5 pm) (88:12 v/v)
Symmetry® C18 (250 Acetonitrila:metanol  Extratode V.  0,5ml/min  12,36min 210nm TARALKAR &
mm x 4,6 mm; Sum) (80:20 v/v) negundo CHATTOPADHYA

Y, 2012
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3.4 Validacao de metodologias analiticas

A validagdo ¢ um ato documentado que comprova que o procedimento ou
equipamento em questdo realmente leva aos resultados esperados (BRASIL, 2003).
Dessa forma, no caso de metodologias analiticas, a validagdo demonstra que o método
proposto mede com confiabilidade o que foi destinado a medir. E uma ferramenta
imprescindivel para a garantia de qualidade de produtos e processos segundo as Boas
Praticas de Fabricacao (BRASIL, 2010).

Segundo a RDC 166 de 2017 da ANVISA, para metodologias cuja finalidade ¢ o
doseamento (quantificagdo), os parametro a serem validados sdo: linearidade,
seletividade, exatiddo, precisdo e robustez. No método validado neste trabalho, também
foram determinados os limites de detec¢do e quantificacao.

Linearidade: A linearidade demonstra a capacidade da metodologia analitica de
fornecer um resultado que ¢ diretamente proporcional a concentracdo do analito na
amostra.

Seletividade: A seletividade de um procedimento analitico representa sua
capacidade de avaliar de forma inequivoca a substincia em analise na presenca de
componentes que poderiam interferir com a sua determinagdo, como componentes da
matriz e produtos de degradagao.

Exatiddo: A exatiddo representa a proximidade do resultado obtido
experimentalmente pelo método analitico em desenvolvimento com a concentragdo
teorica.

Precisdo: A precisdo esta relacionada a proximidade dos resultados obtidos a
partir de uma séria de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. A
precisdo intradia € avaliada por meio da repetibilidade, com os mesmos analistas e
equipamentos. J4 a precisdo intermedidria refere-se a concordancia dos resultados
variando-se os analistas, equipamentos e dias.

Robustez: A robustez ¢ a capacidade de um método analitico de resistir as
pequenas variagdes dos parametros analiticos.

Limite de deteccdo: O limite de deteccdo representa a menor quantidade do
principio ativo que pode ser detectado em uma amostra, sob as condi¢des experimentais
estabelecidas.

Limite de quantificacdo: O limite de quantificacdo ¢ a menor quantidade do
principio ativo que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis em uma

amostra, sob as condi¢des experimentais estabelecidas.
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3.5 Quimica Verde

Embora diversos fatores estejam envolvidos na degradacdo e polui¢cdo do meio
ambiente, a atividade quimica ¢ frequentemente associada a essa pratica, uma vez que
muitos residuos toxicos sdao gerados e muitas vezes nao sdo tratados. A fim de
minimizar esse quadro, surge a quimica verde ou green chemistry, que pode ser definida
como um conjunto de esforcos em prol da redugdo ou eliminacdo do uso e
consequentemente da geragdo de compostos tdxicos aos humanos e ao meio ambiente
(LENARDADO et al., 2003).

Como explicado anteriormente, os métodos analiticos para a quantificagao de
acido ursolico por CLAE presentes na literatura fazem uso de solventes como a
acetonitrila ¢ o metanol. Ambos os solventes podem causar intoxicagdes graves em
seres humanos.

A acetonitrila ¢ rapidamente absorvida pela mucosa gastrintestinal, pela via
cutanea e pelos pulmdes. Os sintomas relatados em casos de intoxicacdo pelo solvente
sdo dor e rigidez peitoral, vomitos, hipotensdo, dores de cabega, fadiga e tontura. Seus
efeitos toxicos parecem estar associados a conversdo da acetonitrila a cianeto, ja que os
niveis séricos de tiocianato estdo elevados em individuos que sofrem intoxicacdo aguda
(HSDB, 2017a).

Os seres humanos e primatas sdo particularmente sensiveis ao metanol, pois
possuem uma deficiéncia na metabolizagdo do formato, que se acumula no organismo
podendo levar a acidose metabdlica, cegueira, depressdo do sistema nervoso central,
coma e morte (HSDB, 2017¢c).

O etanol, solvente organico utilizado para o desenvolvimento e validagdo do
método descrito neste trabalho, ¢ consideravelmente menos téxico que o metanol e
acetonitrila. Além disso, o etanol possui um custo muito menor que ambos os solventes,

sendo caracterizado como um solvente verde (HSDB, 2017b)

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

Acido ursélico 90% Sabinsa Corporation, agua ultrapura (obtida pelo sistema
Milli-Q®), etanol grau CLAE (marca Panreac® e J.T.Baker®), acido acético glacial
grau CLAE (J.T. Baker), filtro hidrofébico de PTFE 0,22 pm.
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4.2 Equipamentos

Pipetador automatico de 100-1000 pL, 500-5000 pL (Eppendorf), balanga
analitica, ultrassom, cromatografo CLAE - PDA analitico marca Perkin-Elmer,
constituido por desgaseificador, sistema quaternario de bombeamento, injetor manual,
forno de coluna (a 30 °C), detector PDA com cela analitica e detector UV-VIS com cela

preparativa, coluna RP18 (XDB, 4,6 x 250 mm, 5 pm, Waters), camara UVC 254nm.

4.3 Método

Foram testadas diversas condigdes cromatograficas visando obter uma
quantificagdo confiavel do farmaco, diminui¢do dos desvios, redugdo da assimetria do
pico, redugdo de danos a coluna cromatografica e diminuicdo da geracao de residuos
toxicos. O equipamento utilizado foi o cromatografo CLAE - PDA analitico marca
Perkin-Elmer, constituido por degaseificador, sistema quaternario de bombeamento,
injetor manual, forno de coluna (a 30 °C), detector PDA com cela analitica e detector
UV-VIS com cela preparativa. A partir dos testes preliminares, foi possivel determinar

as condi¢des ideais para o método, representada na Tabela 2.

Tabela 2 — Parametros estabelecidos para o método.

Parametros Descricao
Coluna RP18 (XDB, 4,6 x 250 mm, 5 um, Waters®)
Fase movel etanol:dgua acidificada 1% com acido acético (85:15 v/v)
Vaziao 0,6mIL/min
Tempo de retengao 8,5 minutos
Comprimento de onda 210 nm
Volume de injecao 20uL

4.3.1 Preparo da solucao estoque

Para o preparo das solugdes contendo 4cido ursodlico para a andlise, o padrao de
referéncia utilizado foi 4cido ursolico a 90%, adquirido da empresa Sabinsa
Corporation.

A concentragdo da solugcdo estoque foi determinada em funcdo das
concentragcdes utilizadas para a constru¢do da curva analitica. Foram pesadas
analiticamente 120mg de acido ursolico, que posteriormente foi transferido para um baldo

de 100 mL e entdo diluido no mesmo sistema de solvente da fase movel do método: 85% de
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etanol e 15% de 4gua acidificada a 1% com acido acético. Obteve-se assim solucdo estoque

de concentragdo 1200ug/mL.
4.3.2 Preparo da emulsao
A composi¢ao da emulsdo cosmética utilizada para as analises da exatidao e

seletividade encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Composicdo percentual da emulsdo utilizada nas analises.

INCI name % (mvim) Func¢io
1 Cetearyl Acohol 4,0% Agente de consisténcia
2 Ceteareth-20 2,0% Tensoativo nao-ionico
3 Ethylhexil Stearate 1,5% Emoliente
4 Glyceryl Stearate 1,0% Agente de consisténcia
5 Propylenoglycol 3,0% Umectante
6 Sodium Polyacrylate 1,5% Polimero hidrofilico espessante
7 Water q.s.p 100g Veiculo

Os componentes da emulsdo foram primeiramente pesados em balanga semi-
analitica, em recipientes apropriados. A emulsdo foi preparada por mistura da fase
oleosa (itens 1, 2, 3 e 4) aquecida a 70°C sobre a fase aquosa (itens 5, 6 ¢ 7) a 70°C, com
agitacdo manual até completa homogeneiza¢do. A mistura realizada ndo foi misturada
em conformidade com o que preconiza a literatura (fase aquosa sobre a oleosa), uma
vez que a fase aquosa formada com o poliacrilato de sdédio possui grande viscosidade, o
que dificultaria a transferéncia para o recipiente contendo a fase oleosa, além da

possibilidade de perdas por transferéncia.

4.3.3 Teste de conformidade do sistema cromatografico

Segundo a ICH, o teste de conformidade do sistema cromatografico ¢ parte
integrante do processo de validagdo, uma vez que permite verificar se o método
proposto € capaz de fornecer resultados com exatiddo e precisdo confidveis. Os
parametros calculados para a verificacdo foram: tempo de retengdo (Tgr), area do pico,

fator de capacidade (K), fator de cauda (Tf), fator de assimetria (Ag) e nimero de pratos
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tedricos (N). O teste foi realizado com uma solug¢do padrao de AU de concentragao
600pg/mL, em triplicata. Também foram os desvio-padrio relativos (DPR) e a média.
As equagdes para os calculos de K, Tg, As e N estdo representados pelas

Equagoes 1, 2, 3 e 4 respectivamente:

tr—t
K= M Equacio 1
M
Em que:
tr = tempo de retencao
tm = volume morto
a+b
Tg = —  Equacio2
F a quacio
b
AS = ; Equacéo 3

Em que:

a = distancia do ponto frontal ao ponto médio do pico a 5% para o célculo e Tr e 10%
para o célculo de As

b = distancia do ponto posterior ao ponto médio do pico a 5% para o calculo e Tr e 10%

para o célculo de Ag

N = 5,54 (VER )2 Equacio 4

50
Em que:
tr = tempo de retencao

W5 = largura do pico a meia altura
4.3.4 Avaliacdo dos parametros

4.3.4.1 Linearidade
Para a andlise da linearidade foram preparadas, a partir da solucdo estoque,
solucdes de concentragao 200, 400, 600, 800, 1000 pg/imL em baldes de SmL diluidas

com o mesmo sistema de solventes da fase modvel, em triplicata. Em seguida, as
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solucdes foram filtradas em filtro hidrofobico de PTFE 0,22 um e injetadas no
cromatografo. O procedimento foi realizado trés vezes.

A partir dos resultados obtidos, foi construida uma curva analitica da area do
pico em funcdo da concentracdo de AU das solucdes, obtendo-se uma equagao da reta
pelo método dos minimos quadrados, juntamente com o coeficiente de correlagdo (r).
Os resultados da linearidade foram tratados estatisticamente utilizando a analise da
variancia (ANOVA) com um nivel de significancia a 5% e grafico de dispersao dos

residuos.

4.3.4.2 Seletividade

Para a analise da seletividade, foi realizada a comparacdo dos cromatogramas de
uma solu¢do padrdo de AU de concentracdo 600 pgimL, de uma solu¢do contendo AU
600ugmL juntamente com os componentes da emulsdo (solu¢do amostra) e de uma
solugdo placebo contendo apenas os componentes da matriz.

O preparo da solugdo padrao foi feito a partir de uma solugdo estoque de
1200pg/mL, de modo semelhante ao preparo das solucdes da linearidade.

Para o preparo da solu¢do amostra, foram pesadas analiticamente 60mg de AU e
1,2g de emulsdo, que posteriormente foram transferidos para um baldao de 50 mL
simulando uma emulsdo contendo 4cido ursélico a 5%. O volume foi completado com o
mesmo sistema de solventes da fase movel e a solucdo foi filtrada em papel de filtro,
obtendo-se solugdo de AU com concentracdo 1200 pgimL. A partir desta solugdo
estoque, foi preparada uma solucao de AU 600ugmL, que por sua vez foi filtrada em
filtro hidrofobico de PTFE 0,22 um e injetada no cromatégrafo.

A solucdo contendo apenas os componentes da emulsdo foi feita da mesma
maneira da solu¢do da anterior, excetuando-se o fato que ndo foi acrescentado o acido
ursolico.

Além do procedimento analitico descrito acima, a seletividade também foi
avaliada submetendo o AU a condi¢des de estresse durante 48 horas, de modo a
verificar se produtos de degradacdo da matéria prima interfeririam na quantificacdo do
AU. As condicoes testadas foram:

Alta temperatura (80°C): Foi preparada 25mL uma solugdo de AU a
600pugmL e depois submetida a banho de aquecimento a 80° durante 48 horas.
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Meio acido a 80°C: Foi preparada 25mL uma solu¢ao de AU a 600ug/mL e
acido cloridrico a 0,005M e depois submetida a banho de aquecimento a 80° durante 48
horas.

Meio basico a 80°C: Foi preparada 25mL uma solugdo de AU a 600ug/mL e
hidréxido de sédio a 0,05M e depois submetida a banho de aquecimento a 80° durante
48 horas.

Condicao oxidante - peréxido de hidrogénio a 80°C: Foi preparada 25mL uma
solugdo de AU a 600pugmL e peroxido de hidrogénio a 0,25% e depois submetida a
banho de aquecimento a 80° durante 48 horas.

Luz ultravioleta: Foi preparada 25mL uma solugdo de AU a 600pug/mL e depois
submetida a luz ultravioleta em cdmara (UVC, 254nm) durante 48 horas em temperatura
ambiente.

O solvente utilizado nos preparos das solucdes foi o mesmo sistema de solventes
da fase movel.

Os tempos de coleta das solugdes foram: 0, 2, 4, 8, 24 ¢ 48 horas.

4.3.4.3 Exatidao

Para a andlise da exatiddo foi utilizado o método de recuperagdo, no qual
quantidades conhecidas de solucao estoque de AU a 1200pg/mL foram adicionadas a
solugdo contendo os componentes da matriz (solucao placebo) diluidos no sistema de
solventes da fase movel. As concentragdes utilizadas no teste foram 80% (R1), 100%
(R2) e 120% (R3) em relacdo a concentracao de trabalho (600 pg/mL). As solugdes para

analise foram preparadas de acordo com a Tabela 4, em baldes de 10mL e em triplicata.

Tabela 4 - Preparo das solugdes para a analise da exatiddo.

Volume adicionado  Volume adicionado  Concentragao final

de solucdo placebo de padrao teorica (Lg/mL)
(mL) (1200pg/mL) (mL)
P - 5,0 600
R1 4,0 4,0 480
R2 4,0 5,0 600

R3 4,0 6,0 720
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Os volumes que ndo totalizaram 10mL de acordo com a tabela foram
completados com fase movel.

As solugdes foram injetadas no cromatografo e os com os resultados foram
obtidas as porcentagens de recuperagao em relagdo a solug¢ao padrao de 600ug/mL. De
acordo com a AOAC, os limites aceitaveis para a porcentagem de recuperacao ¢ de 98%

a101%

4.3.4.4 Precisao

A precisao intradia foi avaliada por meio da repetibilidade, na qual sete réplicas
da solucdo de acido ursolico na concentragao de 600 pg/mL foram analisadas no mesmo
dia, sob as mesmas condigdes experimentais e pelo mesmo analista. Também foi
realizada a precisdo entre analistas (precisdo intermediaria), na qual o mesmo
procedimento descrito foi feito por dois analistas. Os resultados obtidos foram
estatisticamente tratatos utilizando o teste F e posteriormente o teste-t, com o intuito de
se verificar se houve diferenca estatisticamente significativa entre as medidas dos dois

analistas.

4.3.4.5 Robustez

A robustez foi avaliada modificando-se condi¢des cromatograficas previamente
estabelecidas. Foi injetado no cromatografo, em triplicata, solu¢do contendo acido ursoélico
de concentragdo 600pg/mL alterando-se as variaveis:

Vazao da fase movel: 0,58 mL/min, 0,60 mL/min e 0,62 mL/min.

Proporcao da fase movel: etanol e 4gua 83:17, 85:15 ¢ 87:13.

Fabricante do etanol: JT Baker® e Panreac®.

4.3.4.6 Limites de deteccido e quantificacao
Os limites de detec¢do e de quantificacdo foram calculados baseados desvio
padrdo dos resultados e na inclinagdo da curva analitica. A Equag¢do 5 corresponde ao

calculo do limite de deteccdo e a Equacdo 6 corresponde ao limite de quantificagdo:

LDZE,EXJ LQZIDXJ

5 5

Equacao 5 Equacio 6
Em que:

o= desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, trés curvas analitica.
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S= inclinacao da curva analitica

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Conformidade do sistema cromatografico
Os resultados obtidos no teste de conformidade do sistema cromatografico estao

representados na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados do teste de conformidade do sistema cromatografico.

Tempo de Area Fator de Fator de Fatorde  Numero
retencao capacidade cauda  assimetria de pratos
8,580 8612058 2,486 0,98 1,02 5567,09
8,567 8230200 2,446 0,98 1,03 5574,11
8,588 8362323 2,472 0,98 1,02 5187,43
8,543 8260423 2,437 0,94 0,95 5497,06
8,546 8849172 2,436 0,97 1,02 5532,02
Média 8,564 8481343 2,455 0,97 1,00 3471,54
DPR 0,233 3,108 0,914 1,785 3,245 2,956

(%)

Os valores preconizados pelo FDA para fator de capacidade (K), fator de cauda
(TF), de assimetria (Ag) e nimero de pratos tedricos (N) sdo, respectivamente: K >2,
Tr <2, As<2 e N>2000.

Ao comparar os resultados obtidos com os preconizados, ¢ possivel concluir que
o sistema cromatografico estabelecido ¢ adequado e fornece resultados precisos e

exatos.

5.2 Validag¢ao dos parametros

5.2.1 Linearidade
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Os valores para cada concentragdo analisada, as médias e desvios-pradrdo

relativos (DPR%) estao representados na Tabela 6.

Tabela 6. Resultados da analise da linearidade.

Concentracio (pg/mL)

Area

Média

DPR (%)

200

400

600

800

1000

2917717,9233
3070993,9700
3062462,3667

5490904,6500
5655783,0367
5868485,8267

8573884,4800

8632900,5400
8343543,8300

11035009,5967
10859545,5700
11362964,9433

13622223,7333
13782086,6800
13902597,9600

3017058,0867

5671724,5045

8516776,2833

11085840,0367

13768969,4578

2,8550

3,3375

1,7953

2,3050

1,0215

A curva analitica obtida a partir dos resultados estd representada na Figura 2,

assim como a equagao da reta e o valor do coeficiente de correlagdo (r).
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Figura 2 — Curva analitica da area do pico em fung@o da concentracdo de AU (pug/mL)

Foi realizada a analise da varidncia (ANOVA) para os valores da curva analitica

obtida. Os resultados estdo apresentados da Tabela 7.

Tabela 7. Analise da variancia para os valore da curva analitica.

Fontes de Graus de Soma de Variancia F F
variacio liberdade quadrados calculado tabelado
Entre 4 217416085185233  54354021296308  1791,42 3,48
concentracoes
Regressiao 1 217343643681450 217343643681450 7163,27 4,96
linear
Desvio de 3 72441503782 24147167927 0,80 3,71
linearidade
Residuos 10 303413815224 30341381522 - -
Total 14 217719499000458 - - -

O grafico de dispersao dos residuos utilizando os dados da linearidade esta

representado na Figura 3.
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Figura 3. Grafico da dispersdo dos residuos

Analisando os resultados obtidos, ¢ possivel concluir que o método se
apresentou linear na faixa de concentragdo analisada, uma vez que o valor de r obtido
foi de 0,9998. A andlise da variancia (ANOVA) demonstrou que ndo houve variaciao
significativa entre as doses, uma vez que F calculado (1791,92) > F tabelado (3,48). O
desvio da linearidade também nao foi significativo, pois F calculado (0,80) < F tabelado
(3,71). A analise também demonstrou que a regressao linear foi significativa, visto que
F calculado (7163,27) > F tabelado (4,96).

O gréfico de dispersdao dos residuos também mostrou resultados favoraveis, pois

os pontos ndo ultrapassam os valores 2 e -2 no eixo vertical.

5.2.2 Seletividade
Os cromatogramas obtidos na andlise da seletividade da solugdo padrdo, amostra

e solucgdo placebo estdo representados nas Figuras 4, 5 e 6, respectivamente.
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Figura 4. Cromatograma da solugdo padrdo de AU.
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Figura 5. Cromatograma da solucdo amostra.
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Figura 6. Cromatograma da solucdo contendo apenas os componentes da emulsao.

Os trés cromatogramas foram sobrepostos e estdo representados na Figura 7.
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AU_Seletiv Pd600 : UV/Vis 1 : 1

Figura 7. Cromatogramas sobrepostos das trés solugdes analisadas na seletividade.

A partir da observagdo dos cromatogramas sobrepostos, conclui-se que o0s
componentes da emulsdo ndo interferem na quantificacdo do acido ursolico, o que
demontra a seletividade do método frente aos componentes da matriz (emulsdo).

Os cromatogramas obtidos do estudo de degradagdo forgada em alta temperatura
(80°C), meio acido a 80°C, meio basico a 80° C, peroxido de hidrogénio a 80°C e luz
ultravioleta estdo representados nas Figuras 8, 9, 10, 11 e 12 respectivamente. Os

tempos sobrepostos foram: 0, 8, 24 e 48 horas.

Degradacao_AU_H20T=0: UV/Vis 1: 1

Figura 8. Cromatogramas da solug¢do de AU (600ug/mL) submetida a alta temperatura (80°C).



Degradacas_AU_H20T=0: UV/Vis 1: 1

Figura 9. Cromatogramas da solucdo de AU (600pug/mL) submetida a degradagdo em meio acido

(80°C).

Degradacao_AU_NaOHT=0: UV/Vis 1 : 1

Figura 10. Cromatogramas da solugdo de AU (600ug/mL) submetida a degradacdo em meio basico

(80°C).

Degradacao_AU_PERT=0: UV/Vis 111

mmmmm

Figura 11. Cromatogramas da solu¢do de AU (600pug/mL) submetida a peroxido de hidrogénio (80°C).
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Degradacao_ AU_UVT=0: UV/Vis 1: 1

T ¥ T T a7 7 T
Figura 12. Cromatogramas da solugdo de AU (600pg/mL) submetida a luz ultravioleta a temperatura

ambiente.

O estudo de degradacdo forgada mostrou ndo héd picos de produtos de
degradagdo que interfiram no pico referente ao acido ursélico. Sendo assim, o método

se mostrou seletivo e indicativo de estabilidade.

5.2.3 Exatidao
Os valores obtidos no teste de recuperagdo para o acido ursolico estao expressos

na Tabela 8.

Tabela 8. Resultados do teste de recuperacdo do AU.

Recuperacao Recuperacao DPR(%)
média do dia (%)  média total (%)

1° dia 98,36
2° dia 98,99 98,47 0,48
3° dia 98,07

Os resultados da tabela 7 mostram que o método ¢ exato, uma vez que o valor
médio de recuperacio foi de 98,47%, ou seja, as concentragdes obtidas
experimentalmente sdo muito proximas das concentracdes tedricas. Além disso, ndo

houve variagdes significativas entre os valores, pois o desvio calculado foi de 0,48%.
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5.2.4 Precisao
Na analise da repetibilidade o DPR% obtido foi de 3,02. Os resultados da

precisdo entre analistas (precisdo intermedidria) estdo apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Valores de area obtidos pelos dois analistas para 600 pg/mL, média e DPR.

600ug/mL  Areal  Area2  Area3 Areca4 Area5 Area6 Area7  Média DPR%
Analista 1 8130810 8154729 8409340 8331868 8704997 8320421 8496882 8364150 2,3766
Analista2 7983155 8015794 7964882 8068953 7849308 8415328 8832820 8161463 4,2233

Foi realizado o teste F (Tabela 10), com o intuito de verificar se a variancia entre

os valores obtidos sdo estatisticamente iguais ou diferentes.

Tabela 10 — Teste F da precisdo entre analistas.

Analista 1 Analista 2

Média 8364150,173 8161463,433
Variancia 39515951739 1,18804E+11
Observagoes 7 7
gl 6 6
F 0,332614944
P (F<=f) uni-caudal 0,103089662

0,233434021

F critico uni-caudal

O teste F demonstrou que as variancias entre os valores sdo estatisticamente
diferentes, uma vez que F calculado 0,33 > F tabelado 0,23. Com isso, aplicou-se um
teste-t para duas amostras presumindo variancias diferentes (Tabela 11), com o intuito

de verificar se houve diferenca significativa entre os valores de area obtidos.

Tabela 11 — Teste-t da precisao entre analistas.

Analista 1 Analista 2

Média 8364150,173 8161463,433
Variancia 39515951739 1,18804E+11
Observagoes 7 7
gl 10
Stat-t 1,347741724
P (T<=t) uni-caudal 0,103739955
t critico uni-caudal 1,812461123
P(T<=t) bi-caudal 0,20747991

2,228138852

t critico bi-caudal
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O teste-t demonstrou que ndo houve diferenga significativa entre os valores de
area encontrados entre os dois analistas, ja que o t calculado 1,34 <t tabelado 2,22 ¢ o
Pvalor 0,10 > 0,05. Além disso, O DPR entre as medidas foi menor que 5%. Com isso,

pode-se concluir que o método € preciso.

5.2.5 Robustez
Os resultados da analise da robustez do método estdo representados na Tabela

12.

Tabela 12. Resultados do teste de robustez do método.

Faixa
Variavel AU (%) DPR (%)
investigada
0,58 99,67
Vaziao (mL/min) 0,60 100,00 1,6867
0,62 96,96
83:17 102,40
Proporcao fase movel
85:15 100,00 1,3020
(etanol:agua acidificada)
87:13 100,29
Panreac® 100,00
Fabricante do etanol
J.T.Baker® 97,21 2,0005

Os valores obtidos da andlise da robustez mostram que os desvios foram
menores do que 5% e que os teores de AU estdo muito proximos do valor de referéncia
(100%). Dessa forma, € possivel concluir que o método ¢ robusto para as alteragdes

analisadas.

5.2.6 Limites de detecciao e de quantificacio

Ap6s os devidos célculos, o limite de deteccao encontrado foi 21,28ug/mL e o
limite de quantificagdo encontrado foi 64,48ug/mL.

A primeira concentra¢do usada na curva analitica deve ser superior ao valor do
limite de deteccdo e do limite de quantificagcdo, ou seja, deve ser maior que
64,481g/mL. A faixa de trabalho utilizada no desenvolvimento do método foi de 200 a
1000pg/mL.
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6 CONCLUSAO

Foi desenvolvido e validado um novo método analitico para a quantificagao de
acido ursdlico em emulsdo cosmética que, além de cumprir com os parametros
necessarios para a validagdo, também ¢ ambientalmente favoravel, visto que faz uso de
dois solventes de baixa toxicidade para o ser humano e para o meio ambiente. A baixa
vazao utilizada no método também ¢ parte do contexto da quimica verde, pois diminui a
geracdo de residuos. Estudos citados neste trabalho demonstram que o acido ursdlico ¢
um composto promissor em muitos aspectos, o que torna importante o desenvolvimento

de novos métodos para sua quantificagao.
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