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RESUMO

O é&cido vanilico (AV), acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico, também conhecido
como &cido 4-hidroxi-m-anisico, € um composto fendlico derivado do acido
diidroxibenzoico. E usado como flavorizante, além de ser empregado como
intermediario na producdo de vanilina. Apresenta como ligantes do anel aromatico
um grupo carboxilico, além de uma metoxila e de uma hidroxila nas posicoes 3 e 4,
respectivamente. Possui propriedades antioxidantes e antimicrobianas, com
potencial uso em formulacdes cosmeéticas. No entanto, ndo existem metodologias
validadas para quantificacdo do AV nos compéndios oficiais. O processo de
validacdo de métodos analiticos compromete-se em avaliar a relacdo entre os
resultados experimentais e as propostas de andlise do método, ou seja, tem como
objetivo demonstrar que o método analitico € adequado ao seu propoésito. Este
estudo apresenta como finalidade o desenvolvimento e a validacdo da metodologia
analitica por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para quantificacdo de
acido vanilico em emulsdo cosmeética. Para tal, foi desenvolvido um sistema
emulsionado 6leo em agua (O/A) para incorporacdo do ativo e, para quantifica-lo
nesta emulséo, foi desenvolvido e validado um método analitico por CLAE baseado
nos principios da quimica analitica verde. Os parametros analisados séo linearidade,
especificidade, exatidao, precisédo, limite de deteccado, limite de quantificacdo e
robustez. A validagdo foi conduzida de acordo com os guias do ICH, AOAC e
ANVISA.

Palavras-chave: Acido vanilico, CLAE, Validacdo de métodos analiticos, Emuls&o

cosmética.



ABSTRACT

Vanillic acid (VA), 4-hydroxy-3-methoxybenzoic acid, also known as 4-
hydroxy-m-anisic acid, is a phenolic compound derived from dihydroxybenzoic acid. It
is used as a flavoring agent, besides being used as an intermediate in the production
of vanillin. It has as ligands of the aromatic ring a carboxylic group, in addition to a
methoxy and a hydroxyl in the 3 and 4 positions, respectively. It has antioxidant and
antimicrobial properties, with potential use in cosmetic formulations. However, there
are no validated methodologies for AV quantification in official compendia. The
process of validation of analytical methods undertakes to evaluate the relationship
between the experimental results and the proposals of analysis of the method, that is,
it aims to demonstrate that the analytical method is adequate for its purpose. The
study objective is to develop and validate the analytical methodology by High
Performance Liquid Chromatography for the quantification of vanillic acid in cosmetic
emulsion. For this, an oil-in-water (O/W) emulsion system has been developed for
incorporation of the active substance
and, to quantify it in this emulsion, an analytical method was developed and validated
by HPLC based on the principles of green analytical chemistry. The analyzed
parameters are linearity, specificity, accuracy, precision, limit of detection, limit of
guantification and robustness. Validation was conducted in accordance with the ICH,
AOAC and ANVISA guides.

Key words: vanillic acid, HPLC, validation of analytical methods, cosmetic emulsion.
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1. INTRODUCAO
De acordo com a definicAo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA - os produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes séo preparacdes
constituidas por substancias naturais ou sintéticas, de uso externo nas diversas
partes do corpo humano, pele, sistema capilar, unhas, labios, 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 (ANVISA, 2015).

No que diz respeito & economia mundial, a indistria cosmética consiste em
um de seus principais segmentos. Atualmente, o Brasil ocupa a quarta posicdo no
ranking mundial de consumo de cosméticos e dessa maneira aproxima-se de lideres
mundiais, como Estados Unidos, China e Japdo. Dentre os fatores a esse
crescimento, estd a cultura da beleza, o envelhecimento da populacdo e o aumento
do poder de compra da classe C brasileira (ABIHPEC, 2022).

Em 2001, o Brasil foi classificado como o terceiro maior consumidor mundial
de produtos cosméticos. Ao mesmo tempo, matérias primas de diferentes origens e
purezas sofreram acréscimo no mercado. Desta maneira, aumentou-se a
possibilidade de aparecimento de reacdes adversas a algum produto. Portanto, os
fabricantes devem garantir ao usuario seguranca e eficacia sob as condi¢cées de uso
orientadas, ou sob condi¢cdes razoavelmente previsiveis de uso (BRASIL, 2005).
Além disso, ensaios biolégicos que garantam a qualidade de produtos cosméticos
tornam-se cada vez mais importantes devido ao crescimento do consumo neste
setor (CORREA et al., 2012).

Dentre os fatores ao crescimento do consumo de cosmeéticos no Brasil esta o
envelhecimento. Caracteriza-se como um processo natural causado pelo declinio
das funcbes fisiolégicas, desencadeado por alteracdes moleculares e celulares,
acelerado por moléculas instaveis e reativas conhecidas como radicais livres, aliado
a perda da capacidade do organismo de se recuperar dessas agressdes (FRIES;
FRASSON, 2010). Um radical livre é qualquer espécie capaz de existir de forma
independente e que contém um ou mais elétrons ndo pareados (HALLIWELL,
GUITTERIDGE, 2000).
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A fim de combater os radicais livres, o organismo possui diferentes sistemas
de defesa antioxidantes, porém, ao ocorrer desequilibrio na defesa antioxidante, ha
um incremento no numero de radicais livres, processo conhecido como estresse
oxidativo. A pele estd sujeita a esse processo e com o passar do tempo tornam-se
visiveis mudancas em seu aspecto, como o aparecimento de rugas, aspereza, falta
de pigmentacdo e flacidez. A formacdo de radicais livres é inevitavel e sua
eliminagcéo total é impossivel, visto que sdo oriundos de processos metabdlicos
essenciais a vida. O embasamento cientifico possibilitou & industria cosmética o
desenvolvimento de varios ativos cosméticos empregados em novos produtos,
especialmente contendo antioxidantes, com os quais é possivel retardar os efeitos
cutaneos dos radicais livres (FRIES; FRASSON, 2010).

O aumento da expectativa de vida seguido do aumento da populacdo ativa
com idade mais avancada cuja atencdo € mais voltada a aparéncia proporcionou
maior destaque a tematica do envelhecimento. Desta forma, os estudos nesta area
tornaram-se intensos a fim de contribuir a melhoria da qualidade de vida da
populacdo durante o envelhecimento. Neste sentido, a procura de novos compostos
para prevenir e atenuar todo este processo tem sido uma das prioridades na
investigacdo e desenvolvimento de novos cosméticos, sendo 0s antioxidantes,
renovadores celulares, prolifting, antimetaloproteinases de matriz, repositores de
silicio e neurocosméticos as classes mais utilizadas em formulacdes (PARRINHA,

2014).

Os produtos antissinais propdem o combate, controle ou postergacédo do
envelhecimento cutaneo, agindo contra os radicais livres por meio da acao
antioxidante, principalmente. O desenvolvimento cientifico possibilitou a industria
cosmética a descoberta de novos ativos, consequentemente, a comercializacdo dos
produtos antissinais (BAUMANN, 2004).

Além do envelhecimento, outro fator ao crescimento do consumo de
cosmeéticos no Brasil € a cultura da beleza. Marcado por praias e temperaturas
elevadas durante quase todo o ano, o0 ambiente brasileiro favorece o desnudamento
e assim a centralidade que a aparéncia fisica assume na vida cotidiana é muito mais
evidente. Uma cultura de enorme investimento na forma fisica € construida a partir

da crenca de que o corpo é um capital, além da profunda insatisfacdo com a prépria
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aparéncia. Este corpo capital pode explicar o fato do mercado de cosmeéticos no
Brasil ser o terceiro do mundo, perdendo apenas para os Estados Unidos e Japéo. O
crescimento da industria de beleza no Brasil é cada vez maior, especialmente com a
entrada da classe C com no mercado consumidor (GOLDENBERG, 2011)

No que diz respeito ao processo de envelhecimento da populagédo, aos
radicais livres e as substancias antioxidantes, os compostos fendlicos sdo de
extrema importancia e podem ser divididos em dois grupos: os flavondides e os
acidos fendlicos (acidos benzoico, cinamico e seus derivados), sendo que ambos
sdo metabdlitos secundarios presentes em frutas e vegetais (DEGASPARI;
WASZCZYNSKY, 2004). Os &cidos fendlicos conferem atividade antioxidante,
garantida pela presenca de um anel benzénico, um grupamento carboxilico e um ou
mais grupamentos de hidroxila ou metoxila na molécula (SOARES, 2002), a qual
deve-se principalmente as suas propriedades redutoras e estrutura quimica. Estas
caracteristicas possuem papel importante na neutralizacdo ou sequestro de radicais
livres e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto na etapa de iniciacdo como na
propagacdo do processo oxidativo. Os intermediarios formados pela acdo de
antioxidantes fendlicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel

aromatico presente na estrutura destas substancias (SOUSA et al., 2007).

O &cido vanilico (AV) é um exemplo de acido fendlico do tipo acido benzoico,

cuja estrutura quimica esta representada na Figura 1.
Figura 1 - Estrutura do &cido vanilico
@]
OH
HO
OCH,
Fonte: CASTOR, 2013

O AV (&cido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico), também conhecido como acido 4-
hidroxi-m-anisico, € um composto derivado do &cido diidroxibenzoico. E usado como

flavorizante, além de ser empregado como intermediario na producao de vanilina.
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A hidroxila presente no AV confere uma atividade antioxidante (SOARES,
2002). Estudos realizados por Castor (2013) mostraram a efetividade do AV como
antioxidante, quando comparado a vanilina e apocinina. Também, resultados de
estudos envolvendo a agao do AV em comunidades bacterianas revelaram que o AV
alterou a composicao e diminuiu as comunidades de Pseudomonas e Bacillus ssp.
da rizosfera do pepino, evidenciando o potencial de acdo antimicrobiana desse acido
(ZHOU; WU, 2018).

Considerando a importancia dos cosméticos no cenario atual e tendo em vista
que dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas e
prejuizos financeiros, torna-se cada vez mais reconhecida e exigida a necessidade
de mostrar a qualidade de medicbes quimicas, através de sua comparabilidade,
rastreabilidade e confiabilidade.

A validacdo de um método corresponde a uma maneira de garantir que um
novo método analitico gere informacdes confidveis e interpretaveis, € um processo
continuo que se inicia no planejamento da estratégia analitica e estende-se ao longo
de todo o seu desenvolvimento e transferéncia. Um processo de validagdo bem
definido e documentado oferece as agéncias reguladoras evidéncias objetivas de
gue os métodos e os sistemas sdo adequados para o0 uso desejado e, desse modo,
pode ser utilizado para registro de novos produtos, sendo que todos os 0Orgaos
reguladores do Brasil e de outros paises exigem a validacdo de metodologia
analitica.

Algumas técnicas de separacdo vém se destacando na quimica analitica pela
capacidade de realizarem andlises qualitativas e quantitativas em amostras
ambientais, farmacéuticas, biologicas e em alimentos, tais como cromatografia
gasosa (GC), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar
(CE) (RIBANI et al., 2004).

Este trabalho objetiva desenvolver e validar a metodologia analitica por
CLAE. Esta técnica consiste em um foco a industria farmacéutica, uma vez que
possibilita a separacédo de espécies nao volateis e termicamente instaveis, além de
ser utilizada tanto para fins qualitativos como quantitativos (TONHI et al., 2002).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica adequada a
separacdo de espécies ibnicas e macromoléculas, uma vez que utiliza particulas
diminutas as quais garantem a alta eficiéncia (DEGANI et al.,1998). Necessita da

utilizacdo de um cromatografo composto por bomba e coluna cromatografica que
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suportem altas pressfes, estas necessarias a eluicdo da fase moével, detector e
registrador (DEGANI et al.,1998; PERES, 2002).

Visto que a técnica de separacdo em questdo emprega elevadas pressoes,
as particulas da fase estacionaria passam por processo de “miniaturizagao”, ou seja,
podem possuir redugcdo de didmetro (aproximadamente 5,0 um). Este processo
promove aumento da area superficial da coluna cromatografica e consequentemente
gera uma separagcdo mais eficiente dos componentes da amostra. Além disso, torna-
se possivel o uso de colunas menores e volumes de amostras menores, reduzindo-
se o0 gasto relacionado a fase mével (FRANCO, 2015).

Na CLAE, a fase estacionaria deve apresentar compatibilidade ao detector,
demonstrando polaridade adequada e que garanta a separagdo dos componentes
da amostra. A fase modvel deve corresponder a um solvente que apresente a
capacidade de dissolver a amostra sem promover interacdo quimica com esta. A
coluna cromatografica deve ser formada de material inerte e resistente as altas
pressdes empregadas na técnica. Os detectores devem possuir ampla faixa de
aplicacao, sendo que os mais comuns séo os espectrais (PERES, 2002).

A separacao promovida pela CLAE é baseada na interacéo entre a amostra,
fase estacionaria e movel, podendo ocorrer por adsorcdo, particdo, excluséo
molecular ou troca idnica. Para tal, a fase movel deve mover-se pela coluna, a qual
contém a fase estacionaria. Nesta técnica, podem ser empregados tanto detectores
de ultravioleta (mais comuns) como de fluorescéncia, de indice de refracdo ou
eletroquimicos (DEGANI et al., 1998).

O presente trabalho utiliza um método que aplica a modalidade de CLAE em
fase reversa (FR) (CLAE-FR). Este sistema apresenta uma fase mével de maior
polaridade e uma fase estacionaria de menor polaridade. Ha também a modalidade
em fase normal, na qual as polaridades sao invertidas. O sistema de CLAE-FR é
empregado neste estudo uma vez que apresenta vantagens, como 0 uso de fases
moveis menos toxicas e de menor custo (etanol e agua); fases estacionarias
estaveis de muitos tipos diferentes; rapido equilibrio da coluna apés a mudanca da
fase movel; facilidade de empregar eluicdo por gradiente; maior rapidez em anélises
e boa reprodutibilidade dos tempos de retencdo. Estes dois tipos de modalidades
sdo também aplicadas a separacdo de solutos de diferentes polaridades, massas

molares e funcionalidades quimicas (TONHI et al., 2002).
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A silica tem sido o material preferivel a constituicdo das fases estacionarias
para CLAE-FR, jA que apresenta caracteristicas vantajosas, como a estabilidade
mecanica as altas pressfes; é um tipo de material passivel de modificacdes; que
possui vasta descricdo na literatura e diversidade de tamanho de particulas, formas
e tamanhos de poros incluida no mercado (TONHI et al., 2002).

Por outro lado, a escolha da silica como material & preparacdo das fases
estacionarias possui aspectos negativos. Um deles corresponde a néao
homogeneidade de superficie, esta formada por diferentes tipos de grupos silandis,
assim afetando o mecanismo de retencdo. O outro corresponde ao fato desses
grupos reagirem com fases méveis tanto acidas como basicas, gerando dissolucéo e
consequentemente perda da fase estacionaria, gerando desestruturacdo da
estrutura da coluna cromatografica (TONHI et al., 2002).

Além disso, em meio aos resultados negativos do acelerado crescimento
industrial e populacional, a responsabilidade com o meio ambiente torna-se
inevitdvel (RODRIGUES et al., 2010). Sendo assim, é importante o desenvolvimento
de um novo comportamento quimico em prol da geracdo da menor quantidade de
residuos e substancias toxicas (SILVA et al., 2016).

Nessa perspectiva, uma nova maneira de direcionar as analises quimicas
surge a partir da década de 90. Designada Green Chemistry, ou quimica verde, esta
nova pratica objetiva desenvolver e aplicar produtos e processos quimicos de
maneira a reduzir ou eliminar o uso ou a gera¢do de substancias nocivas a saude
humana e ao ambiente (RODRIGUES et al., 2010).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) requer o uso de solventes
ao processo de separacao, o que torna pratica menos verde (FRANCO, 2015). Visto
que o presente trabalho objetiva desenvolver e validar metodologia analitica por
meio de tal técnica, torna-se necessario a substituicdo de solventes tdxicos por
solventes “verdes”. Estes solventes caracterizam-se por serem obtidos por meio de
processos renovaveis, além de garantirem seguranca tanto ao meio ambiente como
a saude do analista (LESELLIER; WEST, 2015).

Sendo assim, € possivel praticar a CLAE garantindo responsabilidade com
0 meio ambiente por meio do uso de solventes “verdes”, como agua e etanol. Diante
da andlise das condi¢cdes cromatograficas, também pode ser possivel tornar o

processo como um todo mais “verde”. Por exemplo, pela utilizagdo de fluidos
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supercriticos, reducéo na taxa de fluxo da fase e no uso de solventes organicos, e

pelo aumento na produtividade da separacdo cromatografica (FRANCO, 2015).

Diante do exposto, conclui-se que o setor de produtos de higiene pessoal,
perfumaria e cosméticos tem mostrado grande expansdo no mercado mundial e é
considerado um bom foco de investimento. Aléem disso, muitos ativos naturais
pesquisados ultimamente sdo compostos instaveis, podendo sofrer reagbes que
levam a diminuicao ou perda de eficicia e até mesmo a degradacéo do produto. Por
isso, novas tecnologias vém sendo propostas para melhorar o desempenho dos
produtos cosmeéticos e sua aceitacao pelo consumidor (DAUDT et al., 2013).

Neste cenario, os estudos das propriedades antienvelhecimento das
substancias ativas vém despertando muito interesse de pesquisadores,
considerando 0 aumento da expectativa de tempo de vida observado nas ultimas
décadas e a busca da qualidade de vida durante o processo de envelhecimento
(IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia E Estatistica, 2004; SCOTTI et al., 2007).

Visto que o AV apresenta propriedades importantes e é pouco utilizado em
preparacdes cosméticas, este estudo visa desenvolver e validar a metodologia

analitica por CLAE para sua quantificacdo em emulsdo cosmética.

2. OBJETIVOS
Desenvolver e validar a metodologia analitica por CLAE para quantificacédo

de &cido vanilico em emulsdo cosmética priorizando a pratica da quimica verde.

Objetivos especificos:
e Desenvolver uma emulsédo cosmética tipo O/A contendo acido vanilico;
e Desenvolver e validar método analitico para quantificacdo de &acido vanilico
por CLAE.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. DESENVOLVIMENTO DAS FORMULACOES
Foram desenvolvidas emulsdes 6leo em agua (O/A) contendo acido vanilico
em diferentes concentracdes. Os constituintes das emulsdes inicialmente propostas
para este estudo, expostos na Tabela 1, foram devidamente pesados em balanca

semi-analitica em recipientes apropriados. As emulsdes foram preparadas por
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mistura direta da fase aquosa aquecida a 70-80°C, vertida sobre a fase oleosa a 60-
70°C, sob agitacdo manual e mecanica até completa homogeneizacdo (PRISTA,
1996; CORREA, 1997). As emulsdes foram armazenadas em frasco opaco de dupla
face, hermeticamente fechados, ao abrigo da luz e do calor. O controle foi feito
através de formulacdo placebo (Tabela 1). Foi selecionada para continuidade dos
testes a emulsdo que apresentou viscosidade adequada, homogeneidade e

auséncia de separacgao de fases ou coalescéncia.

Tabela 1 - Composicéo percentual das emulsdes

INCI name F1 F2 F3 F4 Placebo
Cetearyl Alcohol 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0
Ceteareth 20 15 15 15 1,5 15
Glyceryl Stearate 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
Ethylhexyl Stearate 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Glycerin 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Phenoxyethanol 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Disodium EDTA 0,02 0,02 0,02 0,02 0,02
Vanillic acid 0,04 0,06 0,08 0,10 -
Water g.s.p. 100 100 100 100 100

3.2. DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
QUANTIFICACAO DE ACIDO VANILICO

“A validacdo deve garantir, através de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados” (ANVISA, 2003). E um processo dindmico e constante que comeca nas
fases de selecdo, desenvolvimento e otimizacdo do método e na qualificacdo dos
instrumentos, materiais e pessoal e continua da fase de experimentos e
transferéncia do método.

Um processo de validagdo bem definido e documentado fornece evidéncia
objetiva de que o sistema e o0 método sdo adequados ao uso pretendido. As
caracteristicas de desempenho investigadas no processo de validacdo, a fim de
demonstrar o desempenho do método sdo: Especificidade; Exatidao; Precisao;
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Limite de deteccdo; Limite de quantificacdo; Linearidade e Robustez (BARROS,
2002).

Foram testadas algumas condi¢cbes cromatograficas com o objetivo de
identificar a que permitira a quantificacdo confiavel do farmaco, reducdo da
assimetria do pico, reducédo de danos a coluna cromatografica, além de diminuir a
geracao de residuos.

O equipamento Waters® foi utilizado, composto de bomba cromatogréafica
gradiente binaria Waters 1525, injetor manual Rheodyne Breeze 7725i com detector
UV Waters 248 e coluna Eclipse Plus Cis (4,6 x 150 mm, 5 uym, Agilent).

A tabela 2 apresenta as condi¢cdes que foram testadas na cromatografia

liquida de alta eficiéncia.

Tabela 2 - Condi¢Bes cromatograficas testadas para validagdo do método analitico

Proporcéao de

Teste  FaseMovel GBS D eondam  ColUna
(Etanol:Agua)

Cis8/ 250

1 30:70 - 1,0 260 X4 mm/
5 um

Acido Cis/ 250

2 30:70 férmico 1,0 260 X4 mm/
0,1% 5um

Acido Cis/ 250

3 30:70 férmico 1,0 260 X4 mm/
0,1% 5 um

Foram realizados os seguintes célculos:
e Estimativa do volume morto:

- (r)? - comprimento da coluna

3 volume = >
1
7volume morto
1000
Volume morto = —
vazio
e Fator de capacidade:
Tr —To
K=———

To
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e Fator de alargamento:

(a+b)
r= 2a

e NUmero de pratos:

Ve
N = 5,54 —
s

No qual: Wé; largura do pico na metade da altura deste

Ve: tempo de retengdo em cm/minuto

3.3. VALIDACAO DA METODOLOGIA ANALITICA PARA QUANTIFICACAO
DE ACIDO VANILICO

3.3.1. ESPECIFICIDADE
O termo especificidade define a capacidade do método em detectar o analito
de interesse quando o mesmo esta sob condi¢cdes de estresse, o que torna possivel

a presenca de produtos de degradacao.

A realizacdo desta andlise deu-se pelo preparo da solugaéo padrao de acido
vanilico 100 pg.mL* em baldo de 100 mL, posteriormente dividida em 5 frascos-shot,
cada um contendo 15 mL da solucdo padrdo, e o volume completado para 25 mL
com: (1) solugdo de &cido cloridrico 0,001 M; (2) Solugdo de hidroxido de sédio
0,001 M; (3) solucdo oxidativa contendo peréxido de hidrogénio 3%; (4 e 5) agua,
sendo que (4) foi exposto a luz ultravioleta (254 nm) e que todos ficaram expostos a
agua a 80°C, exceto (4), a 25°C. O periodo de exposicdo de todos os frascos

correspondeu a oito horas, o que tornou possivel a andlise de picos de degradacao.

3.3.2. EXATIDAO
A exatidao é definida como a concordancia entre o valor real do analito na
amostra e o estimado pelo processo analitico. O ensaio de recuperacdo constitui 0
método mais utilizado para seu estudo, sendo que reflete a quantidade de
determinado analito, recuperado no processo, em relagdo a quantidade real
presente na amostra (BRITO, 2003).

Desta maneira, este ensaio foi realizado por meio de triplicatas, adicionando

trés niveis de concentracdes de solugcéo de acido vanilico as amostras, em relacdo a
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concentracdo de trabalho: 80 (R1); 100 (R2) e 120% (R3), nas respectivas
concentragbes: 48; 60 e 72 upg.mL?l Para cada nivel de concentracdo, a
porcentagem de recuperagcdo foi calculada. Assim, tornou-se possivel avaliar a
exatiddo do método ao determinar o teor de amostras com concentracdes pré-

determinadas. As amostras foram preparadas de acordo com a Tabela 3.

Tabela 3 - Preparo das solucdes para o teste de recuperacao do método CLAE

Volume ~
. Volume Concentracao
~ adicionado de . . L ~
Solugdes ~ adicionado de final tedrica Recuperacao
emulséo base ~
padrdo (uL) (ng/mL)
(HL)

R1 1000 2400 48 80%
R2 1000 3000 60 100%
R3 1000 3600 72 120%
P - 3000 60 100%

3.3.3. PRECISAO

O parametro que avalia a proximidade entre varias medidas efetuadas na
mesma amostra é a precisdo do processo analitico. Usualmente, € expressa como o
desvio-padrdo, variancia ou coeficiente de variagdo (CV) de diversas medidas
(BRITO, 2003). Neste estudo, a preciséo foi avaliada por meio da repetibilidade,
sendo que sete réplicas da solucdo de acido vanilico na concentracdo de 60,0
ug.mL? foram analisadas no mesmo dia, sob as mesmas condi¢Ges experimentais e
pelo mesmo analista, e o desvio padréo relativo (DPR) entre as respectivas analises

calculado.

3.3.4. LINEARIDADE
A linearidade refere-se a capacidade do método de gerar resultados
linearmente proporcionais a concentragdo do analito em uma faixa analitica
especificada (BRITO, 2003).

Para avaliacao da linearidade, foram preparadas, em triplicata, cinco solucdes
padréo de acido vanilico em diferentes concentragdes: Padrdo 1: 20 ug.mL?; Padrdo
2: 40 yg.mL?; Padrao 3: 60 ug.mL?; Padrao 4: 80 ug.mL*; Padrao 5: 100 ug.mL™.

Foi verificada a relacdo linear entre os resultados por meio do coeficiente de

variacdo em relagéo ao fator de resposta de cada concentragao.
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3.3.5. LIMITE DE DETECCAO
E a menor concentracdo do analito que pode ser detectada, mas n&o
necessariamente quantificada, sob condigdes experimentais estabelecidas (BRITO,
2003). O limite de deteccao (LD) do acido vanilico pode ser determinado a partir das
trés curvas analiticas obtidas, utilizando-se os dados de desvio padrao do intercepto

e inclinacdo média da curva analitica, conforme a equacéo apresentada abaixo:

D_DPa-3,3
T IC

Na qual:

DPa: desvio padrao do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, trés curvas

analiticas;
IC: inclinacdo da curva analitica.

3.3.6. LIMITE DE QUANTIFICACAO
O limite de quantificacdo (LQ) é definido como a menor concentragdo do
analito, que pode ser quantificada na amostra, com exatiddo e precisdo aceitaveis,
sob as condicbes experimentais adotadas. Pode ser estimado por meio do
sinal/ruido, do desvio-padrdo e por processos estatisticos (BRITO, 2003). O LQ do
acido vanilico pode ser determinado a partir das trés curvas analiticas obtidas,
utilizando-se os dados de desvio padrdo do intercepto e inclinacdo média da curva

analitica, conforme a equacéao apresentada abaixo:

_DPa-lO
T IC

Em que:

DPa: desvio padréo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, trés curvas

analiticas;
IC: inclinag&o da curva analitica.

3.3.7. ROBUSTEZ
A robustez de um método é a medida da sua capacidade de permanecer

inalterado sob pequenas, mas estudadas variacdes nos parametros analiticos do
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método e prover indicacdo da sua dependéncia durante o uso normal (BRITO,
2003). Por meio deste tipo de avaliacdo, constatam-se as precaucfes que devem
ser incluidas no procedimento para controlar o processo. Sendo assim, o parametro
que apresenta maior variagdo nas medi¢coes deve ser controlado e monitorado
durante as analises de rotina (BRASIL, 2003).

Neste estudo, a robustez foi avaliada por meio de modificacbes nas condicdes
cromatograficas previamente estabelecidas. Injetou-se em CLAE o padréo 60 pg/mL,

alterando-se as variaveis:

e Comprimento de onda: 259 nm; 260 nm e 261 nm.

e Vazao da fase mével: 0,98 mL.min%; 1,00 mL.min e 1,02 mL.min1,
e Proporcgao da fase mével: etanol e agua 25:75; 30:70 e 35:65.

e Volume de injegdo: 18 uL; 20 yL e 22 pL.

e Fabricante do etanol: JT Baker® e Scharlau®.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os métodos desenvolvidos foram comparados por andlise estatistica
utilizando a analise de variancia (ANOVA) disponivel no programa Excel (MS Office),
com um nivel de significAncia de 95%. Na validacdo dos métodos, foram utilizados
critérios de aceitacdo segundo o ICH e a RDC 166, de 25 de julho de 2017.

Na linearidade, foram consideradas satisfatérias as curvas analiticas que
demonstraram um coeficiente de correlacao superior a 0,999. Além disso, as curvas
analiticas foram estatisticamente avaliadas pela analise de variancia (ANOVA),
disponivel no programa Excel (MS Office). No teste de hipétese da significancia da
regressao, a hipotese nula (HO) considerou o coeficiente angular b # 0 e a hipétese
alternativa (H1), b = 0. Se o valor de F calculado for maior do que F tabelado, a
hipétese nula é rejeitada e a alternativa aceita, evidenciando a linearidade no
intervalo estudado, isto €, a reta passa proxima a origem. Caso contrario, indica que
0 método esta sujeito a erros sistematicos. A especificidade foi verificada pela
auséncia de resposta do placebo no método empregado e pela deteccado do analito

em condi¢des de estresse.
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A precisdo dos meétodos foi considerada adequada quando foram obtidas
estimativas de desvio padréo relativo entre as determinacdes inferiores a 2% (USP,
2008). Na exatidao, valores entre 98,0% e 102,0% foram considerados adequados
(MARQUES; BROW, 2002). A robustez foi avaliada pela influéncia das variacbes
nos resultados finais. Este teste permite ordenar a influéncia das variacdes nos

resultados finais, indicando qual o tipo de influéncia de cada uma das variacoes.

Os limites de deteccéo e quantificacdo foram determinados para observar se
as analises foram conduzidas em concentracbes acima desses valores. Na
concentragdo correspondente ao limite de quantificagéo, foram feitos testes de
precisdo e recuperacgdo, 0s quais devem produzir valores aceitaveis (estimativo de

desvio padréo relativo inferiores a 2% e recuperacao entre 98,0% e 102,0%).

4.1. DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA ANALITICA PARA
QUANTIFICACAO DE ACIDO VANILICO
No teste 1, apresentado na Tabela 2, é possivel observar, por meio da Figura
2, a obtencédo de um pico largo; assimétrico e que apresentou fronting (parte anterior

do pico demonstra-se mais larga).

Figura 2 - Cromatograma obtido por CLAE no teste 1, utilizando-se proporcgdo de fase mével
(etanol:agua) 30:70; vazdo 1,0 mL.min"t; comprimento de onda 260 nm e coluna Cis /250 x 4 mm/5

pum
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Tendo em vista que substancias ionizaveis tendem a apresentar picos com
caudas, uma possivel solucdo para tal seria otimizar o sistema, para que assim
apenas uma das formas estivesse presente. Dessa maneira, no teste 2, a fase movel

(4gua) foi acidificada com &acido férmico 0,1%. E possivel observar, por meio da
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Figura 3, que tal alteracdo néo foi eficiente e o resultado cromatografico ainda se

demonstrou insatisfatério, ja que a linha de base apresentou irregularidades.

Figura 3 - Cromatograma obtido por CLAE no teste 2, utilizando-se proporcéo de fase movel
(etanol:agua) 30:70; 4gua acidificada com &cido férmico 0,1%; vazdo 1,0 mL.mint; comprimento de

onda 260 nm e coluna C1s /250 x4 mm /5 pm

0.0020

0.0015

0.00104

0.0005

0.0000+

-0.0005

Minutes

Visando melhorar as caracteristicas cromatograficas observadas
anteriormente, no teste 3 a solucédo estoque da amostra também foi acidificada com
acido formico 0,1%. Por meio da Figura 4, é possivel observar a obtencdo de um
pico que apresenta parametros de conformidade com um sistema cromatografico

adequado.

Figura 4. Cromatograma obtido por CLAE no teste 3, utilizando-se propor¢éo de fase movel
(etanol:dgua) 30:70; agua e amostra acidificadas com acido férmico 0,1%; vazédo 1,0 mL.min-%;

comprimento de onda 260 nm e coluna Cis / 250 x 4 mm /5 pym
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Como apresentado em 4.2., foram realizados os seguintes calculos:
e Estimativa do volume morto:
Sendo:

=  Diametro= 4,6 mm e raio= 2,3 mm
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=  Comprimento= 150 mm

1 3,14+ (2,3)%- 150
—volume = = 1245,795
2 2
(1245,795)
Volume morto = % =1,25
e Fator de capacidade:
K = 2,78 — 1,25 — 1224
125 7
e Fator de alargamento:
_(0925+0,925)
~2-(0925)
e NuUmero de pratos:
1 2
N = 5,54-( : ) = 4011,51
0,55

Por meio dos testes citados anteriormente, pode-se assumir que a
conservacao da coluna; a diminuicdo da geracao de residuos; o numero de pratos
tedricos; a altura e largura do pico; a simetria e a quantificacdo confiavel do ativo
podem ser garantidas por meio do uso da fase mével composta por etanol:agua
purificada (30:70 v/v); vazdo 1,0 mL/min, sendo a agua e a amostra acidificadas com

acido formico 0,1%.

4.2. ESPECIFICIDADE
Prepararam-se solucfes estoques contendo amostra da emulsdo tanto com
como sem acido vanilico, além do padréo contendo, para comparacao, somente AV,
sendo que as concentragdes finais de todas as amostras corresponderam a 100
ug.mL? em etanol. A respectiva leitura de cada amostra foi realizada em CLAE de
maneira individual, sendo que posteriormente os picos foram sobrepostos a fim de

gerar uma melhor visualizacdo e deteccao de possiveis contaminantes.

Visto que ndo foram registrados picos na solucdo com a emulséo base,
mesmo que préximos ou no mesmo tempo de retencdo do AV, estes néo interferiram

na analise.

A Figura 5 representa a injecdo da amostra e base da emulsédo em relacdo ao
padrao de AV a 100 ug.mL™.
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Figura 5 - Cromatograma da injecéo de padrdo, amostra e base da emulséo, na concentragao
de 100 pg/mL diluidas na fase mével, utilizando coluna Eclipse Plus C1s (4,6 x 150 mm, 5 um,

Agilent); vazdo 1 mL.min!; detecgédo a 260 nm
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Foram preparadas diferentes solugbes contendo o AV na concentragdo de
100 pug.mL?, sendo que foram expostas a degradacdo acida; basica; oxidativa;
fotolitica e em alta temperatura, para a condicdo de estresse. Estas solucdes, apds o
periodo de exposicdo, foram injetadas no equipamento. As figuras 6 a 10

apresentam os cromatogramas obtidos.

Figura 6 - Cromatograma obtido por CLAE para solugdo de acido vanilico (100 ug.mL1), em
HCI 0,001 M, a 80°C
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Figura 7 - Cromatograma obtido por CLAE para solugdo de acido vanilico (100 yg.mL1), em
NaOH 0,001 M, a 80°C
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Figura 8 - Cromatograma obtido por CLAE para solucéo de &cido vanilico (100 pg.mL?), em

agua, a 80°C
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Figura 9 - Cromatograma obtido por CLAE para solucdo de acido vanilico (100 pg.mL1), em

luz ultravioleta
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Figura 10 - Cromatograma obtido por CLAE para solucdo de acido vanilico (100 ug.mL1), em
H202 a 80°C
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A partir dos cromatogramas apresentados, observa-se que nao existem
interferentes no pico de analise do AV, ou seja, ndo foram identificados picos
préximos ao tempo de retencdo do padrdo. No entanto, a analise da Figura 10
(condicdo com H2032) torna possivel o reconhecimento de outro pico, 0 que sugere a

existéncia de produtos de degradacao.

4.3. EXATIDAO
A tabela 4 apresenta os valores obtidos a partir do teste de recuperacao do

acido vanilico na emulséo por meio do método CLAE.

Tabela 4 - Valores obtidos a partir do teste de recuperagéo do &cido vanilico na emulsédo por meio de
CLAE

AV adicionado AV recuperado Recuperacao Recuperacéao

(mg.mL™1) (ng.mLY) (%) Média (%) PPR
R1 48 50,92 106,07
R2 60 58,79 97,98 101,88 3,98
R3 72 73,15 101,60

DPR: desvio padréo relativo

A partir da analise dos resultados obtidos neste ensaio, 0 método pode ser
considerado exato, ja que o valor de recuperacdo média para a emulsao (101,88%)
demonstra que h& concordancia entre o valor real do analito na amostra e o

estimado pelo processo analitico (BRITO, 2003).
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4.4. PRECISAO
A tabela 5 apresenta os valores obtidos a partir do teste de repetibilidade de
sete réplicas da solugdo de acido vanilico 60 ug.mL* analisadas no mesmo dia, sob

as mesmas condi¢cdes experimentais e pelo mesmo analista.

Tabela 5 - Valores obtidos a partir do teste de repetibilidade do acido vanilico

60

Area Area Area Area Area Area Area _ DPR
mg.mL- Média
. 1 2 3 4 5 6 7 (%)
4613040 4548042 4636833 4617188 4591603 4613444 4613663 4604830,43 0,61
DPR: desvio padréo relativo
A partir da analise dos resultados obtidos neste ensaio, o0 método pode ser
considerado preciso, ja que o valor de desvio padrao relativo (0,61%) demonstra que
h& proximidade entre as vérias medidas efetuadas na mesma amostra (BRITO,
2003).
4.5. LINEARIDADE
Os valores das areas obtidas para a curva analitica de acido vanilico estéao
apresentados na Tabela 7.
Tabela 7 - Valores das areas referentes ao pico de &cido vanilico para obten¢éo da curva analitica do
método cromatografico
Concentragao _ DPR
_ 12 curva 22 curva 32 curva Média DP
final (ug/mL) (%)
20 1735390,6667 1671772,0000 1596512,0000 1667891,5556 69520,6041 4,1682
40 3127997,6667 3372872,3333 2963721,6667 3154863,8889 205894,1777 6,5262
60 4724746,0000 4931162,6667 4498356,3333 4718088,3333 216479,9620 4,5883
80 6338551,0000 6594639,0000 6057341,3333 6330177,1111 268746,6970 4,2455
100 7255356,3333 8049902,0000 7274989,6667 7526749,3333 453169,8373 6,0208

DP: desvio padrdo; DPR: desvio padrédo relativo
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Construiu-se, com as médias dos valores das areas das trés curvas analiticas
obtidas durante os ensaios de linearidade, a curva analitica do AV (Figura 11) nas
concentragdes de 20, 40, 60, 80 e 100 ug.mL™. A equacéo da reta, determinada pelo
método dos minimos quadrados, corresponde a 'y = 74.465,1439x + 211.645,4111,
com Rz = 0,9979. O coeficiente de correlacdo foi satisfatorio, dessa maneira

indicando excelente correlacao linear entre os dados analisados.

Por meio da Figura 12 é possivel observar o cromatograma com o0s picos das
concentragdes de 20, 40, 60, 80 e 100 ug.mL* de AV.

Figura 11 - Curva analitica do acido vanilico obtida pelo método cromatografico, utilizando como

solvente a fase mével
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Figura 12 - Cromatograma do acido vanilico em concentragdes de 20, 40, 60, 80 e 100 ug.mL,
obtidas por CLAE a 260 nm
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Apoés a construcdo da curva analitica e a constatacédo de que os valores se

apresentaram lineares pelo R? encontrado (0,9979), foi realizada, na Tabela 8, a
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analise de variancia (ANOVA) para os respectivos valores e feita a andlise residual

por meio do grafico de residuos, este apresentado na Figura 13.

Tabela 8 - Analise de Variancia (ANOVA) para os valores da curva analitica

FONTES DE VARIACAO GL SQ VARIANCIA Fcalc Ftab (0,05)
ENTRE DOSES 4 0,66688 0,16672 224,12 3,48
REGRESSAO LINEAR 1 0,66447 0,66447 893,27 4,96

DESVIO LINEARIDADE 3  0,00240 0,0008007 1,08 3,71
DENTRO (RESIDUO) 10 0,00744 0,000743867 - -
TOTAL 14 0,67431 - - -

Figura 13 - Grafico de Residuos
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Na analise da variancia (ANOVA, Tabela 8), foi possivel constatar que nao
houve variagéo significativa entre as doses, uma vez que F calculado (224,12) > F
tabelado (3,48), que o desvio da linearidade também nao foi significativo, pois F
calculado (1,08) < F tabelado (3,71) e que a regressao linear foi significativa, visto
que F calculado (893,27) > F tabelado (4,96).

O grafico de dispersdo dos residuos (Figura 13) apresentou resultados
favoraveis, ja que valores néo ultrapassaram o intervalo entre 2 e -2 no eixo vertical,

garantindo assim a linearidade do método.
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4.6. LIMITE DE DETECCAO
Aplicando-se na equacdo os valores apresentados na Tabela 6, obteve-se
que a concentragdo minima que o método analitico é capaz de detectar corresponde
a 5,75 pug.mL* de acido vanilico.

 129.719,63- 3,3
~ 74.465,14

= 5,75

Tabela 6 - Determinagéo do limite de detec¢édo do método analitico de quantificacdo do acido vanilico

por CLAE

Intercepcdo com o Inclinacdo Curva
eixoY Analitica
Curval 361.262,93 71.252,42
Curva 2 130.661,60 79.890,13
Curva 3 143.011,70 72.252,88
Média 211.645,41 74.465,14
Desvio Padréo 129.719,63 4.724,73

O valor de limite de deteccdo deve ser menor que a primeira concentracao
usada, ou seja, menor que 20 pg.mL*?, a fim de mostrar que a quantidade usada é
suficiente para detectar o AV.

4.7. LIMITE DE QUANTIFICACAO
Aplicando-se na equacao os valores apresentados na Tabela 6, obteve-se
gue a concentracdo minima que o método analitico é capaz de detectar corresponde

a 17,42 pg.mL* de acido vanilico.

_129.719,63 - 10
T 74.465,14

=17,42

O valor de limite de quantificagdo deve ser menor que a primeira
concentragdo usada, ou seja, menor que 20 pg.mL?t, a fim de mostrar que a

guantidade usada é suficiente para quantificar o AV.

4.8. ROBUSTEZ
A robustez foi avaliada por meio de modificagdbes nas condi¢des

cromatograficas previamente estabelecidas, tais como vazdo de fase movel;
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comprimento de onda; proporcao etanol: agua na fase movel; volume de injecéo e
marca do solvente utilizado. Os valores obtidos apos estas modificacbes
apresentaram desvio padrado relativo (DPR) menor que 5%, ou seja, as pequenas
alteracdes proporcionadas nao provocaram variagdes significativas nos resultados

obtidos, o que indica que o método é robusto, como mostra a Tabela 9.

Tabela 9 - Valores obtidos na avaliacdo da robustez do método por CLAE para analise de acido

vanilico
Variavel Faixa investigada AV (%) DPR (%)
Comprimento de 259
_ 60,00
onda para leitura 260
60,10 1,2804
dos resultados 261
61,39
(hm)
Vazéo da Fase 0,98 60,00
movel (mL/min) 1,00 58,53 1,3885
1,02 58,64
Proporcgéo etanol:
] 25:75 59,67
agua nafase
) 30:70 60,00 0,8413
movel
35:65 60,66
Volume de 18 59,40
injegao (ML) 20 60,00 0,5484
22 59,48
Fabricante do JT Baker® 60,00 0,1147
etanol Scharlau® 60,10

DPR: Desvio padréao relativo

5. CONCLUSAO
Neste estudo o método analitico desenvolvido foi validado, assim
assegurando todos os parametros de especificidade; exatidao; precisao; limite de
deteccao; limite de quantificacdo; linearidade e robustez estabelecidos.

De acordo com as diferentes condicbes cromatograficas testadas e seus

respectivos resultados, tornou-se possivel identificar a op¢cdo mais satisfatéria para a
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realizacdo dos testes para validacdo do método, sendo nela utilizada proporgéo de
fase movel (etanol:agua) 30:70; dgua e solucdo estoque da amostra acidificadas
com &cido férmico 0,1%; vazdo de 1,0 mL.min%; comprimento de onda
correspondente a 260 nm e coluna Eclipse Plus Cis / 150 x 4,6mm / 5 ym. A partir
deste conjunto de condicbes cromatograficas, pode-se assumir que a conservacao
da coluna; a diminuicdo da geracdo de residuos; o0 numero de pratos teoricos; a
altura e largura do pico; a simetria e a quantificacdo confiavel do ativo podem ser
garantidas.

A partir dos testes de estresse realizados, observa-se que n&o existem
interferentes no pico de andlise do AV, ou seja, nao foram identificados picos
préximos ao tempo de retencdo do padrdo. No entanto, a andlise da condicdo de
H20:2 torna possivel o reconhecimento de outro pico, 0 que sugere a existéncia de

produtos de degradacao.

A andlise dos resultados obtidos neste ensaio permite afirmar que o método
pode ser considerado exato, ja que o valor de recuperacdo média para a emulsédo
demonstra que h& concordancia entre o valor real do analito na amostra e o

estimado pelo processo analitico (BRITO, 2003).

A precisdo deste método pbde ser determinada por meio do teste de
repetibilidade, visto que o valor de desvio padrdo relativo demonstra que héa

proximidade entre as varias medidas efetuadas na mesma amostra (BRITO, 2003).

Os valores de limite de deteccéo e de limite de quantificacdo foram calculados
e demonstraram ser menores que a primeira concentracdo utilizada, ou seja,
menores que 20 pg.mL%, o que indica que a quantidade utilizada foi suficiente para

detectar e quantificar o método.

Na andlise da linearidade, o coeficiente de correlagdo obtido foi satisfatorio,
desta maneira indicando excelente correlacdo linear entre os dados analisados.
Além disso, a analise da variancia (ANOVA) permitiu constatar que ndo houve
variacdo significativa entre as doses, que o desvio da linearidade também néo foi
significativo, e que a regressao linear foi significativa. O grafico de dispersdo dos
residuos apresentou resultados favoraveis, garantindo assim a linearidade do

método.
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Para a robustez, os valores obtidos apds as modificacbes apresentaram
desvio padréao relativo (DPR) menor que 5%, ou seja, as pequenas alteracbes
proporcionadas ndo provocaram variagdes significativas nos resultados obtidos, o
que indica que o método € robusto.

Desta maneira, foi possivel desenvolver e validar a metodologia analitica por

CLAE para quantificacdo de acido vanilico em emulsdo cosmética.
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