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RESUMO

O Acido Kojico (AK) e a Hidroquinona (HQ) s&o agentes despigmentantes
freqientemente comercializados em associa¢cées dermocosmeéticas de manipulacéo
magistral, utilizadas no tratamento de discromias. A necessidade de metodologias
analiticas de baixo custo que viabilizem o controle de qualidade dessa associagéo é
evidente. Em fungdo de caracteristicas como alta sensibilidade, baixo custo e
simplicidade operacional, o presente trabalho tem por objetivo a utilizacdo da
espectrofotometria na regido do visivel associada a métodos de calibracdo
multivariada, principalmente Regressdo de Minimos Quadrados Parciais (PLSR)
para determinacao de AK e HQ. A metodologia proposta consiste na complexagao
de &cido kéjico com o fon Fe** (A = 494 nm), enquanto a hidroquinona reduz os ions
Fe** a Fe?', que por sua vez complexam com 1,10-fenantrolina (A = 510 nm). A
determinacao quantitativa de AK e HQ pelos métodos convencionais de analise foi
realizada via curva analitica, principio da aditividade espectrofotométrica e primeira
derivada, cujos erros relativos médios foram: 20,65% (HQ) e 469,91% (AK), 41,44%
(HQ) e 47,11% (AK), 57,59% (HQ) e 156,72% (AK), respectivamente. Os resultados
dos métodos convencionais foram comparados ao PLSR, sendo que os modelos de
melhor capacidade preditiva empregaram: faixa espectral de 350 a 800 nm, dados
centrados na média, 03 e 02 varidveis latentes para acido kdjico e hidroquinona,
respectivamente. Os erros relativos médios obtidos a partir desses modelos foram:
4,20% para AK e 6,05% para HQ, evidenciando que o método PLSR apresentou
melhores resultados para a quantificacdo dos analitos, quando comparado aos
métodos convencionais. A metodologia multivariada desenvolvida foi validada
segundo critérios da ANVISA e posteriormente utilizada para previsdo dos analitos

em amostras reais obtidas em farmacias de manipulacéo da regiao.

Palavras-Chave: Acido Kajico, Hidroquinona, Espectrofotometria UV-Vis, Calibracéo
Multivariada, PLSR, Validacéao.
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ABSTRACT

Kojic Acid (KA) and Hydroquinone (HQ) are depigmenting agents used as skin-
whitening cosmetics to treat dyschromias. The need for low cost analytical
methodologies that enable quality control of this association is evident. Due to the
characteristics such as high sensitivity, low cost and operational simplicity, this work
aims to use spectrophotometry in the visible region and multivariate calibration tools,
mainly Partial Least Squares Regression (PLSR) for quantitative determination of KA
and HQ. The method is based on the complexation of kojic acid with Fe** ion (A =
494nm), while hydroquinone reduces Fe** ions to Fe?*, which complex with 1,10-
phenanthroline (A = 510nm). The quantitative determination of KA and HQ by
conventional methods was performed by analytical curve, spectrophotometric
additivity principle and first-derivative spectrophotometry, and the average errors
were: 20,65% (HQ) and 469,91% (AK), 41,44% (HQ) and 47,11% (AK), 57,59%
(HQ) and 156,72% (AK), respectively. The results of conventional methods were
compared to PLSR, and the multivariate models with better predictive capacity used:
spectral range from 350 to 800 nm, mean center data, 03 and 02 latent variables for
kojic acid and hydroquinone, respectively. The mean relative errors obtained from
these models were: 4,20% for AK and 6,05% for HQ, indicating that PLSR method
showed better results for the quantification of analytes, when compared to
conventional methods. The multivariate methodology developed was validated
according to ANVISA criteria and then used for quantification of analytes in real

samples, obtained from manipulation pharmacies of the region.

Keywords: Kojic Acid, Hydroquinone, UV-Vis spectrophotometry, Multivariate
Calibration, PLSR, Validation.



1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos o numero de produtos para clarear a pele teve um grande
crescimento (AZULAY-ABULAFIA et al., 2003). Dentre o0s varios agentes
despigmentantes disponiveis no mercado em associacdes dermocosmeéticas,
destacam-se o0 &cido kdjico e a hidroquinona. O acido kéjico, 5-hidroxi-2-
(hidroximetil)-4-pirona é uma substancia natural produzida por vérios fungos e
bactérias (LIN; YANG; WU, 2007) que possui acdo clareadora em funcdo da sua
propriedade quelante de ions cobre, responsavel pela inativacdo da enzima
tirosinase e consequente inibicdo na formacdo de melanina (PICARDO e
CARRERA, 2007). A hidroquinona, 1,4-Dihidroxibenzeno, por sua vez, produz
despigmentacdo nao definitiva, inibindo a oxidacdo enzimatica da tirosina em 3,4-
diidroxifenilalanina e de outros processos metabdlicos dos melanocitos (AZULAY-
ABULAFIA et al., 2003).

Altas concentracbes de hidroquinona em produtos de uso topico podem
causar severos efeitos colaterais, e como o acido kéjico tem acdo equivalente
(DRAELOS, 2008), porém menos abrasiva que a hidroquinona, diversas
formulagBes contendo a associagdo destes principios ativos sao utilizadas no Brasil
em tratamentos dermatologicos, tendo sua origem predominante na manipulacao
magistral em farmacias de manipulacdo. Como estes estabelecimentos produzem
quantidades pequenas das formulacdes, o controle de qualidade do produto final &
geralmente inexistente, ja que o mesmo se fundamenta em modernas técnicas
instrumentais com elevado custo e que dificultam a implementacdo de rotinas
analiticas em laboratérios de pequeno ou médio porte, e em 6rgaos de fiscalizacao
ligados ao governo. Sendo assim, a necessidade de metodologias analiticas que
viabilizem o controle de qualidade deste tipo de produto farmacéutico € evidente. Em
funcdo de caracteristicas como alta sensibilidade, baixo custo e simplicidade
operacional, a espectrofotometria UV-Vis corresponde a uma ferramenta analitica de
primeira importancia (BOSCH et al., 2008). No entanto, a baixa seletividade da
técnica faz com que a ocorréncia de sobreposicao espectral seja bastante frequente,
0 que muitas vezes inviabiliza o desenvolvimento de metodologias analiticas

orientadas a determinacao de misturas.



Nos ultimos anos, diversas ferramentas de calibracdo multivariada tém sido
propostas para contornar os problemas associados a interferéncia espectral entre
espécies de interesse, viabilizando a sua determinacdo simultdnea, mesmo em
condi¢bes de severa sobreposicao de bandas (CORDEIRO et al., 2008).

Métodos espectrofotométricos na regido do ultravioleta poderiam ser
utilizados na determinagdo de acido kéjico e hidroquinona em dermocosméticos, ja
gue 0S mesmos possuem sinais de absor¢cdo nessa regiao. No entanto, como uma
grande variedade de compostos organicos também absorvem nessa regido, 0s
constituintes da base (creme ou gel) utilizados nas formulacgdes, dificultariam esta
determinacdo. Para eliminar a interferéncia do veiculo, a qual se manifesta
intensamente na regido ultravioleta do espectro, é possivel recorrer ao uso de
derivatizacado quimica, objetivando a formacéo de espécies coloridas, e em alguns
casos obtendo-se um aumento da sensibilidade analitica. Assim, o presente trabalho
objetiva o desenvolvimento de uma metodologia analitica orientada a determinacao
da associacdo dermocosmeética de acido kdjico (complexando com ions ferro (1)) e
hidroguinona (responsavel pela reducdo do Fe (Ill) a Fe (ll) que posteriormente
complexa com 1,10-fenantrolina), através da utilizagcdo da espectrofotometria na
regido do visivel e ferramentas de calibragdo multivariada, principalmente Regresséo
de Minimos Quadrados Parciais (PLSR).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PELE E AGENTES DESPIGMENTANTES

A pele recobre a superficie do corpo e desempenha mudltiplas funcdes. Sua
cor é resultado da presenca e interacdo de uma série de substancias encontradas
na epiderme e derme, denominadas cromoéforos, sendo a melanina o complexo mais
importante e também a maior fonte de coloracdo (MONTAZ et al., 2008). A melanina
€ um pigmento de cor marrom-escura, sintetizado com a participacdo da enzima
tirosinase, em células altamente especializadas, chamadas melandcitos, as quais
estdo localizadas na camada basal da epiderme (Figura 01). Devido a agdo da
enzima tirosinase, o aminoacido tirosina € transformado primeiro em 3,4
diidroxifenilanina (DOPA), e posteriormente a dopa-quinona, que apds varias
transformacdes, converte-se em melanina (YOON et al., 2003; JUNQUEIRA et al.,

2004).

Melandcito

Melanina no interor dos
QueratindCitos

Queratinéoitos

Melanteilo

Figura 01: Estrutura da pele incluindo a localizacdo dos melandcitos e melanina
FONTE: JUNIOR, 2008.



O aumento andmalo na formagéo de melanina pode estar relacionado a uma
variedade de causas, os fatores contribuintes mais comuns séo: pré-disposicéo
genética, gravidez, uso de contraceptivos orais, disfuncdo endocrina ou tratamento
hormonal e principalmente exposicdo a radiacdo UV da luz solar (GUPTA et al.,
2006). Para reduzir os efeitos desta anomalia, varios agentes despigmentantes
estdo disponiveis para comercializacdo em formulagbes contendo um ou mais
principios ativos em associacédo, sendo que nos ultimos anos o desenvolvimento de
produtos para clarear a pele teve um crescimento explosivo (AZULAY-ABULAFIA et
al., 2003). Sabe-se que o tratamento de discromias (alteracbes na coloracdo da
pele) é dificil, pois muitos compostos efetivos no tratamento apresentam
propriedades irritantes e podem, em certos casos, promover descamacao.

Entre os agentes despigmentantes mais usados estdo: acido azelaico, acido
retindico (tretinoina), acido ascérbico, acido fitico, corticosterodide, a-hidroxiacidos,
hidroquinona e o &cido kéjico.

2.1.1 Acido Azelaico

O acido azeldico (Figura 02) é um acido dicarboxilico saturado, de ocorréncia
natural, obtido de culturas de Pityrosporum ovale. E um agente terapéutico efetivo
no tratamento de discromias, devido sua propriedade inibidora na producédo de
melanina, quando aplicado na forma de creme ou gel, em concentracdes de 15% a
20% (GAO et al., 2008).

HDMDH

Figura 02: Estrutura quimica do &acido azelaico
FONTE: MERCK, 2009.




2.1.2 Acido Retinéico (Tretinoina)

A acdo despigmentante do &cido retindico ou tretinoina (Figura 03) baseia-se
na habilidade de acentuar a proliferacdo queratinécita, acelerando a taxa de
renovacdo da epiderme (ORTONNE e PASSERON, 2005). Concentracbes entre
0,05% - 0,1% sé&o bastante utilizadas, sendo que os efeitos colaterais mais comuns
associado ao uso sdo: dermatite retindica caracterizada por queimadura, eritema,
descamacéo e pele seca (GUPTA et al., 2006; RENDON et al., 2006).
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Figura 03: Estrutura quimica do &cido retinéico
FONTE: MERCK, 2009.

2.1.3 Acido Ascorbico (Vitamina C)

O acido ascoérbico (Figura 04) é um agente anti-oxidante que afeta a
melanogénese (processo de formacgéo da melanina) por reduzir a dopa-quinona em
DOPA. Trata-se de uma substancia muito instavel e rapidamente oxidada em
solucédo aquosa. Para contornar essa desvantagem, da-se preferéncia ao uso de seu
derivado, fosfato de ascorbil magnésio que apresenta maior estabilidade quimica
(PICARDO e CARRERA; 2007).
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Figura 04: Estrutura quimica do acido ascérbico
FONTE: LITOS et al., 2007.



2.1.4 Acido Fitico

O acido fitico (Figura 05) é um despigmentante de origem natural com
propriedades hidratantes encontrados nas sementes de alguns cereais como: aveia,
arroz e gérmen de trigo (ROSSETO, 2007). Atua como quelante de ions cobre,
inibindo a formacéo de melanina. Costuma ser utilizado em concentracfes de 1-2%
e sua principal vantagem € o baixo potencial irritativo, 0 que permite seu uso em

regides sensiveis da pele, como as palpebras (ORDIZ, 2003).

Figura 05: Estrutura quimica do acido fitico
FONTE: FARIA et al., 2006.

2.1.5 Corticosteroide

Véarios tipos de corticosterdides, como hidrocortisona, dexametasona,
betametasona entre outros, tém sido utilizados, por via topica, no tratamento de
discromias. Algumas vezes associado a outros agentes despigmentantes como
hidroguinona e tretinoina para obtencdo de melhores resultados. Tratamentos em
longo prazo ndo sédo recomendados devido ao surgimento de numerosos efeitos

adversos proprios dos corticosteroides (PRIGNANO et al., 2007).

2.1.6 a-hidroxiacidos

Dentre os varios a-hidroxiacidos (AHAS), o acido glicélico (Figura 06) e o

acido latico (Figura 07) sdo os mais populares e efetivos no tratamento de



discromias. Recentes estudos demonstram a capacidade desses AHAs em
aumentar a renovacgdo celular e inibir diretamente a atividade da tirosinase
(PICARDO e CARRERA, 2007).
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Figura 06: Estrutura quimica do &cido glicélico Figura 07: Estrutura quimica do &cido latico
FONTE: MERCK, 2009. FONTE: CHEMICAL BOOK, 2008.

2.1.7 Hidroquinona

A hidroquinona (Figura 08), 1,4-dihidroxibenzeno, continua sendo o agente
branqueador mais prescrito em todo o mundo, sendo introduzido para uso clinico em
1961 (OLIVEIRA et al., 2007). Os primeiros relatos a respeito de sua eficacia na
reducdo da pigmentacdo da pele datam antes de 1936. A hidroquinona é um
hidroxifenol de estrutura quimica similar ao precursor da melanina e atua
principalmente pela inibicdo da tirosinase, reduzindo a hidroxilacdo da tirosina em
diidroxifenilalanina. Outros supostos mecanismos de acao sdo: inibicdo das sinteses
do DNA e RNA, degradacdo dos melanossomos e destruicdo dos melandcitos. As
concentracbes empregadas usualmente variam de 2% a 5% (PICARDO e
CARRERA, 2007). Recomenda-se a utilizacdo de hidroquinona apenas sob
prescricdo médica, pois em concentracfes acima de 5% pode causar severos
efeitos colaterais incluindo dermatites, eritema, leucoderma, queimadura e
hiperpigmentacéo (LIN; YANG; WU, 2007).
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Figura 08: Estrutura quimica da hidroquinona
FONTE: MERCK, 2009.



2.1.8 Acido Kojico

O acido kgjico (Figura 09), também conhecido por 5-hidréxi-2-(hidroximetil)-4-
pirona é uma substancia natural produzida por varios fungos e bactérias, entre elas
espécies de Aspergillus, Penicillium e Acetobacter (LIN; YANG; WU, 2007).
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Figura 09: Estrutura quimica do acido kdjico
FONTE: CORRER, 2004.

Entre suas varias propriedades destacam-se a acgdo antimicrobiana e
quelante de ions cobre, sendo esta ultima, responsével pela inativagdo da tirosinase
e consequiente acao inibidora na formacdo de melanina, (CANO et al.,, 1994,
PICARDO e CARRERA, 2007). Este mecanismo confere ao acido kojico a acgao
clareadora, permitindo seu uso em preparacdes cosmecéuticas utilizadas no
tratamento tépico das discromias.

Segundo o estudo do perfil das prescricdbes de acido kdjico realizado por
CORRER (2004), a associacdo dermocosmeética de acido kéjico e hidroquinona
ocupa a terceira posicao nas formulagdes freqientemente prescritas contendo dois
agentes clareadores. Nesta pesquisa foram analisadas 163 receitas que continham
acido kojico de forma isolada ou em associacdo com outros agentes
despigmentantes, preparadas no periodo de maio a agosto de 2003 em quatro
farméacias de manipulagéo da regido de Curitiba.

Sabe-se que diversas formulagBes contendo &cido kéjico e hidroquinona séo
utilizadas no Brasil em tratamentos dermatologicos, geralmente comercializado em
preparacdes dermocosmeéticas, através da manipulacdo magistral em farmacias de
manipulagdo. Como estes estabelecimentos produzem quantidades pequenas das
formulag@es, geralmente o controle de qualidade do produto final é inexistente.

Dentro deste contexto, torna-se evidente a necessidade do desenvolvimento

de metodologias analiticas, de baixo custo, que viabilizem o controle de qualidade



desta associacdo dermocosmética utilizada em tratamentos dermatolégicos para
clarear a pele.

2.2 METODOS DE QUANTIFICACAO

Muitos autores tém quantificado separadamente acido kdjico e hidroquinona
em cosmeéticos (gel, creme e emulsdo), assim como em outros tipos de matrizes por
diversas técnicas.

OLIVEIRA e colaboradores (2007) desenvolveram um sensor biomimético
utilizando um novo complexo dinuclear de cobre (II) [Cux(HL)(OAC)](ClO,). para
determinar a concentracdo de hidroquinona em cosmeéticos por voltametria de onda
quadrada. Obtiveram-se resultados satisfatérios nas amostras comerciais testadas,
sendo que os erros relativos mostraram-se inferiores a 0,53%.

Por sua vez, GARCIA e colaboradores (2005) desenvolveram e validaram
dois métodos para determinagdo de hidroquinona em formulagbes, um via
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) por fase reversa e outro via
espectrofotometria UV derivativa (UVDS). Ambas as metodologias mostraram
resultados satisfatorios, com ampla faixa linear (6-30 pg/ml para HPLC e 10-26 pg/mi
para UVDS), baixo limite de quantificacdo (0,26 pg/ml para HPLC e 0,46 pg/ml para
UVDS) e com Desvio Padréo Relativo (RDS) inferiores a 1,34% para HPLC e 0,98%
para UVDS na determinacao do analito em gel e creme na faixa de concentracéo de
2 a 4%. As metodologias desenvolvidas foram comparadas por analise estatistica
(teste t e Teste F) e ndo mostraram diferenca analitica significativa com 95% de
confiancga, indicando que as propostas podem ser utilizadas nas analises de rotina
para o controle de qualidade de produtos que contenham a hidroquinona como unico
principio ativo.

AHAMMAD e colaboradores (2010) desenvolveram um método eletroquimico
simples e seletivo, baseado na anodiza¢do de um eletrodo de carbono vitreo (ECV),
para a determinacdo simultanea de hidroquinona (HQ) e catecol (CT) utilizando
voltametria de pulso diferencial. O ECV ativado apresentou estabilidade,
reprodutibilidade (RSD de 0,61%-HQ e 0,73%-CT, n=10) e boa relagéo linear (R =
0,98) entre os picos de corrente anddica e concentracdo, no intervalo de 0,5 x 10° a
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200 x 10°® mol L*, com o limite de deteccdo de 0,16 e 0,11 pmol L* para
hidroquinona e catecol, respectivamente. Resultados satisfatorios foram obtidos na
determinacdo dos analitos em amostras de agua contaminada, com taxas de
recuperacdo de 96,6-101,7% para a hidroquinona e 98,8-103,9% para catecol,
demonstrando claramente a aplicabilidade e a confiabilidade do método proposto.

Com o objetivo de diminuir os efeitos de matriz de amostras reais, LIN, SHEU,
WU e HUANG (2005) propuseram a quantificacdo de hidroquinona em emulséo
cosmeética usando a técnica de microdialise para preparacdo de amostras, acoplado
a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Para determinar a exatiddo e
precisdo do método, foram realizados ensaios em triplicata em quatro diferentes
dias. Os erros relativos foram menores que 13,0% e o RDS menor que 7,55%,
sendo que a taxa de recuperacao variou de 89 a 112%. O método foi aplicado a 4
amostras reais, e 0s resultados se mostraram concordantes com os valores
declarados pelos fabricantes. Uma das vantagens ressaltadas pelos autores esta
relacionada com o menor pré-tratamento da amostra e baixo consumo de solventes
organicos.

LIN, WU e HUANG (2007) também utilizaram a técnica de microdidlise on-line
para determinar simultaneamente acido kdjico, ascorbil glucosideo e niacinamida
(vitamina B3) em cosmeéticos clareadores via cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Nas misturas sintéticas dos trés agentes clareadores, 0s autores obtiveram
taxas de recuperacao entre 92-106% com boa repetibilidade (RSD= 3,9-8,7%) do
método. Foram testadas seis amostras comerciais contendo os agentes clareadores
em diferentes dosagens, obtendo-se valores concordantes com os declarados pelo
fabricante e dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo de Taiwan.

CORRER e colaboradores (2005) determinaram acido kojico em creme por
espectroscopia UV-Vis e métodos de calibracdo multivariada. Os resultados do
ensaio de recuperagcdo mostraram valores de 98,29%, 98,55% e 98,43% para as
trés amostras analisadas e coeficientes de variacdo inferiores a 2%, dentro dos
limites aceitos pela ANVISA. A metodologia testada mostrou-se exata e precisa,
indicando uma boa alternativa para quantificagéo do analito.

LIU e colaboradores (2009) utilizaram eletrodos de pasta de nanotubo de
carbono de paredes multiplas modificado com vermelho de alizarina S como sensor
para a determinacéo acido kojico em produtos alimenticios. O eletrodo desenvolvido

mostrou-se bastante seletivo e apresentou excelente reprodutibilidade (RSD = 5,2%,
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n=10). A corrente de oxidacdo do &cido kojico foi proporcional & sua concentragdo
dentro do intervalo de 4,0 x 107 mol L™ a 6,0 x 10° mol L™, com um coeficiente de
correlacdo de 0,998 e um limite de deteccdo de 1,0 x 107 mol L™. Na anélise de
amostras reais, a determinacao de acido kojico foi realizada pelo método de adicdo
de padrdo em amostras de molho e vinagre com taxas de recuperacédo entre 97,7% -
101,8% e RSD inferior a 5%. Os resultados obtidos pelo método proposto
apresentaram boa concordancia quando comparados aos resultados obtidos por
HPLC.

Por outro lado, relatos de determinacdo simultdnea de &cido kojico e
hidroguinona sao pouco comuns, como é o0 caso da proposta de analise de HUANG
e colaboradores (2004) que determinaram simultaneamente acido Kkajico,
hidroquinona, fosfato de ascorbil magnésio, ascorbil glucosideo e arbutin em
cosméticos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os ensaios de
recuperacdo mostraram valores entre 93,5% — 103,3%, com RSD menor que 1,3%.
Nos ensaios intra-corrida e inter-corrida obtiveram-se RSD menores que 2,4%. A
metodologia proposta mostrou-se satisfatoria para determinacdo simultanea dos
analitos.

Na proposta de LIN, YANG e WU (2007) foi empregado um planejamento
fatorial para otimizar a metodologia de cromatografia capilar eletrocinética micelar
(MEKC) na determinacdo simultdnea de &cido kojico, hidroquinona e arbutin em
cosmeéticos. Os erros relativos encontrados no método de validagéo foram inferiores
a 3,0% e a taxa de recuperacdo superior a 99%. Na analise das amostras
comerciais, a metodologia foi aplicada com sucesso no controle de qualidade dos
clareadores citados, obtendo-se valores concordantes com os declarados pelo
fabricante e com os limites estabelecidos pela legislacdo de Taiwan.

Por sua vez, CHISVERT e colaboradores (2010) empregaram a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas para determinar acido kojico, acido
azelaico, arbutin, hidroquinona e resorcinol em cosméticos. O método proposto
mostrou-se satisfatorio, com bons limites de deteccédo e quantificacdo. Nos ensaios
intra-corrida e inter-corrida obtiveram-se variacdes inferiores a 10%. Para determinar
a exatiddo do método, quantificou-se o0s analitos em amostras cosméticas
preparadas no laboratério com erros relativos menores que 5%. A metodologia
desenvolvida foi aplicada com sucesso na determinacdo dos analitos em nove

amostras comerciais, mostrando a presenca de agentes despigmentantes nao
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declarados no rétulo em quatro das amostras analisadas.

2.3 QUIMIOMETRIA

A quimiometria € uma area da quimica que emprega métodos matematicos e
estatisticos para planejar ou selecionar experimentos de forma otimizada e para
fornecer o maximo de informagdo quimica relevante com a analise dos dados
obtidos (FERREIRA et al.,1999).

2.3.1 Planejamento Fatorial de Experimentos

O planejamento fatorial € uma metodologia que apresenta caracteristicas
vantajosas para estudar a influéncia de variaveis em processos, pois requer um
pequeno numero de ensaios, funciona bem na presenca de erros aleatorios e
principalmente avalia as interacdes entre as variaveis, permitindo verificar os efeitos
sinérgicos ou antagdnicos relacionados as respostas obtidas.

Para executar um planejamento fatorial, escolnem-se as variaveis a serem
estudadas e efetuam-se experimentos em diferentes valores destes fatores, sendo
realizados experimentos para todas as combinacfes possiveis dos niveis
selecionados (BRUNS et al., 2003). De um modo geral, o planejamento fatorial pode
ser representado por b® onde "o" é o nimero de fatores "b" € o nimero de niveis
escolhidos. Em geral, os planejamentos fatoriais do tipo 2% sdo os mais comuns, ja
que 0S mesmos requerem a realizacdo de poucos experimentos. E evidente que
com um numero reduzido de niveis ndo € possivel explorar de maneira completa
uma grande regido no espaco das variaveis. Entretanto, € possivel observar
tendéncias importantes para a realizacdo de investigacoes posteriores (EIRAS et al.,
1999).

LEITAO e SILVA (2008) utilizaram planejamento fatorial fracionario e
completo, para otimizagdo das reacbes do anti-hipertensivo diltiazem com
hidroxilamina e um sal de ferro (Il). Primeiramente, o diltiazem reage com a

hidroxilamina formando um acido hidroxamico que posteriormente reage com o sal



13

de ferro (Il) formando um complexo de coloracdo vermelha, com absor¢do em 512
nm. As condi¢cdes otimizadas da reacao de complexacdo foram: solvente metanol,
concentracdo de hidroxilamina de 9,4%, concentracdo de NaOH de 18,75%,
concentracdo da solucao de ferro (Il) de 2,0%, volume minimo de acido perclérico
7% (v/iv) (suficiente apenas para neutralizar o NaOH) e reacdo a temperatura
ambiente. Uma metodologia cinética espectrofotométrica multivariada orientada a
determinacdo deste anti-hipertensivo em diferentes formulacdes farmacéuticas foi
desenvolvida utilizando a reacao otimizada, na qual se obteve resultados similares
ao metodo cromatogréfico padréo, na determinacdo do analito em amostras reais.
Na analise do padrdo farmacéutico obteve-se limite detec¢do de 6 e 2 mg/L, e na
analise de formulacbes farmacéuticas de 41 e 39 mg/L, utilizando-se PARAllel
FACtor analysis (PARAFAC2) e Resolucdo de Curva Multivariada — Minimos
Quadrados Alternados (MCR-ALS) respectivamente. Em ambas as metodologias,
dados de absorbancia em trés dimensdes (comprimento de onda, tempo e
concentracdo) foram adquiridos para posterior processamento. (Leitdo e Silva,
2007).

Por sua vez, GIROTTO e colaboradores (2007) aplicaram um planejamento
fatorial completo 2* para avaliar os principais fatores e suas interacdes no processo
de extracdo em fase solida (SPE) dos hormoénios 17- B- estradiol, estrona e 17
etinilestradiol via HPLC com detector de fluorescéncia. As melhores condi¢des
obtidas foram: 500 mL da amostra, condicionamento da fase sdlida (C18) com
acetona (4 mL), metanol (6 mL) e agua pH 3 (10 mL), e eluicdo dos analitos com 4

mL de acetona.

2.3.2 Calibragdo Multivariada

Nos ultimos anos, diversas ferramentas de calibracdo multivariada tém sido
propostas para contornar 0s problemas associados a interferéncia espectral,
principalmente quando os componentes presentes numa mistura necessitam ser
determinados, mas a informacao analitica disponivel ndo apresenta seletividade. Isto
€, guando em uma mistura ndo € possivel identificar os componentes individuais, a
partir da resposta instrumental (NAGATA et al, 2001). De maneira geral,

metodologias multivariadas permitem explorar toda a informacédo fornecida pela
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técnica instrumental, favorecendo o desenvolvimento de modelos de calibragéo
confidveis, mesmo em situacdes de extrema sobreposicdo espectral ou
complexidade de sinal (CORDEIRO et al., 2008).

A base da calibragdo multivariada é estabelecer uma relacdo matematica
entre duas matrizes (ou blocos) de dados quimicos, quando houver uma
dependéncia entre as propriedades que descrevem cada uma delas. No caso
particular deste projeto, 0os espectros e as concentracbes de acido kojico e
hidroquinona.

Esta metodologia consiste, basicamente, de duas fases: a calibracdo e a
previsao. Na etapa de calibracdo, “n” espectros para um conjunto de amostras com
composi¢cdo conhecida sdo obtidos em “p” valores de comprimentos de ondas
diferentes, formando uma matriz X, com “n” linhas e “p” colunas. Também uma
matriz Y com os valores de concentracdo pode ser formada contendo “n” linhas,
correspondendo as diferentes amostras, e “qQ” colunas, indicando o numero de
diferentes analitos presentes nas amostras. O proximo passo € desenvolver um
modelo matematico apropriado (determinando o vetor dos coeficientes de regressao
— b) que melhor possa reproduzir Ycal a partir dos dados da matriz Xcal (Equacao
01). Esse modelo é utilizado na fase de previsdo (com um conjunto teste) para
estimar as concentracdes (Yprev) dos constituintes de novas amostras, a partir de
seus espectros (Xteste) (Equacdo 02). Como estas metodologias trabalham com
matrizes de dados, o processo de isolar o fator Y da Equacéao 01 para obtencéo da
Equacdo 02, implica na utilizacdo da matriz transposta de X, ou seja, (Xteste)'

(NAGATA et al., 2001).

Xcal = b * Ycal (Equacao 01)
Yteste = (Xteste) ' * b (Equacéo 02)

Os dados para a calibracdo multivariada podem ser organizados conforme
ilustra a Figura 10. As respostas de absorcdo dos espectros, a cada valor de
comprimento de onda, sdo as variaveis independentes, e as concentracdes dos
farmacos nas amostras, as variaveis dependentes.

Dentre os métodos existentes para determinacdo do vetor de regresséao (b),
podemos citar a Regressdo de Minimos Quadrados Parciais (PLSR), a qual se
baseia na Analise de Componentes Principais (PCA) (FERREIRA et al., 1999).
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Figura 10: Modelo geral do processo de Calibracdo Multivariada
FONTE: NAGATA et al., 2001

O método PCA decompbe a matriz de dados X, construindo-se um novo
sistema de eixos (denominados componentes principais). Isto possibilita que as
amostras possam ser representadas e visualizadas em um ndamero menor de
dimensdes, sem perda de informacdo analitica relevante. Com a obtencédo de um
novo sistema de eixos, a parte ndo modelada de X é considerada como uma matriz
de erros (E), as novas coordenadas da amostra sdo denominadas “scores” (T ou U),
e 0 peso que cada variavel antiga contribui para formar as componentes principais
sdo chamados “loadings” (P ou Q).

No método PLSR, tanto a matriz das variaveis independentes Xcal (Equacao
03), como a das variaveis dependentes Ycal (Equacédo 04), sofrem decomposicéo
matricial, sendo representadas na forma de “scores” e “loadings”. Posteriormente,
realiza-se uma relacéo entre as duas matrizes de “scores” (Equacédo 05) de cada um

dos blocos (variaveis independentes e dependentes), utilizando um modelo linear.

Xcal = TP' + E (Equacéo 03)
Ycal = UQ' + E (Equacéo 04)
U=Db*T (Equacéo 05)

Obtido o vetor de regressao, € possivel utiliza-lo para realizar as previsdes de
concentracbes de novas amostras através de seus respectivos dados espectrais e
empregando-se a Equacgao 02 (NAGATA et al., 2001).
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Este método multivariado (PLSR) possui a vantagem de a calibracdo poder
ser realizada eficientemente mesmo na presenca de interferentes, ndo havendo a
necessidade do conhecimento do numero e natureza dos mesmos, além de ser um
método robusto, isto €, seus parametros praticamente ndo se alteram com a
inclusdo de novas amostras no conjunto de calibracdo (FERREIRA et al., 1999).

CORDEIRO e colaboradores (2008) utilizaram espectroscopia UV-Vis
acoplada a calibracdo multivariada para determinacdo simultdnea de sulfametoxazol
e trimetoprima em associac¢des farmacéuticas. Durante a fase de validagdo os erros
de previséo foram inferiores a 3% para ambos os farmacos em estudo. Na analise
das amostras reais, 0 modelo permite uma excelente previsdo do medicamento de
referéncia (Bactrim), com erros inferiores a 7% em relacéo aos valores determinados
pela técnica cromatografica padrao.

FERRARO e colaboradores (2001) empregaram a calibragdo multivariada
para contornar problemas de interferéncias espectrais e determinar simultaneamente
furosemida e cloridrato de amilorida em amostras sintéticas e tabletes comerciais
por espectrofotometria UV-Vis. Os resultados obtidos na andlise das amostras reais
foram satisfatorios para ambos os farmacos, e estdo de acordo com os obtidos via
HPLC.

Por sua vez, GONZALEZ e colaboradores (2005) aplicaram a
espectrofotometria UV-Vis acoplada a calibracdo multivariada para especiacdo de
antimonio (lll) e antimonio (V), utilizando pirogalol como agente complexante. Na
etapa de calibracdo, a média do erro absoluto de previséo foi 4,8% para o Sb (V) e
0,8% no caso do Sb (lll). Na anélise da amostra comercial, os autores obtiveram
valores de Sb (V) e Sb (lll) concordantes com o valor de Sb total obtido via ICP-MS

e também especificado pelo fabricante.

2.4 VALIDACAO DE METODO ANALITICO

A necessidade de se mostrar confiabilidade em analises quimicas esta sendo
cada vez mais exigida. Para garantir que um novo meétodo analitico gere
informacdes confiaveis, € necessario que ele passe por uma avaliagdo denominada

validacdo, fundamental para a implementacdo de um sistema de controle de
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qualidade em laboratorios de analises (RIBANI et al., 2004).

O objetivo de uma validagdo € demonstrar que o método € apropriado para a
finalidade pretendida, no caso deste trabalho, a determinacdo quantitativa de
principios ativos em produtos farmacéuticos. A validacédo deve garantir, por meio de
estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (ANVISA, 2003).

De modo geral, a metodologia desenvolvida deve apresentar especificidade,
linearidade, intervalo, precisédo e exatiddo adequados a analise.

Os testes sao classificados em quatro categorias, segundo sua finalidade:

» Categoria I: Testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matérias-primas;

e Categoria IlI: Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinagcdo de
impurezas e produtos de degradacédo em produtos farmacéuticos e matérias-
primas;

» Categoria lll: Testes de performance;

» Categoria IV: Testes de identificagao.

Para cada categoria hd um conjunto de testes que deve ser realizado,

conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 01: Ensaios necessarios para a validacao do método analitico, segundo sua finalidade.

Categoria Il _ .
R ] Categoria | Categoria
Parametro Categoria | o Ensaio
Quantitativo o 1] v
limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim N&o * N&o
Intervalo Sim Sim * * N&o
L Repetibilidade Sim Sim N&o Sim N&o
Preciséo . . .
Intermediaria * * N&o o N&o
Limite de deteccédo N&o N&o Sim * N&o
Limite de quantificacédo N&o Sim N&o * N&o
Exatidéo Sim Sim * * N&o
Robustez Sim Sim Sim N&o N&o

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.

** se houver comprovagdo da reprodutibilidade ndo é necesséaria a comprovacdo da Precisdo
Intermediaria.

FONTE: ANVISA, 2003.
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2.4.1 Especificidade e Seletividade

O parametro especificidade indica a capacidade que o método possui de
medir exatamente um composto, em presenca de outros componentes que podem
interferir na sua determinacdo em uma amostra complexa. A seletividade avalia o
grau de interferéncia de espécies como outro ingrediente ativo, excipientes,
impurezas e produtos de degradacao, bem como outros compostos de propriedades

similares que possam estar, porventura, presentes (RIBANI et al., 2004).

2.4.2 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade de uma metodologia analitica em
demonstrar que os resultados obtidos sé&o diretamente proporcionais a concentracao
do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. Recomenda-se que a
linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, cinco concentragcdes
diferentes. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (r) deve ser igual
a 0,99 de acordo com a ANVISA (2003) e maior que 0,90 pelo INMETRO (2003).

2.4.3 Intervalo

O intervalo € a faixa entre os limites de quantificagdo superior e inferior de um
método analitico, dependendo de sua aplicacéo. E estabelecido pela confirmagéo de
que o método apresenta exatiddo, precisdo e linearidade adequadas, quando
aplicados a amostras contendo quantidades de substancias dentro do intervalo
especificado (ANVISA, 2003). Para o controle de qualidade de matérias-primas ou
produtos ou formas farmacéuticas o intervalo deve ter alcance de 80% a 120% da

concentracéao tedrica do teste.
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2.4.4 Precisao

A precisdo expressa 0 grau de concordancia entre os resultados em uma
série de medidas feitas para uma mesma amostra homogénea em condi¢cdes
determinadas (BRAGA e POPPI, 2004). Em geral, € considerada em trés niveis
(ANVISA, 2003):

* Repetibilidade (precisdo intra-corrida): concordancia entre os resultados
dentro de um curto periodo de tempo, com o mesmo analista e mesma
instrumentacdo. Recomenda-se um minimo de nove determinagdes,
contemplando o intervalo linear do método (trés concentracdes em triplicatas)
ou um minimo de seis determinacdes a 100% da concentracao do teste;

» Precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas): concordancia entre o0s
resultados do mesmo laboratorio, mas obtidos em dias diferentes, com
analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Recomenda-se um
intervalo minimo de dois dias.

* Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial): concordancia entre o0s
resultados obtidos em laboratorios diferentes como em estudos colaborativos,

geralmente aplicados a padronizacado de metodologia analitica.

A precisdo de um método analitico pode ser expressa através do desvio

padrao relativo (DPR) ou coeficiente de variacao (CV%), segundo a férmula:

prRP= PP y100
CMD

Onde DP = desvio padrdo e CMD = concentra¢cdo média determinada.

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia
empregada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do

método, ndo se admitindo valores superiores a 5% (ANVISA, 2003).
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2.4.5 Exatidao

A exatiddo de um método analitico representa o grau de concordancia entre
os resultados individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de
referéncia aceito como verdadeiro (RIBANI et al., 2004).

Véarias metodologias para a determinacdo da exatiddo estdo disponiveis
(ANVISA, 2003):

» Farmacos: Pela aplicacdo da metodologia analitica proposta na andlise de
uma substancia de pureza conhecida (padrdao de referéncia) ou pela
comparacao dos resultados obtidos com aqueles resultantes de uma segunda
metodologia bem caracterizada, cuja exatiddo tenha sido estabelecida;

 Forma Farmacéutica: Pela analise de uma amostra, na qual quantidade
conhecida de farmaco foi adicionada a uma mistura dos componentes do
medicamento (placebo contaminado) ou analise pelo método de adicdo de
padrdo, no qual se adiciona quantidades conhecidas do analito (padrdo de

referéncia) ao medicamento.

A exatiddo é calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade
conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferenga porcentual entre as
médias e o valor verdadeiro aceito. Deve ser determinada ap6s o estabelecimento
da linearidade, do intervalo linear e da especificidade. Em geral, € verificada a partir
de, no minimo, nove determinacdes contemplando a faixa linear do meétodo (trés
concentracfes em triplicatas), sendo expressa pela relacdo entre a concentracao
média determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente
(ANVISA, 2003):

concentracao média experimental

Exatiddo = x 100

concentracéo teorica
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2.4.6 Robustez

A robustez de um método analitico mede a sensibilidade que este apresenta
frente a variagbes (INMETRO, 2003), ou seja, a capacidade que este tem de resistir
a pequenas e deliberadas mudancas dos parametros analiticos. Indica sua
confianca durante o uso normal. Quando constatado a susceptibilidade do método a
variagbes nas condigbes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucdes
devem ser incluidas no procedimento. Os principais parametros que devem ser
considerados na determinacao da robustez de um método espectrofotométrico sao:
variacdo do pH da solucdo, temperatura e diferentes fabricantes de solventes
(ANVISA, 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolver uma metodologia analitica para determinacdo da associacao
Acido Kojico e Hidroquinona em dermocosméticos, utilizando-se a
espectrofotometria na regido do visivel associada a métodos de calibracao

multivariada, principalmente Regresséo de Minimos Quadrados Parciais (PLSR).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

i. Otimizar a reagdo de complexacido entre o Acido Kdjico e o ion férrico,
principalmente em relacdo a quantidade de complexante (Fe*") e pH;

ii. Determinar a estequiometria da reacéo de complexacdo entre o Acido Kajico
e o ion férrico utilizando-se 0 método da variagdo continua (método de Job);

iii. Desenvolver as metodologias espectrofotométricas de curva analitica,
principio da aditividade espectrofométrica e primeira derivada para
determinacdo de Acido Kojico e Hidroquinona através de reacdes de
complexacao;

iv. Desenvolver e otimizar modelos de calibracdo multivariada (PLSR) para a
determinacao dos analitos de interesse;

v. Testar a capacidade de previsdo dos modelos obtidos (metodologia
convencional e multivariada), por meio de um conjunto de validagéao externa;

vi. Validar a metodologia analitica multivariada desenvolvida, segundo o0s
critérios da ANVISA;

vii. Aplicar a metodologia na determinacdo de amostras de dermocosmeéticos

comercializados em farmacias de manipulacéo da regiao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

Os padrdes de hidroquinona e acido kojico (5-hidroxi-2-(hidroximetil)-4-pirona)
foram de grau farmacéutico, fornecidos pelos laboratérios SP Farma e All Chemistry,
respectivamente.

O Cloreto férrico hexaidratado (FeCl;.6H,O) com teor 97,0-102,0% foi
industrializado por VETEC Quimica Fina LTDA e os demais reagentes utilizados
foram de grau analitico PA.

Todas as solucdes foram preparadas utilizando-se vidraria analitica e agua

destilada.

4.2 PREPARO DE SOLUCOES

4.2.1 Solucéo trabalho de Acido Kojico

Uma solucéo de acido kéjico (MM:142,11g/mol) na concentracédo de 5,0E-03

mol L™ foi preparada em bal&o volumétrico de 50,0 mL com &gua destilada.

4.2.2 Solucao trabalho de Hidroquinona

Uma solugéo de hidroquinona (MM:110,11g/mol) na concentragéo de 1,0E-03

mol L™ foi preparada em bal&o volumétrico de 100,0 mL com &gua destilada.

4.2.3 Solucgdes trabalho de Cloreto Férrico

Solucdes de cloreto férrico hexaidratado (MM: 270,30g/mol) de diferentes
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concentragbes foram preparadas em balBes volumétricos com agua destilada. A
Tabela 02 indica as concentracbes, massas e volumes utilizados para cada etapa

experimental.

Tabela 02: Concentracdes das solucdes trabalho utilizadas de FeCls.6H,0, com respectivas massas,

volumes e etapas experimentais.

Concent ragéo

4 Massa (g)  Volume (mL) Etapa experimental
(molL™)
1,5E-03 0,0235 50 Curva Analitica da Hidroquinona
5,0E-03 0,0676 50 Método de Job
5,05E-03 0,0682 50 Planejamento Fatorial 2°
8,0E-03 0,1081 50 Estudo Cinético
8,5E-03 0,1149 50 Deslocamento do Planejamento
1.0E-02 0.2703 100 Curva Analitica do Acido Kdjico e

Misturas dos Conjuntos de Calibracéo e Validac&o

4.2.4 Solugdes trabalho de 1,10-fenantrolina

Solugbes de 1,10-fenantrolina (MM:198,22g/mol) foram preparadas nas
concentracdes: 4,0E-03 mol L™ para construcdo da curva analitica da hidroquinona
e 6,0E-03 mol L™ para o desenvolvimento da metodologia multivariada. Para tal
procedimento, dissolveu-se 1,10-Fenantrolina em etanol (usando-se 10% do volume

total da solugéo) e diluiu-se em baldo volumétrico com agua destilada.

4.2.5 Tampéo Clark Lubs

Preparou-se uma solugdo 1,0E-03 mol L* de cloreto de potassio
(MM:74,55g/mol) em pH 3,0. Para tal, pesou-se 0,3728 g de KCI e dissolveu-se em
190 mL de agua destilada, em seguida, gotejou-se &cido cloridrico 0,1 mol L™ até
obtencdo de pH 3,0 e transferiu-se para um baldo de 200,0 mL acertando-se o
menisco com agua destilada (adaptacdo: MORITA e ASSUMPCAO, 1972).
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4.3. ANALISE POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS

As analises espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotbmetro
Shimadzu (2410 PC) - software UVPC v.3.91 (Shimadzu), utilizando cubetas de
vidro de 1,0 cm de caminho Optico, sendo 0 espectro adquirido na regiao do visivel,
entre 350 e 800 nm. Excetuando-se a analise espectrofotométrica do planejamento
fatorial, deslocamento do planejamento e estudo cinético que foram realizadas em

um espectrofotometro Shimadzu modelo MultiSpec-1501.

4.4 PLANEJAMENTO FATORIAL

Realizou-se um planejamento fatorial 2° para otimizacdo da reacdo de
complexacao entre o acido kdjico e o ion férrico.

Para execucdo do planejamento, adicionou-se 1,000 mL da solucéo trabalho
5,0E-03 mol L™ de &cido kéjico, ajustou-se os valores de pH adicionando-se HCI
diluido, e finalmente adicionou-se aliquotas apropriadas de uma solugéo trabalho de
5E-03 mol L™ de FeCls.6H,0, completando-se os balées volumétricos de 10,0 mL
com agua destilada. Em seguida, as solucdes foram submetidas a analise

espectrofotométrica.

As variaveis e os niveis estudados sao mostrados na Tabela 03.

Tabela 03: Variaveis e niveis estudados na reagdo de complexacao entre acido kéjico e ion férrico.

Variaveis\Niveis - 0 +
[FeCl3] 2,5E-04 mol L~  5,0E-04 mol L™  7,5E-04 mol L™
pH 3,0 4,0 5,0

Foram realizados experimentos para todas as combina¢cdes possiveis dos
niveis selecionados com quintuplicata do ponto central (célculo da estimativa do

desvio), totalizando nove ensaios como € mostrado na Tabela 04.
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Tabela 04: Ensaios experimentais para todas as combinac8es possiveis dos niveis selecionados do

planejamento fatorial 22,

Ensaio [FeCl3] pH
01 - -
02 + -
03 - +
04 + +
05 0 0
06 0 0
07 0 0
08 0 0
09 0 0

Foram calculados os efeitos principais e de interacdo, observando-se a

presenca ou nao de efeitos significativos.

4.4.1 Deslocamento do Planejamento Fatorial

Realizou-se um deslocamento do planejamento fatorial 2° utilizando
concentracbes maiores de cloreto férrico. Para isso, uma solugcdo trabalho na
concentracéo de 8,5E-03 mol L™ de FeCls.6H.0 foi utilizada. As variaveis e os niveis
estudados sdo mostrados na Tabela 05, sendo que as combinac¢des possiveis

desses novos niveis sdo idénticas ao mostrado na Tabela 04.

Tabela 05: Variaveis e Niveis estudados no deslocamento do planejamento fatorial 2°.

Variaveis\Niveis - 0 +
[FeCl3] 7,5E-04 mol L~  8,5E-04 mol L~  9,5E-04 mol L™
pH 3,0 4,0 5,0

4.5 ESTUDO CINETICO DA REACAO DE COMPLEXACAO AK-FE (II)

Para realizacdo do estudo cinético, adicionou-se aliquotas de 0,900 mL da

solucéo trabalho 5,0E-03 mol L™ de acido kéjico, 1,000 mL da solucéo trabalho 8,0
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E-03 mol L™ de FeCl3.6H,O e completou-se os bales volumétricos de 10,0 mL com
solugao tampéo Clark Lubs. Em seguida, as solugbes foram submetidas a leitura

espectrofotométrica, nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 minutos.

4.6 METODO DA VARIACAO CONTINUA (JOB)

Para determinacdo espectrofotométrica da estequiometria do complexo AK-
Fe(lll) utilizou-se o0 método da variacdo continua ou método de Job (HARRIS, 2005).
Conforme propde o método, aliquotas das solucbes estoque de &acido kéjico e
cloreto férrico de concentragdes iguais a 5,0 E-03 mol L™ foram utilizadas. Como o
namero de mols deve ser mantido constante, fixou-se o volume total (solu¢do de AK
+ solucéo de Fe[lll]) em 1000 pL e variou-se a razdo entre os volumes de acido
kdjico e cloreto férrico, 0 que acarretou na variacdo da fracdo molar das espécies
entre 0,1 e 0,9, conforme mostrado na Tabela 06. Completou-se o volume da so-
lucéo final com tampé&o Clark Lubs (pH = 3,0) em bal&o volumétrico de 10,0 mL. Em

seguida, as solucdes foram submetidas a analise espectrofotométrica.

Tabela 06: Ensaios do método da variacdo continua para determinacao da estequiometria do

complexo entre o acido kéjico e o ion férrico.

Razédo Molar  Aliquota (uL )

Ensaio Fracdo Molar
(Fe:AK) (Fe/AK)
01 9:1 900/100 0,900
02 4:1 800/200 0,800
03 3:1 750/250 0,750
04 2:1 667/333 0,667
05 15:1 600/400 0,600
06 1:1 500/500 0,500
07 1:1,5 400/600 0,400
08 1:2 333/667 0,333
09 1:3 250/750 0,250
10 1:4 200/800 0,200
11 1:9 100/900 0,100

O gréfico do método das variagcdes continuas foi obtido representando a
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absorbéancia do complexo AK-Fe(lll) em 494 nm versus a fragcdo molar.

4.7 ANALISE DO ACIDO KOJICO

Para construcéo da curva analitica do acido kéjico, foram realizadas diluicdes
a partir da solucéo trabalho 5,0E-03 mol L™ de AK em balées volumétricos de 10,0
mL com uma faixa de concentracéo entre 5,0E-05 e 9,5E-04 mol L™. Posteriormente,
adicionou-se solucdo tampéo Clark Lubs (que também foi utilizada para acertar o
menisco) e 800 pL da solucéo trabalho de FeCl;.6H,0 1,0E-02 mol L. Em seguida,
as solucdes foram submetidas a andlise espectrofotométrica.

Os gréficos da curva de calibracdo foram obtidos representando a
absorbéancia versus a concentracdo AK. A 12 derivada dos dados espectrais foi
obtida com 09 pontos de alisamento derivando o espectro de absorbancia versus o
comprimento de onda de AK, e a curva analitica da derivada foi obtida
representando a derivada da absorbancia versus a concentracdo de AK. Para

montagem dos gréficos utilizou-se o software Origin Pro 6.1°.

4.8 ANALISE DA HIDROQUINONA

Para construcdo da curva analitica da hidroquinona, preparou-se diluicbes a
partir da solucdo trabalho de HQ em baldes volumétricos de 10,0 mL com uma faixa
de concentracdo entre 1,0E-05 e 7,0E-05 mol L. Posteriormente, adicionou-se
solucédo tampéao Clark Lubs (que também foi utilizada para acertar o menisco), 1300
uL da solucdo trabalho de FeCl;.6H,O 1,5E-03 mol L™* e 1200 pL da solucédo
trabalho de 1,10-Fenantrolina 4,0E-03 mol L*. Em seguida, as solucbes foram
submetidas a analise espectrofotométrica.

Os graficos da curva de calibracdo foram obtidos representando a
absorbéancia versus a concentracdo HQ. A 12 derivada dos dados espectrais foi
obtida com 09 pontos de alisamento derivando o espectro de absorbancia versus o

comprimento de onda de HQ, e as curvas analiticas das derivadas foram obtidas
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representando a derivada da absorbéncia versus a concentracdo de HQ. Para

montagem dos gréaficos utilizou-se o software Origin Pro 6.1 ®.

4.9 ANALISE MULTIVARIADA

Para analise da mistura dos compostos adicionou-se aliquotas conhecidas
das solucdes trabalho de &cido kéjico 5,0E-03 mol L™ e hidroquinona 1,0E-03 mol L’
! Posteriormente, adicionou-se solucéo tampé&o Clark Lubs (que também foi utilizada
para acertar o menisco), 1000 uL de solucéo de cloreto férrico 1,0E-02 mol L' e
1000 pL de solucdo trabalho de 1,10-fenantrolina 6,0E-03 mol L™*, em balbes
volumétrico de 10,0 mL. Em seguida, as solu¢gbes foram submetidas a analise
espectrofotométrica.

O conjunto de calibragcdo constituiu-se por 25 misturas dos analitos de
interesse, dentro da faixa de concentracdo de 5,0E-05 a 2,5E-04 mol L™ para o
Acido Kojico e 1,0E-05 a 7,0E-05 mol L™ para a Hidroquinona. O conjunto de
validacdo constituiu-se por 07 misturas, sendo 03 dessas em triplicata, dentro da
faixa de concentracdo utilizada no conjunto de calibracdo, totalizando 13 misturas

conforme € ilustrado na Figura 11.
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Figura 11: Planejamento experimental para obtencéo das misturas dos conjuntos de calibracédo e

validacdo (*=amostras do conjunto de validacdo e *T =amostra do conjunto de validacéo realizada

em triplicata)
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Para elaboracdo dos modelos de calibragdo multivariada empregou-se o

pacote PLS-Toolbox 3.0, que opera em ambiente Matlab 6.1.

4.10 VALIDACAO DO MODELO MULTIVARIADO

O melhor modelo para determinagdo de &cido kdjico e hidroquinona foi
validado segundo critérios estabelecidos pela ANVISA. Os parametros analisados
foram especificidade, linearidade, intervalo, preciséo (intra-corrida e inter-corridas),

exatidao e robustez.

4.10.1 Especificidade

A especificidade do modelo multivariado foi avaliada através do ensaio de
recuperacdo em base gel, onde quantidades conhecidas de &cido kdjico e
hidroguinona padréao foram adicionadas ao veiculo e depois determinadas.

Preparou-se trés amostras de dermocosmeéticos contendo ambos analitos.
Para tal, um saco plastico transparente foi acondicionado em um béquer de forma
gue possibilitasse a pesagem de materiais dentro dele. Pesou-se o acido kojico, em
seguida a hidroquinona, e por fim a base gel, de modo a totalizar cerca de 8,0 g de
dermocosmético. Para cada uma destas amostras, a quantificacdo foi realizada em
triplicata. Em cada ensaio, pesou-se uma determinada quantidade do
dermocosmético (Tabela 07) em baldo de 100 mL e diluiu-se com tampéo Clark
Lubs. Uma aliquota de 1000 pL desta solucdo foi transferida para um baldo
volumétrico de 10 mL, sendo adicionada solu¢do tampéo (que também foi utilizada
para acertar o menisco), 1000 pL de solucdo de cloreto férrico 1,0E-02 mol L™ e
1000 pL de solucdo trabalho de 1,10-fenantrolina 6,0E-03 mol L. Em seguida, as

solugdes foram submetidas & andlise espectrofotométrica.
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Tabela 07: Ensaios do método de recuperacdo para determinacdo da especificidade.

. Amostras Massa Concentracdo (mol L ™)
Ensaio )
dermocosmeéticas pesada (g) AK HQ
01 0,3722 5,24E-05 6,74E-05
AK 2%
02 0,3698 5,21E-05 6,70E-05
HQ 2%
03 0,3651 5,15E-05 6,62E-05
04 0,7572 1,06E-04 6,92E-05
AK 2%
05 0,7363 1,03E-04 6,73E-05
HQ 1%
06 0,7382 1,04E-04 6,75E-05
07 0,3637 1,02E-04 3,33E-05
AK 4%
08 0,3673 1,03E-04 3,36E-05
HQ 1%
09 0,3673 1,03E-04 3,36E-05

4.10.2 Linearidade e Intervalo

Para avaliagdo da linearidade do modelo multivariado, construiu-se um gréafico
considerando os valores reais de concentragéo das amostras em fungao dos valores
previstos pelo modelo, durante o procedimento de validacdo cruzada. Esta curva
considerou os valores de concentracdo das 25 amostras que constituiam o conjunto
de calibragdo do modelo multivariado. O intervalo de concentracdo estudado foi a
faixa do modelo multivariado, ou seja, de 5,0 x 10® a 2,5 x 10 mol L™ para o &cido

kéjico e 1,0 x 10° a 7,0 x 10™° mol L™ para hidroquinona.

4.10.3 Precisao

Para avaliagdo da precisdo foram realizados ensaios de repetibilidade (intra-
corrida) e precisdo intermediaria (inter-corridas). Para tais ensaios, foram
preparadas 07 misturas sintéticas das espécies de interesse (conjunto de validacao
externa), sendo 03 em triplicata, contemplando o intervalo linear do método.

Em cada ensaio de repetibilidade, adicionou-se aliquotas (Tabela 08)
conhecidas das solucdes trabalho de &cido kéjico 5,0E-03 mol L™ e hidroquinona

1,0E-03 mol L. Posteriormente, adicionou-se solucdo tampdo Clark Lubs (que
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também foi utilizada para acertar o menisco), 1000 pL de solugéo de cloreto férrico
1,0E-02 mol L™ e 1000 pL de solucéo trabalho de 1,10-fenantrolina 6,0E-03 mol L™,
em balbes volumétrico de 10,0 mL. Em seguida, as solu¢cdes foram submetidas a

analise espectrofotométrica.

Tabela 08: Concentrag6es de acido kéjico e hidroquinona utilizadas nos ensaios de preciséao.

Ensaio Volume AK (L) [AK](molL )  Volume HQ (uL)  [HQ] (molL )

01* 110 5,50E-05 670 6,70E-05
02* 180 9,00E-05 125 1,25E-05
03* 480 2,40E-04 375 3,75E-05
04 380 1,90E-04 475 4,75E-05
05 195 9,75E-05 690 6,90E-05
06 170 8,50E-05 390 3,90E-05
07 280 1,40E-04 175 1,75E-05

* Realizados em triplicata

Para o ensaio de precisdo intermediaria, foram refeitos os procedimentos de
repetibilidade em dois dias diferentes, por analistas diferentes, no mesmo laboratorio
e equipamentos.

A precisao foi expressa na forma de desvio padrao relativo, considerando-se

satisfatorios valores inferiores a 5% (ANVISA, 2003).

4.10.4 Exatidao

Com os resultados das previsfes para as amostras sintéticas do conjunto de
validacdo externa, foi possivel verificar a exatiddo da metodologia multivariada
utilizando-se a raiz quadrada do erro médio quadratico de previsdo (RMSEP) e erro
relativo médio. A exatiddo também foi avaliada por meio do ensaio de recuperacao

descrito anteriormente no item 4.10.1 especificidade.
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4.10.5 Robustez

O unico parametro de robustez avaliado para a metodologia multivariada foi a
influéncia da temperatura. Preparou-se uma solu¢cdo em baldo volumétrico de 10
mL, adicionando-se 300 pL da solucdo de &cido kéjico 5,0E-03 mol L™, 400 L da
solucdo de hidroquinona 1,0E-03 mol L™, 1000 pL da solugéo de FeCls 1,0E-02 mol
L' e finalmente 1000 pL da solucdo de 1,10-fenantrolina 6,0E-03 mol L. Para
acertar o menisco, utilizou-se tampéo Clark Lubs (pH=3,0). Submeteu-se a solucéo a
leitura espectrofotométrica em diferentes temperaturas (5, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45
e 50°C) utilizando-se um banho termostatico (Tecnal TE-184). Os resultados foram
avaliados na forma de um grafico contendo os espectros da solucdo em diferentes
temperaturas e a partir da determinagdo da concentracdo de AK e HQ dessas
amostras pelo modelo multivariado sob validagé&o.

4.11 ANALISE DE AMOSTRAS REAIS

Para avaliagdo dos modelos multivariados desenvolvidos, foram analisadas
amostras reais contendo a associacao em estudo, em base gel. As oito formulacdes
comerciais, contendo diferentes concentracdes de acido kojico e hidroquinona,
foram obtidas em farmacias de manipulacdo na regido de Ponta Grossa e
Curitiba/PR.

Para analise, pesou-se uma quantidade do dermocosmético (Tabela 09) em
baldo de 100 mL diluiu-se com tampé&o Clark Lubs, agitou-se vigorosamente com
agitador Vortex (B. Braun Biotech International, modelo Certomat MV). Transferiu-se
uma aliquota de 1000 pL desta solucdo para um baldo volumétrico de 10 mL,
adicionou-se solucdo tampao (que também foi utilizada para acertar 0 menisco),
1000 pL de solucao de cloreto férrico 1,0E-02 mol L™ e 1000 pL de solugdo trabalho
de 1,10-fenantrolina 6,0E-03 mol L™. Em seguida, as solucées foram submetidas a

analise espectrofotométrica.



Tabela 09: Ensaios para analise das amostras reais de dermocosméticos (base gel), obtidos em

farmacias de manipulagdo da regido de Ponta Grossa e Curitiba/PR.

Concentracdo declarad a

Amostra AK HO Massa pesada (g)
01 2,0 % 2,0 % 0,3645
02 2,0 % 1,0% 0,7284
03 2,0% 2,0% 0,3676
04 2,0% 2,0% 0,3651
05 2,0% 2,0% 0,3668
06 1,0% 1,0% 0,7299
07 2,0 % 2,0 % 0,3701
08 2,0 % 1,0% 0,7364

34
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ACIDO KOJICO

Com base na literatura, sabe-se que o acido kojico reage com o ion férrico na
razdo molecular 3 para 1 na faixa de pH de 5 a 6, produzindo um complexo laranja-
amarelado, com absorcdo maxima em torno de 440 nm, podendo ser utilizado na
determinacdo espectrofotométrica de ferro (MOSS e MELLON, 1941; MEHLING e
SHEPHERD, 1949). Portanto, no presente projeto, empregou-se o complexo
formado entre o acido koéjico e o ion férrico para determinacdo espectrofotométrica

do acido kojico em misturas com hidroquinona.

5.1.1 Resultados da otimizacéo via Planejamento Fat  orial

Para otimizar a reacdo de complexacao entre o acido kéjico e o ion ferro (ll1),
em valores de pH’s menores que os relatados na literatura (a fim de evitar a hidrolise
do fon férrico), realizou-se um planejamento fatorial 2° com quintuplicata do ponto
central (célculo da estimativa do desvio). Os resultados da otimizagdo via

planejamento fatorial séo ilustrados na Tabela 10.

Tabela 10: Resultados da otimizacao via planejamento fatorial 2* da reacdo de complexac&o entre o

acido kajico e o ion férrico.

Ensaio [FeCl3] pH  Absorbancia

01 - - 0,45663
02 + - 0,53313
03 - + 0,49389
04 + + 0,53964
05 0 0 0,53531
06 0 0 0,53113
07 0 0 0,53206
08 0 0 0,51952
09 0 0 0,52574
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Os resultados da otimizagdo mostram que os efeitos principais: concentracao
de cloreto férrico e pH, assim como o efeito de interacdo foram significativos
(Tabela 11), considerando-se a estimativa do desvio de 0,0132 (0,0062 x 2,132), em

um nivel de 90% de confianca.

Tabela 11: Efeitos calculados para otimizagao via planejamento fatorial 2° da reacéo de complexacao

entre o acido kajico e o ion férrico.

Efeito Principal  Efeito de interacao

[FeCl,] +0,0611 -

pH +0,0219 -
FeClI3] x pH - -0,0154
[ p

Uma vez que o efeito de interacdo € significativo, os efeitos principais nao
podem ser interpretados individualmente. Assim, o efeito de interacdo [FeCls] x pH

pode ser melhor visualizado na interpretacdo geométrica mostrada na Figura 12.

+0,0457
5+ 1+ 049389 0,53964
T 4 0 J+0,0373 +0,0065
3. 1 045663 053313
+0,0765
| | |
% 0 5
2 5E-4 hE-4 7 hE-4
[FeCl3]

Figura 12: Interpretacdo geométrica do efeito de interacéo [FeCls] x pH.

Nesta figura foi possivel observar que em 2,5E-04 mol L™ de FeCls (nivel -)
um aumento de 0,0373 u.a. ocorre quando varia-se o pH do nivel menor para o nivel
maior, ou seja, do pH 3,0 para o pH 5,0. No entanto, em 7,5E-04 mol L™ de FeCl;

(nivel +) um aumento menor no valor de absorbancia foi observado quando varia-se
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0 pH, evidenciando que o efeito do pH depende da concentracdo de cloreto férrico
utilizada. Esse aumento menor no valor de absorbancia para uma concentragao
maior de FeCls, provavelmente esta relacionado com a hidrélise do ion férrico, que
se inicia em pH = 5 (NURCHI et al.,, 2010). Ou seja, mesmo com 0 aumento da
concentracédo de FeCls, 0 aumento do pH diminui a disponibilidade de ions Fe* em
solugéo e limita assim, a formag&o do complexo com o AK.

Em funcdo do efeito do pH diminuir em concentracdes maiores de cloreto
férrico, conforme o0 observado nesse planejamento, realizou-se um segundo
planejamento com o proposito de certificar-se dessa tendéncia e obter as condi¢cfes
otimizadas da reacdo de complexacéo entre o acido kojico e o ion férrico.

5.1.2 Deslocamento do Planejamento Fatorial

Para certificar a tendéncia observada no planejamento anterior e otimizar a
quantidade necessaria de cloreto férrico que proporcione a maior complexag¢édo do
analito de interesse, fez-se o deslocamento do planejamento 22 para concentragées
de FeCl; maiores. Sendo assim, os niveis (-) e (+) da concentracdo de FeCls,
passaram a ser 7,5E-04 mol L™ e 9,5E-04 mol L™ respectivamente, utilizando-se os
mesmos pHs e também com quintuplicata do ponto central para calculo da

estimativa do desvio. Os resultados sado ilustrados na Tabela 12.

Tabela 12: Resultados do deslocamento do planejamento fatorial 2°

Ensaio [FeClj3] pH Absorbancia
01 - - 0,58069
02 + - 0,59458
03 - + 0,59347
04 + + 0,59435
05 0 0 0,59655
06 0 0 0,59596
07 0 0 0,59690
08 0 0 0,60415
09 0 0 0,58413

Através dos calculos dos efeitos e considerando-se a estimativa do desvio de
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0,0153 (0,0072 x 2,132), pode-se constatar que os efeitos principais (concentragéo
de cloreto férrico e pH) e o efeito de interacdo ndo foram significativos (Tabela 13),

considerando-se um nivel de confianca de 90%.

Tabela 13: Efeitos calculados para o planejamento 2° deslocado.

Efeito Principal  Efeito de interacao

[FeCl3] +0,0074 -
pH +0,0063 -
[FeCI3] x pH - -0,0065

Os resultados confirmam a tendéncia observada anteriormente. Pode-se
concluir que para concentracdes de FeCl; acima de 7,5E-04 mol L?, é possivel
utilizar qualquer um dos pHs estudados: 3,0, 4,0 ou 5,0, ja que os efeitos
observados sdo menores que a estimativa do desvio.

A importancia de se conduzir um planejamento experimental € enfatizada por
Bruns (2003), pois auxilia a planejar detalhadamente um experimento, promove uma
reducdo dos custos operacionais das andlises e garante que o0s resultados
contenham informacdes relevantes para a solugéo do problema.

Em funcéo desses resultados, optou-se por utilizar nas analises 8,0E-04 mol
L™ de cloreto férrico e um tamp&o inorganico conhecido como Clark-Lubs (HCI/KCI)
em pH 3,0. Outras solu¢des tampéao foram testadas, tais como: tampao fosfato,
tampao oxalato, tampao tartarato, e tampao citrato. No entanto, todos eles
apresentaram reac6es de complexacdo com os ions ferro (Il) e ferro (lIl), sendo este

altimo, o complexante proposto para este trabalho.

5.1.3 Resultados obtidos através do estudo cinético

Realizou-se um estudo cinético da reacéo entre o acido kdjico e o ion férrico,
nos intervalos 0O, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24 e 27 minutos, para avaliar o tempo
necessario para que a reacdo de complexagdo se processasse por completo. Os
espectros na regido do visivel obtidos sdo mostrados na Figura 13.
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Figura 13: Espectros de absorgdo na regido do visivel do complexo acido kéjico (4,5E-04 mol L'l) e

fon férrico (8,0E-04 mol L™) nos intervalos 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24 e 27 minutos

Os espectros mostrados na Figura 13 evidenciam que a complexacao entre o
acido kojico e o ion férrico ocorreu por completo desde a primeira leitura. Isso indica
que a reacdo de complexacdo é rpida, ja que nédo foi possivel observar diferencas

significativas de absorcao entre as leituras.

5.1.4 Estequiometria do complexo AK-Fe(lll)

Considerando um equilibrio onde varios complexos podem ser formados, o
método da variacdo continua ou método de Job, nos permite identificar a
estequiometria do complexo predominante (HARRIS, 2005). Assim, utilizou-se este
método para determinacdo espectrofotométrica da estequiometria do complexo
formado entre o acido kagjico e o ion feérrico.

O procedimento considera a mistura de aliquotas equimolares de AK e Fe (llI)

seguidas pela diluicAo a um mesmo volume, tal que a concentracéo total (AK +
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Fe[lll]) permaneca constante. A absorbancia maxima € alcancada na composi¢ao
correspondente a estequiometria do complexo predominante (HARRIS, 2005). Os
espectros de absorcédo na regido do visivel obtidos através do método da variacao

continua sdo mostrados na Figura 14.

0.35
Razao Molar (Fe:AK)
/ [FeCl,] (mol/L)
0.30 —9:1/450E-04
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Figura 14: Espectros de absor¢do na regido do visivel dos complexos formados entre acido kéjico e

ferro (11l) pelo método da variacédo continua

Observou-se que até a proporgao 1:1,5 (Fe[lll]:AK) houve um aumento linear
da absorbéancia do complexo a medida que a concentracdo de cloreto férrico
diminuiu. No entanto, a partir da concentracdo 2,0E-04 mol L' de FeCls;, a
absorbancia do complexo também diminuiu & medida que a concentragéo de cloreto
férrico diminuiu. Estes resultados deram origem a um grafico da fracdo molar versus

a absorbancia do complexo AK-Fe(lll) em 494 nm, o qual € mostrado na Figura 15.
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Figura 15: Gréfico da fracdo molar vs. a absorbancia em 494 nm do complexo formado entre o acido

kdjico e o ferro (Il

No grafico observou-se que o valor maximo de absor¢cdo no comprimento de
onda monitorado corresponde a fracdo molar de 0,400, o que indica que o complexo
possui estequiometria de 1:1,5, ou seja, 2 moléculas de Fe(lll) para cada 3
moléculas de acido kéjico. A estequiometria resultante do método de Job é diferente
da estequiometria 1Fe(lll) : 3AK recentemente reportada por NURCHI e
colaboradores (2010) em um estudo envolvendo os complexos de acido kdjico e
seu derivado  (6-[5-hidroxi-2-(hidroximetil)-4-pirona]-5-hidroxi-2-(hidroximetil)-4-
pirona) com os ions metélicos trivalentes Fe(lll) e Al(lll). Neste trabalho foram
determinadas as constantes de protonacdo do acido kojico, bem como, as
constantes de formacdo do complexo [Fe(AK)s] utilizando-se técnicas
potenciométricas e espectrofotométricas (esta Ultima processada por Andlise
Envolvendo Fatores). Além disso, cristais do complexo [Fe(AK);z] foram sintetizados
e submetidos a analise de difracdo de raio-x que permitiu aos autores determinarem

a estrutura do complexo.
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5.1.5 Curva Analitica do Acido Kdjico

Em funcéo dos resultados obtidos através do planejamento fatorial 2 e do
deslocamento do planejamento, a curva analitica do acido kojico foi obtida
empregando-se a concentracdo 8,0E-04 mol L™ de cloreto férrico e tamp&o Clark
Lubs em pH 3,0. Através da analise espectrofotométrica do complexo AKzFe(lll),
observou-se uma banda de maxima absor¢cdo no comprimento de onda 494 nm,

como € mostrada na Figura 16.

1,2 -
[Acido Kéjico]
— 5,0E-5 moliL
1,0 — 1,5E-4 mol/L|
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Figura 16: Espectros de absor¢do na regido do visivel do complexo acido kéjico e ion férrico (8,0E-04
mol L™) em pH 3,0

Utilizou-se o comprimento de onda (494 nm) para a construgdo da curva
analitica, sendo que a lei de Beer é obedecida nos limites de concentracdo entre
5,0E-05 e 9,5E-04 mol L%, indicando uma ampla faixa linear. A equacéo da reta é

mostrada na Figura 17, na qual se teve um alto coeficiente de correlacéo.
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Figura 17: Curva analitica para determinacao de acido kojico em 494 nm (absorbéancia x

concentracdo de AK)

5.2 HIDROQUINONA

Ao contrario do complexo AKsFe(lll),, a reacdo de complexacdo para a
hidroguinona n&o necessitou de otimizacdo, uma vez que se trata de uma técnica
bastante conhecida, relatada inclusive em diversos livros (SKOOG, 1963;
OHLWEILER, 1974; HARRIS, 2005). Esta metodologia baseia-se na reducéo do ion
Fe® a Fe? pela acdo da hidroquinona. A quantidade de Fe* gerada pode ser
determinada através da sua reacdo com 1,10-fenantrolina gerando um complexo
vermelho-alaranjado, [(C12HsN.)sFe]** formado quantitativamente na faixa de pH 2 a
9 (abaixo de pH 2 a coloracdo se desenvolve lentamente e € mais fraca), estavel por
longos periodos, com absorcdo méaxima em torno de 510 nm, (OHLWEILER, 1974).

A reacao de complexacéo € ilustrada na Figura 18.



44

2Fe’t + HO@—OH == F’" + 0:<:>:0 + 21"

Hidroguinona Quinona
O el
3 + Fo'&@' —= Fe’
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‘hmax = 5 10

Figura 18: Reacdo de complexacao ferro (ll) e 1,10-fenantrolina
FONTE: HARRIS, 2002.

5.2.1 Curva Analitica da Hidroquinona

No caso da Hidroquinona, a analise espectrofotométrica individual, evidenciou
uma banda de maxima absor¢do, no comprimento de onda 510 nm, como é

mostrada na Figura 19.
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Figura 19: Espectros de absorc&o na regigo do visivel do complexo HQ, Fe*? (1,95E-04 mol L™) e
1,10-fenantrolina (4,8E-04 mol L'l) em pH 3,0
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Utilizou-se este comprimento de onda (510 nm) para a construcdo da curva
analitica, onde se observou que a lei de Beer é obedecida nos limites de
concentracdo entre 1,0E-05 e 7,0E-05 mol L. A equacdo da reta é mostrada na

Figura 20, na qual também se observa um alto coeficiente de correlacéo.

1,6 1 B Absi=510nm
1| — Abs = -0,00763+21906,6[HQ] (R=0,99918)
1,4 4

1,2 4

1,0 1

0,8 -

0,6

Absorbéncia (u.a.)

0,4 -

0,2 4

1 | | | 1 1 |
0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005 0,000068 0,00007
Concentragao (mol/L)

Figura 20: Curva analitica para determinacao de hidroquinona em 510 nm (absorbancia x

concentracao de HQ)

Analisando as equagbes das retas obtidas (Figuras 17 e 20), pode-se
observar que o coeficiente angular da hidroquinona é 18 vezes maior que O
coeficiente angular do acido kojico, indicando que a metodologia analitica para
determinacao de hidroquinona é bem mais sensivel do que aquela utilizada para a
determinacao de &cido kéjico.

Devido & proximidade dos comprimentos de onda onde ocorre a maxima
absorcdo dos compostos (Figura 21), 494 nm para AK e 510 nm para HQ, torna-se
inviavel a resolucdo dos sinais de absorbancia, o que dificulta a determinacao
simultanea dos analitos em misturas sem nenhuma manipulagdo dos dados

espectrais.
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\Figura 21: Espectros de absorcdo do complexo Fe*? e 1,10-fenantrolina para determinacao indireta
de HQ (3,0E-05 mol L™) e do complexo AK (5,5E-04 mol L") e Fe*? em pH 3,0

5.3 ACIDO KOJICO E HIDROQUINONA

Determinou-se quantitativamente acido kéjico e hidroquinona quando
associados pelos métodos convencionais de analise (curva analitica, principio da
aditividade espectrofotométrica e primeira derivada), os quais foram comparados
aos resultados obtidos via calibragcdo multivariada (PLSR).

A capacidade de previsdo de cada uma das metodologias univariada ou
multivariada foi avaliada por um conjunto de validacao externa contendo 07 misturas
sintéticas das espécies de interesse, sendo 03 delas em triplicata. O parametro
quantitativo utilizado para avaliar esta capacidade de previsédo foi a raiz quadrada do

erro médio quadrético de previsdo (RMSEP).

RMSEP = (2(Crea. — Crrevista)’/n)*
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5.3.1 Curva analitica convencional

Utilizando-se a equacdo da reta: Abs=0,00224+1206,1[AK], mostrada
anteriormente na Figura 17, p6de-se determinar a concentracdo de acido kojico nas
misturas do conjunto de validacdo, obtendo-se um RMSEP de 4,63E-04 mol L™. Os

resultados de cada amostra do conjunto de validacdo séo mostrados na Tabela 14.

Tabela 14: Resultados obtidos via curva analitica para determinagdo de acido kéjico nas misturas do

conjunto de validacao externa

Valor Real Valor Previsto Erro Absoluto Erro Relativo RMSEP
(mol L™ (mol L™ (mol L™ (%) (mol L™
5,50E-05 6,79E-04 6,24E-04 1135 3,89E-07
5,50E-05 6,74E-04 6,19E-04 1126 3,83E-07
5,50E-05 6,79E-04 6,24E-04 1135 3,89E-07
9,00E-05 2,45E-04 1,55E-04 172 2,40E-08
9,00E-05 2,51E-04 1,61E-04 179 2,59E-08
9,00E-05 2,39E-04 1,49E-04 166 2,22E-08
2,40E-04 6,91E-04 451E-04 188 2,03E-07
2,40E-04 6,86E-04 4,46E-04 186 1,99E-07
2,40E-04 6,93E-04 4,53E-04 189 2,05E-07
1,90E-04 7,00E-04 5,10E-04 268 2,60E-07
9,75E-05 7,60E-04 6,63E-04 679 4,39E-07
8,50E-05 5,27E-04 4,42E-04 520 1,95E-07
1,40E-04 3,74E-04 2,34E-04 167 5,48E-08

Médio 470 4,63E-04

Em seguida, utilizando-se a equacdo da reta: Abs=-0,00763+21906,6[HQ],
mostrada anteriormente na Figura 20, pb6de-se determinar a concentracdo de
hidrogquinona nas misturas do conjunto de validacdo, obtendo-se um RMSEP de

1,52E-05 mol L. Os resultados sdo mostrados na Tabela 15.
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Tabela 15: Resultados obtidos via curva analitica para determinacéo de hidroquinona nas misturas

do conjunto de validacdo externa.

Valor Real Valor Previsto Erro Absoluto Erro Relativo RMSEP
(molL ™) (molL ™) (molL™) (%) (molL ™)
6,70E-05 3,98E-05 -2,72E-05 -40,6 7,40E-10
6,70E-05 3,95E-05 -2,75E-05 -41,0 7,56E-10
6,70E-05 3,99E-05 -2,71E-05 -40,4 7,34E-10
1,25E-05 1,41E-05 1,60E-06 12,8 2,56E-12
1,25E-05 1,45E-05 2,00E-06 16,0 4,00E-12
1,25E-05 1,38E-05 1,30E-06 10,4 1,69E-12
3,75E-05 3,92E-05 1,70E-06 4,53 2,89E-12
3,75E-05 3,89E-05 1,40E-06 3,73 1,96E-12
3,75E-05 3,92E-05 1,70E-06 4,53 2,89E-12
4,75E-05 4,01E-05 -7,40E-06 -15,6 5,48E-11
6,90E-05 4,43E-05 -2,47E-05 -35,8 6,10E-10
3,90E-05 3,07E-05 -8,30E-06 -21,3 6,89E-11
1,75E-05 2,13E-05 3,80E-06 21,7 1,44E-11

Médio 20,6 1,52E-05

Como ja era esperado, devido a grande sobreposicdo espectral dos sinais
analiticos das espécies de interesse (Figura 21), foram obtidos altos erros relativos
para a determinacdo de ambos os analitos através da curva analitica. Também é
possivel observar que na maioria das previsdes 0s erros relativos sdo positivos
(principalmente no caso do AK), ou seja, os valores previstos sdo maiores que 0sS
valores reais, ja que a absorbancia utilizada para a determinacdo € uma soma das
absorbéancias de ambos os complexos formados. Sendo assim, ao ser substituida na
equacao da reta, € como se a soma das absorbancias fosse atribuida somente a um
deles.

Além disso, € possivel destacar que na determinacédo de acido kdjico obteve-
se erro relativo de até 1135% bem superior aos 41% obtido para hidroquinona. Esta
discrepancia na capacidade de previsdo dos clareadores provavelmente é
decorrente da diferenca significativa de sensibilidade de ambas as metodologias,

conforme constatado anteriormente.



49

5.3.2 Principio da aditividade espectrofotométrica (Método de Vierordt)

O principio da aditividade espectrofotométrica ou método de Vierordt
(ABDELLATEF et al., 2007) esta baseado na lei de Beer que pode ser aplicada a um
meio contendo mais de uma espécie de substancias absorventes, sendo que em

cada comprimento de onda a seguinte relacéo é verdadeira:

Atota= ArtAx+...+A,

A absorbancia total de uma solugcdo em um determinado comprimento de
onda é igual a soma das absorbancias dos componentes individuais presentes na
solugéo.

Sendo A = €bc, tém-se:

ATOTAL()\): €.bci+ esbe, +...+ g,bcy,

Onde, A=absorbancia, e=absortividade molar, b=caminho Optico e
c=concentracdo (SKOOG, 2002).

Para determinacdo de &cido kdjico e hidroquinona via principio da aditividade
espectrofotométrica, além das curvas analiticas ja obtidas (AK em 494 nm e HQ 510
nm), construiu-se a curva analitica para o AK (Figura 22 A) em 510 nm e para HQ

em 494 nm (Figura 22 B), obtendo-se o seguinte sistema de equacdes:

A (294 nm) = A (HQ 494nm) T A (AK 494 nm)

A (510 nm) = A (HQ 510 nm) T A (AK 510 nm)
Ou:

A (494 nm) = €HQ494 . CHo T+ €akaga . Cak = 20398,5. Chg + 1206,1. Cak
A (510 nm) = €H@s10 - CHg + €aks10 - Cak = 21906,6 . Chg + 1140,7 . Cak

Sendo ¢ o coeficiente angular de cada uma das retas obtidas.
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Figura 22: Curva analitica (absorbéncia x concentracao) para determinacdo de AK em 510 nm (A) e

HQ em 494 nm (B)

Os resultados utilizando a metodologia sdo mostrados na Tabela 16.
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Tabela 16: Resultados obtidos via principio da aditividade espectrofotométrica para determinacéo de

AK e HQ nas misturas do conjunto de validag&do externa

Valor Real Valor Previsto Erro Absoluto Erro Relativo RMSEP
(mol L™ (mol L™ (mol L™ (%) (mol L™
HQ AK HQ AK HQ AK HQ AK HQ AK

6,70E-05 5,50E-05 3,37E-05 1,11E-04 -333E-05 560E-05 -49,7 102 1,11E-09 3,14E-09
6,70E-05 5,50E-05 3,32E-05 1,13E-04 -3,38E-05 580E-05 -50,4 105 1,14E-09 3,36E-09
6,70E-05 5,50E-05 3,42E-05 103E-04 -328E-05 4,80E-05 -49,0 87,3 1,08E-09 2,30E-09
1,25E-05 9,00E-05 7,70E-06 1,16E-04 -4,80E-06 2,60E-05 -38,4 28,9 2,30E-11 6,76E-10
1,25E-05 9,00E-05 8,09E-06 1,16E-04 -441E-06 2,61E-05 -353 29,0 1,95E-11 6,82E-10
1,25E-05 9,00E-05 8,08E-06 1,04E-04 -442E-06 1,37E-05 -354 152 1,95E-11 1,88E-10
3,75E-05 2,40E-04 2,31E-05 3,02E-04 -144E-05 6,24E-05 -385 26,0 2,08E-10 3,90E-09
3,75E-05 2,40E-04 2,26E-05 3,06E-04 -149E-05 6,63E-05 -39,8 27,6 2,23E-10 4,40E-09
3,75E-05 2,40E-04 2,28E-05 3,08E-04 -147E-05 6,81E-05 -39,1 284 2,15E-10 4,64E-09
4,75E-05 1,90E-04 2,69E-05 246E-04 -2,06E-05 565E-05 -43,3 29,7 423E-10 3,19E-09
6,90E-05 9,75E-05 3,59E-05 154E-04 -331E-05 570E-05 -47,9 585 1,09E-09 3,25E-09
3,90E-05 8,50E-05 2,39E-05 125E-04 -151E-05 4,04E-05 -38,8 47,5 2,29E-10 1,63E-09
1,75E-05 1,40E-04 1,17E-05 1,78E-04 -581E-06 3,79E-05 -33,2 27,0 3,37E-11 1,43E-09

Médio 41,4 471 211E-05 502E-05

Como podemos observar nos resultados mostrados na Tabela 16, os erros
relativos na quantificagdo de ambos os analitos continuam elevados (até 105% para
o acido kdjico e 50,4% para a hidroquinona), indicando que essa nao seria a
metodologia mais adequada para determinacdo simultanea desses analitos, devido
a ineficiéncia deste procedimento em circunstancias de interferéncia espectral tdo
severa quanto a envolvida neste estudo.

Uma maior exatiddo em uma andlise desse tipo € atingida quando o0s
maximos de absorcédo dos dois analitos ndo se sobrepdem consideravelmente, de
modo que a substancia 1, absorva fortemente no A1 e fracamente no A2, e a outra
vice-e-versa (SKOOG, 2002). Como foi possivel observar na figura 21, 0s maximos
de absor¢do do acido kéjico e da hidroquinona se sobrepdem consideravelmente, o
que explica os erros elevados obtidos na determinacdo dos compostos por essa

metodologia.



5.3.3 Primeira derivada dos dados espectrais

52

Na primeira derivada é feita a derivacdo de primeira ordem dos espectros UV-

Vis de cada analito, para a determinacdo do A onde ocorre a derivada da

absorbéancia igual a zero (ponto de anulacdo). No ponto em que a derivada da

absorbéancia de um analito é igual a zero, constroi-se a curva analitica da outra

espécie de interesse e quantifica-a utilizando a equacdo da reta que relaciona a

derivada da absorbéancia com a sua concentracdo (ROCHA e TEIXEIRA, 2004).

Os espectros derivados de primeira ordem do acido kdjico sao apresentados

na Figura 23. E possivel observar que um ponto de anulacdo ndo muito definido

ocorre em A = 495 nm, comprimento de onda em que foi construida a curva analitica

para determinag&o de hidroquinona.
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Figura 23: Primeira derivada dos espectros na regido do visivel de acido kojico
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A curva analitica para determinacdo de hidroquinona construida no ponto de
anulacdo do acido kojico (A=495 nm), ou seja, no comprimento de onda em que a
derivada da absorbancia do acido kojico é proxima de zero, € mostrada na Figura
24, onde é possivel observar uma relagéo linear entre a derivada da absorbéancia
neste comprimento de onda com a concentracdo de HQ.

B 5 =495 nm
— DerAbs = -1,83E-06+921,5[HQ] (R=0,99824)

Derivada da Absorbéancia (u. a.)

T T T T T T T
0.00001 0.00002 0.00003 0.00004 0.00005 0.00006 0.00007

Concentracao (mol/L)

Figura 24: Curva analitica derivada para determinacao de hidroquinona (da/d\ x concentracéo HQ)

Com a equacao da reta: dAbs = -1,83E-06 + 91,5 [HQ] pode-se determinar a
concentracdo de hidroquinona nas misturas do conjunto de validagdo, obtendo-se
um RMSEP de 2,48E-05 mol L™. Os resultados obtidos s&o mostrados na Tabela 17.
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Tabela 17: Resultados obtidos via primeira derivada para determinacéo de HQ (498 nm) nas misturas

do conjunto de validacdo externa

Valor Real  Valor Previsto Erro Absoluto Erro Relativo RMSEP
(molL™) (molL ™) (molL ™) (%) (molL™)
6,70E-05 3,18E-05 -3,52E-05 -52,5 1,24E-09
6,70E-05 3,10E-05 -3,60E-05 -53,7 1,30E-09
6,70E-05 3,20E-05 -3,50E-05 -52,2 1,23E-09
1,25E-05 4,83E-06 -7,67E-06 -61,4 5,88E-11
1,25E-05 4,32E-06 -8,18E-06 -65,4 6,69E-11
1,25E-05 4,97E-06 -7,53E-06 -60,2 5,67E-11
3,75E-05 1,48E-05 -2,27E-05 -60,5 5,15E-10
3,75E-05 1,41E-05 -2,34E-05 -62,4 5,48E-10
3,75E-05 1,41E-05 -2,34E-05 -62,4 5,48E-10
4,75E-05 2,09E-05 -2,66E-05 -56,0 7,08E-10
6,90E-05 3,29E-05 -3,61E-05 -52,3 1,30E-09
3,90E-05 2,11E-05 -1,79E-05 -45,9 3,20E-10
1,75E-05 6,37E-06 -1,11E-05 -63,6 1,24E-10

Médio 57,6 2,48E-05

Através dos erros relativos da determinacdo de hidroquinona é possivel
observar a presenca de erro sistemético negativo, o qual possivelmente esta
relacionado com a dificil determinagdo do ponto de anulagédo (proximo da regidao de
495 nm) nos espectros derivados do acido kojico e com a perda de sensibilidade
ocasionada pela metodologia derivativa. A sensibilidade em métodos derivativos
depende ndo somente dos parametros instrumentais e da forma de medida do sinal,
como também das caracteristicas do espectro de absor¢cdo. A ordem da derivada
deve ser cuidadosamente selecionada, visto que usualmente verifica-se um aumento
do nivel de ruido com o aumento da ordem de derivacdo (ROCHA e TEIXEIRA,
2004).

Os espectros derivados de primeira ordem da hidroquinona séo apresentados
na Figura 25, o ponto de anulagéo ocorre em A = 510 nm, comprimento de onda em

que foi construida a curva analitica para determinacao de acido kojico.
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Figura 26: Curva analitica derivada para determinacéo de acido kéjico (da/dA x concentracédo de AK)
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A curva analitica para determinacdo de acido kéjico construida no ponto de
anula¢ da hidroquinona (A=510 nm) € mostrada na Figura 26, juntamente com a
equacao da reta, onde é possivel observar uma falta de linearidade que se traduz
em um baixo coeficiente de correlacdo (R=0,96066). Esta tendéncia indica que para
baixas e altas concentracfes de AK o erro de previsdo do modelo sera positivo
enquanto para a faixa intermediaria de concentracdo o erro de previsdo sera
negativo, gerando indicios da presenca de um erro sistematico nesta determinacéao.

Empregou-se a equacdo da reta: dAbs = 6,70E-04 — 6,09 [AK], para
determinar a concentracdo de acido kdjico nas misturas do conjunto de validacao,
obtendo-se um RMSEP de 1,67E-04 mol L™ Os resultados sdo mostrados na
Tabela 18.

Tabela 18: Resultados obtidos via primeira derivada para determinacéo de AK (510 nm) nas misturas

do conjunto de validacdo externa

Valor Real Valor Previsto Erro Absoluto Erro Relativo RMSEP
(mol L™ (mol L™ (mol L™ (%) (mol L™
5,50E-05 2,22E-04 1,67E-04 304 2,79E-08
5,50E-05 2,03E-04 1,48E-04 269 2,19E-08
5,50E-05 2,12E-04 1,57E-04 285 2,46E-08
9,00E-05 2,11E-04 1,21E-04 134 1,46E-08
9,00E-05 2,20E-04 1,30E-04 144 1,69E-08
9,00E-05 1,96E-04 1,06E-04 118 1,12E-08
2,40E-04 3,91E-06 -2,36E-04 98,4 5,57E-08
2,40E-04 3,91E-06 -2,36E-04 98,4 5,57E-08
2,40E-04 3,91E-06 -2,36E-04 98,4 5,57E-08
1,90E-04 3,28E-04 1,38E-04 72,6 1,90E-08
9,75E-05 2,46E-04 1,49E-04 152 2,21E-08
8,50E-05 2,28E-04 1,43E-04 168 2,04E-08
1,40E-04 2,72E-04 1,32E-04 94,3 1,74E-08

Médio 156,6 1,67E-04

Pode-se observar erros relativos menores para a determinacdo de HQ
quando comparada a determinacdo de AK através da primeira derivada.

Provavelmente este fato é decorrente da reta construida para HQ ter um coeficiente
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de correlagdo maior, indicando maior linearidade entre a concentracao e a derivada
da absorbancia e também maior coeficiente angular, indicando que a metodologia
seria mais sensivel para sua determinacao.

Comparando-se as metodologias convencionais de calibracdo € possivel
observar que melhores resultados foram obtidos na determinagdo dos analitos
aplicando a curva analitica para a hidroquinona (RMSEP de 1,52E-05) e o principio
da aditividade espectrofotométrica para o acido kojico (RMSEP de 5,02E-05) ao
invés da primeira derivada (RMSEP de 2,48E-05 para HQ e 1,67E-04 para AK). Isso
ocorreu, provavelmente, pela dificuldade na determinagdo dos pontos de anulacdo
na primeira derivada, sendo agravado pela sua proximidade (495 nm para AK e 510
nm para HQ), o que acarreta em uma diminuicdo ainda maior da sensibilidade da

metodologia.

5.3.4 Calibragdo multivariada

Os espectros na regido do visivel do conjunto de calibragdo, composto por 25
espectros UV-Vis (conforme as concentracbes do planejamento experimental
ilustrado na figura 11), sdo apresentados na Figura 27. O desenvolvimento dos
modelos multivariados foi realizado empregando-se a metodologia de Regresséo de
Minimos Quadrados Parciais (PLSR) e procedimento de validag&o interna cruzada,
particularmente a rotina denominada Leave one out, para auxiliar na escolha dos
melhores modelos construidos. Neste procedimento, a calibracdo € realizada n
vezes (n = numero de amostras) sendo que em cada oportunidade uma das
amostras do conjunto de calibracéo é retirada e utilizada como amostra de previsao.
Uma vez que todas as amostras tenham sido tratadas como objeto de previséo, é
possivel estimar a Raiz Quadrada do Erro Médio Quadratico da Validacado Cruzada
(RMSECV) e a Raiz Quadrada do Erro Médio Quadratico de Calibracdo (RMSEC).
Dentre os varios modelos construidos evidenciou-se a otimizacdo de um modelo
para cada determinacdo de interesse apresentava as melhores capacidades de

previsao.
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Figura 27: Espectros de absorcéo na regido visivel das misturas de acido kéjico e hidroquinona do

conjunto de calibracéo, utilizados no desenvolvimento dos modelos multivariados

5.3.5 Modelo multivariado para determinacdo de acid o kdjico

Para elaboracdo do modelo multivariado para determinacdo de acido kojico, o
conjunto de espectros de absorcdo na regido do visivel, foi correlacionado com a
respectiva concentracdo de acido kojico. Para melhorar a eficiéncia dos modelos
multivariados, alguns procedimentos de transformacdo e pré-processamento de
dados foram testados, sendo estes: primeira derivada com alisamento e/ou dados
centrados na média. Varios modelos foram construidos e o0s resultados

resumidamente séo apresentados na figura 28.
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Legenda

Tipos de transformacgéo e/ou
pré-processamento
empregados:

1 — Nenhuma transformagéo
e/ou pré-processamento

2 - Dados centrados na média

3 - Dados centrados na média e
primeira derivada com
alisamento

Il > 1.2E-5
B < 1.2E-5
B < 1E-5
[ ]<8E-6
[ < 6E-6
Bl < 4E-6

Figura 28: Representacdo da Raiz Quadrada do Erro Médio Quadratico da Validagdo Cruzada

(RMSECV) de acido kéjico em fungdo do processamento e do nimero de variaveis latentes

A partir da figura 28, observou-se que a utilizacdo de um namero inferior que
3 VLs gera altos valores de erro para qualquer uma das Transformacdes/Pré-
processamento. Para as Transformagfes/Pré-processamento 1 e 2 0S menores
valores de erro sao obtidos utlizando 3 e 4 VLs, enquanto para a
Transformacdes/Pré-processamento 3 0S menores erros sdo obtidos com um
namero maior de VLs. Optou-se entdo, por centrar os dados na média e utilizar 03
VLs, pois a escolha de apenas 02 VLs gera erros significativamente maiores
enquanto que a inclusdo de mais variaveis latentes ndo apresenta nenhum ganho
significativo em termos de minimizacdo dos erros. Além disso, a escolha de um
maior numero de variaveis latentes pode gerar modelos superestimados e pouco
robustos, o que faz com que pequenas variacdes de tipo instrumental ou a inclusao
de novas amostras no conjunto de calibracdo, possam provocar significativa perda

na capacidade de previsao.
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Em funcdo de todas estas observagbes, o modelo para determinacao de
acido kojico com melhor capacidade de previsdo apresentou as seguintes
caracteristicas: faixa espectral de 350 a 800 nm, com os dados centrados na média,
e utilizacdo de 03 variaveis latentes. O RMSECV e RMSEC para o modelo
empregando trés variaveis latentes foram de 3,45E-06 mol L™ e 2,72E-06 mol L™,
respectivamente. Sendo que a variancia capturada para a matriz X € 99,99% e
matriz Y 99,85%.

A andlise dos coeficientes de regressao (Figura 29) a partir da decomposicéo
da matriz em 03 variaveis latentes mostra as regifes espectrais que foram
consideradas relevantes para a correlagdo desejada. E possivel observar regites
com valores de coeficiente de regressdo maiores que estao relacionadas com os
sinais espectrofotométricos das espécies de interesse, por exemplo, em torno de
400 nm h& uma leve banda de absor¢do do complexo formado com o acido kojico e
em 520 nm ha absor¢do de ambos os complexos formados para a determinagéo da

hidroguinona e acido kéjico.

Coeficiente de Regressédo

| | | | | | | |
350 400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de Onda (nm)

Figura 29: Gréfico do coeficiente de regresséo vs. comprimento de onda do modelo para AK
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O gréfico de loadings apresentado na Figura 30 mostra a contribuicdo de
cada variavel original na elaboracdo das trés primeiras variaveis latentes. E possivel
observar que existem informacdes analiticas importantes nas VLs incluidas no

modelo para AK.

U..z T T T T T T T T
=== | padings na WL 1 (92.07%)
mmm | padings na WL 2 (7.89%)
0.15 = Loadings na VL 3 (0.02%)

Loadings na1,2 e 3Vls

_2 | | | | | | | |
350 400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de Onda {nm)

Figura 30: Grafico de loadings das trés primeiras variaveis latentes vs. comprimento de onda do

modelo para AK

A analise do grafico de “Residuos de Student vs. Leverage” (Figura 31)
mostra que a amostra 02 (em destaque) possui um alto residuo, considerando-se
um limite de confianca de 95% (+ 2,5), porém nao apresenta alta leverage (limite da
leverage é 0,36) considerando-se o modelo construido com 03 variaveis latentes.
Testou-se a retirada da amostra 02 do modelo de acido kéjico, porém a capacidade
de previsdo ndo melhorou significativamente, dando indicios de que a amostra 02

ndo é uma amostra anbmala.
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Figura 31: Grafico dos Residuos de Student vs. Leverage do modelo para AK

A Figura 32 ilustra o grafico dos valores reais vs. 0s valores previstos pelo

modelo de regressao durante a validacao interna cruzada, como € possivel observar

o0 modelo apresentou boa capacidade preditiva, ja que o valor previsto pelo modelo é

muito préximo ao valor real de concentracdo do acido kojico.

x 107

]

“alar Previsto CV (mol/L)

R =0,9995

1 |
14 16
Valor Real (mol/L)

-

12 1.8

2.2

1
24

x 107

Figura 32: Valor Previsto (CV) vs. Valor Real do modelo para AK



63

A capacidade de previsdo do modelo também foi analisada por um conjunto
de validag&o externa, utilizando-se os valores de RMSEP. Os resultados obtidos sao

apresentados na Tabela 19.

Tabela 19: Resultados obtidos para o modelo PLSR para determinacéo de acido kojico nas misturas

do conjunto de validacdo externa

Valor Real Valor Previsto Erro Absoluto Erro Relativo RMSEP

(molL ™) (molL ™) (molL™) (%) (molL™)
5,50E-05 5,87E-05 3,70E-06 6,73 1,37E-11
5,50E-05 5,84E-05 3,40E-06 6,18 1,16E-11
5,50E-05 5,12E-05 -3,80E-06 -6,91 1,44E-11
9,00E-05 8,35E-05 -6,50E-06 7,22 4,23E-11
9,00E-05 8,57E-05 -4,30E-06 -4,78 1,85E-11
9,00E-05 8,13E-05 -8,70E-06 -9,67 7,57E-11
2,40E-04 2,36E-04 -4,00E-06 -1,67 1,60E-11
2,40E-04 2,38E-04 -2,00E-06 -0,83 4,00E-12
2,40E-04 2,39E-04 -1,00E-06 -0,42 1,00E-12
1,90E-04 1,87E-04 -3,00E-06 -1,58 9,00E-12
9,75E-05 1,00E-04 2,50E-06 2,56 6,25E-12
8,50E-05 8,59E-05 9,00E-07 1,06 8,10E-13
1,40E-04 1,33E-04 -7,00E-06 -5,00 4,90E-11

Médio 4,20 4,49E-06

Os erros relativos observados na determinacédo de acido kéjico nas misturas
sintéticas do conjunto de validacdo através do modelo multivariado foram baixos,

inferiores a 9,7%, com erro relativo médio de 4,20%.

5.3.6 Modelo multivariado para determinacdo de Hid  roquinona

No caso da hidroquinona, o conjunto de calibracdo, foi correlacionado com a
respectiva concentragdo de hidroquinona. Para melhorar a eficiéncia dos modelos

multivariados, alguns procedimentos de transformacdo e pré-processamento de
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dados foram testados, sendo estes: primeira derivada com alisamento e dados
centrados na média. Varios modelos foram construidos e os resultados
resumidamente sdo apresentados na figura 33.

Legenda

Tipos de transformacéo e/ou
pré-processamento

empregados:
5E-0g 1 — Nenhuma transformagéo
e/ou pré-processamento
2 2 - Dados centrados na média
E*QS 3 - Dados centrados na média e
primeira derivada com
4E~06 alisamento
AEq6
L
E4q
ra 13)
= dEqg
BE‘CB
BE‘DB
3E.40g Bl > 4.2E-6
Bl <4.2E-6
Bl < 4E-6
[ < 3.8E-6
[ ]<3.6E-6
[]<34E-6
B < 3.2E-6
B < 3E-6

Figura 33: Representacdo da Raiz Quadrada do Erro Médio Quadratico da Validagdo Cruzada

(RMSECYV) de hidroquinona em fungédo do processamento e do nimero de variaveis latentes

Nesta figura observou-se que os menores valores de erro sdo obtidos com a
utilizacao da Transformacao/Pré-processamento 2 (dados centrados na média) e um
namero pequeno de VLs. Optou-se por 02 VLs, pois com a escolha de mais
variaveis latentes ndo se observou ganho significativo em termos de minimizacéo
dos erros que justificasse essa inclusao.

Assim, o modelo para determinacéo de hidroquinona com melhor capacidade
de previsdo apresentou as seguintes caracteristicas: faixa espectral de 350 a 800
nm, com os dados centrados na média, e utilizacdo de 02 variaveis latentes. O

RMSECV e RMSEC para o modelo empregando duas variaveis latentes foram de
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2,93E-06 e 2,53E-06, respectivamente. Sendo que a variancia capturada para a
matriz X € 99,96% e matriz Y 98,57%.

A andlise dos coeficientes de regressao (Figura 34) a partir da decomposicéo
da matriz em 02 variaveis latentes mostra as regifes espectrais que foram
consideradas relevantes para a correlagdo desejada. E possivel observar regides
com valores de coeficiente de regressao maiores, por exemplo, por volta de 510 nm,
gue esta relacionada com o sinal espectrofotométrico do complexo formado para a
determinacao indireta da hidroquinona e pode ser considerada uma regido de

extrema importancia para determinag¢ao do analito.

Coeficiente de Regresséo

_5 1 1 1 1 1 1 1 1
350 400 450 500 550 600 650 700 750
Comprimento de Onda (nm)

Figura 34: Grafico do coeficiente de regressao vs. comprimento de onda do modelo para HQ

Ja a Figura 35 contém o grafico dos loadings, no qual € possivel observar que

existem informag@es analiticas importantes nas duas VLs incluidas no modelo.
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Figura 35: Gréfico de loadings das duas primeiras variaveis latentes vs. comprimento de onda do

modelo para HQ

No caso da hidroquinona, outra caracteristica importante foi a auséncia de
amostras andmalas no conjunto de calibracdo. Os limites da leverage, considerando-
se 02 variaveis latentes foi de 0,24. Analisando o gréafico “Residuos de Student vs.
Leverage” (Figura 36), é possivel observar que ndo ha amostras com alto residuo,
considerando um residuo de + 2,5 com 95% de confianca e/ou alta leverage, sendo

assim nao ha evidéncias de amostras andmalas no modelo.
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Figura 36: Grafico dos Residuos de Student vs. Leverage do modelo para HQ

A Figura 37 ilustra o grafico dos valores reais vs. 0s valores previstos pelo
modelo de regressdo durante a validacdo interna, como é possivel observar o
modelo apresentou boa capacidade preditiva, ja que o valor previsto pelo modelo é

muito préximo ao valor real de concentracdo de hidroquinona.
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Figura 37: Valor Previsto (CV) vs. Valor Real do modelo para HQ
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A capacidade de previsdo do modelo da hidroquinona, também foi analisada
por um conjunto de validacdo externa, utilizando-se os valores de RMSEP. Os

resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20: Resultados obtidos para o modelo PLSR para determinag&o de hidroquinona nas misturas

do conjunto de validacdo externa

Valor Real Valor Previsto Erro Absoluto Erro Relativo RMSEP
(mol L™ (mol L™ (mol L™ (%) (mol L™
6,70E-05 6,12E-05 -5,80E-06 -8,66 3,36E-11
6,70E-05 6,15E-05 -5,50E-06 -8,21 3,03E-11
6,70E-05 6,36E-05 -3,40E-06 -5,07 1,16E-11
1,25E-05 1,26E-05 1,00E-07 0,8 1,00E-14
1,25E-05 1,19E-05 -6,00E-07 -4,80 3,60E-13
1,25E-05 1,34E-05 9,00E-07 7,20 8,10E-13
3,75E-05 4,07E-05 3,20E-06 8,53 1,02E-11
3,75E-05 4,06E-05 3,10E-06 8,27 9,61E-12
3,75E-05 4,16E-05 4,10E-06 10,9 1,68E-11
4,75E-05 4,81E-05 6,00E-07 1,26 3,60E-13
6,90E-05 6,46E-05 -4,40E-06 -6,38 1,94E-11
3,90E-05 4,10E-05 2,00E-06 5,13 4,00E-12
1,75E-05 1,81E-05 6,00E-07 3,43 3,60E-13

Médio 6,05 3,25E-06

Os erros relativos para determinacdo de hidroquinona nas misturas sintéticas
do conjunto de validacdo externa através do modelo multivariado foram inferiores a
11%, com erro relativo médio de 6,05%, resultados que podem ser considerados
satisfatorios.

Analisando os valores de RMSEP e erro relativo obtidos na determinacéo de
hidroguinona e de acido kdjico nas misturas do conjunto de validacao externa pelos
métodos convencionais e multivariados (Tabela 21), é possivel observar uma
melhora significativa na capacidade de previsdao, quando se utiliza o modelo

multivariado, em relacdo aos modelos convencionais.
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Tabela 21: Comparacdo das metodologias convencionais e multivariadas para determinacdo de AK e

HQ nas misturas do conjunto de validacéo externa utilizando-se RMSEP (mol L'l) e erro relativo

médio
AK HQ
RMSEP Er (%) RMSEP Er (%)
Curva analitica 4,63E-04 470 1,52E-05 20,6
Método de Vierordt 5,02E-05 47,1 2,11E-05 41,4
Primeira Derivada 1,67E-04 156,6 2,48E-05 57,6
PLSR 4,49 E-06 4,20 3,25 E-06 6,05

A utilizacdo da espectrofotometria na regido do visivel acoplada ao PLSR
mostrou-se satisfatoria para determinacdo da associacdo dermocosmética de acido
kdjico e hidroquinona em misturas sintéticas, por se tratar de uma técnica simples,

de baixo custo, alta sensibilidade e por apresentar baixos erros relativos médios.

5.4 RESULTADOS DOS ESTUDOS DE VALIDACAO

Estudos de validacao foram realizados, de acordo com critérios estabelecidos
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, por meio de sua resolu¢cdo n899/03
(ANVISA, 2003). Os indicadores avaliados foram a especificidade, a linearidade, o
intervalo, a precisdo, a exatiddo e a robustez. Para realizacdo deste estudo, os
modelos multivariados de melhor desempenho foram selecionados, 0s quais
empregaram faixa espectral de 350 a 800 nm, dados centrados na média, 03 e 02

variaveis latentes para AK e HQ, respectivamente.

5.4.1 Especificidade

A especificidade do modelo multivariado sob validacao foi avaliada por ensaio
de recuperacdo, em que quantidades conhecidas de acido kéjico e hidroquinona
padrao foram adicionadas ao veiculo (base gel) e posteriormente determinadas.

Os resultados obtidos para o ensaio de recuperacdo sdo apresentados na
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Tabela 22.

Tabela 22: Resultados do ensaio de recuperacéo para determinacéo da especificidade

Amostra 01 Amostra 02 Amostra 03
AK (2%) HQ (2%) AK (2%) HQ((1%) AK (4%) HQ (1%)
1,186-03 1,29 E-03 1,14E-03 7,39E-04 2,29E-03  7,11E-04
Valor Previsto 1,19E-03 1,46 E-03 1,12E-03 7,06E-04 2,15E-03  7,85E-04
(mol L™ 1,25e-03 1,31 E-03 1,16E-03 7,15E-04 2,20E-03  6,76E-04

Média (mol L ™) 1,21E-03 1,35E-03 1,14E-03 7,20E-04 2,21E-03 7,24E-4

Valor Real (mol L )  1,13E-03 1,45E-03 1,12E-03 7,32E-04 2,25E-03  7,33E-04

Recuperacao 107,08% 93,10% 101,78% 98,36% 98,37% 98,77%

Avaliando os resultados, observou-se que o método multivariado proposto
para determinacdo dos analitos mostrou especificidade em relacdo a matriz, com

boas porcentagens de recuperacéo, proximas a 100%.

5.4.2 Linearidade e Intervalo

A avaliacdo da linearidade em um modelo multivariado (PLSR ou PCR) é
problematica, ja que as variaveis sao decompostas pelas variaveis latentes. Assim,
uma medida quantitativa para este parametro ndo corresponde a uma tarefa
simples. Qualitativamente, o grafico dos residuos pode indicar se os dados seguem
um comportamento linear, se a distribuicAo desses residuos for aleatoria
(VALDERRAMA et. al., 2009). Neste trabalho, além de avaliar o grafico dos residuos
foi observado os graficos dos valores reais de concentracdo das amostras em
funcdo dos valores previstos pelo modelo durante a validacao cruzada (Figuras 32 e
37). Os coeficientes de correlacéo obtidos a partir destas retas foram altos: 0,9995

para o acido kojico e 0,9950 para a hidroquinona.

Os dados de coeficientes de correlacdo juntamente com a aleatoriedade dos
residuos obtidos apresentados na Figura 38, indicam um bom ajuste do modelo
multivariado, sendo este linear na faixa de concentracéo estudada, ou seja, 5,0E-05
a 2,5E-04 mol L™ para o &cido kéjico e 1,0E-05 a 7,0E-05 mol L™ para hidroquinona.
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Figura 38: Grafico do Residuo x Valor Real (mol L™) para o acido kéjico (A) e para hidroquinona (B)

As analises de precisdo envolveram estudos de repetibilidade (precisédo intra-

corrida) e precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas). A reprodutibilidade do
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método ndo foi analisada tendo em vista a ndo disponibilidade da realizagdo de
medidas inter-laboratoriais. Neste trabalho, esta figura de mérito analitico foi obtida
através dos calculos de coeficiente de variacdo (que foram comparados aos valores
referenciados pela ANVISA) e também através de um valor médio de precisédo para

cada um dos analitos, conforme equacéo abaixo (BRAGA e POPPI, 2004).

”g{::ru -§.f

n(im-1)

n
i=1

precisdo = \I

A
onde m é o nimero de replicatas feitas, n o nimero de amostras, ¥i é a
A

média dos valores previstos de cada replicata -i. .

Os resultados do ensaio de repetibilidade mostrados na Tabela 23 apontam
dois coeficientes de variacdo pouco acima da maxima de 5% permitida pela ANVISA
(2003) para este teste. O limite foi ultrapassado para as amostras que contemplam
as menores concentracdes analisadas dos analitos, ou seja, nas amostras 01 e 02
para o &cido kdéjico a hidroquinona, respectivamente. A repetibilidade (mol L™)
alcancada pela metodologia para determinacdo de AK e HQ foi de 2,91E-06 e

9,27E-07, respectivamente.

Tabela 23: Resultados do ensaio de repetibilidade (preciséo intra-corrida)

Amostra 0 1 Amostra 02 Amostra 03
AK HQ AK HQ AK HQ
Concentracdo
(mollL) 5,50E-05 6,70E-05 9,00E-05 1,25E-05 2,40E-04  3,75E-05
5,87E-05 6,12E-05 8,35E-05 1,26E-05 2,36E-04 4,07E-05
Previsto 5,84E-05 6,15E-05 8,57E-05 1,19E-05 2,38E-04 4,06E-05
5,12E-05 6,36E-05 8,13E-05 1,34E-05 2,39E-04 4,16E-05
Média 5,61E-05 6,21E-05 8,35E-05 1,26E-05 2,38E-04 4,10E-05
DP 4,25E-06 1,31E-06 2,20E-06 7,51E-07 1,53E-06 5,51E-07

CV (%) 7,57 2,11 2,63 5,94 0,64 1,34
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O ensaio de precisédo intermediéria foi realizado em dois dias diferentes, por
dois analistas diferentes, no mesmo laboratério e mesmos equipamentos. Os

resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 24.

Tabela 24: Resultados do ensaio de preciséo intermediaria (precisao inter-corrida)

Amostra 01 Amostra 02 Amostra 03
AK HQ AK HQ AK HQ
Concentracéo
(mollL) 5,50E-05 6,70E-05 9,00E-05 1,25E-05 2,40E-04 3,75E-05
mo

587E-05 6,12E-05 8,35E-05 1,26E-05 2,36E-04 4,07E-05
Analista 01 584E-05 6,15E-05 8,57E-05 1,19E-05 2,38E-04 4,06E-05
512E-05 6,36E-05 8,13E-05 1,34E-05 2,39E-04 4,16E-05

6,03E-05 6,81E-05 9,01E-05 1,34E-05 2,36E-04 4,18E-05
Analista 02 6,24E-05 6,60E-05 9,19E-05 1,27E-05 2,40E-04 4,29E-05
587E-05 6,65E-05 7,70E-05 1,16E-05 2,36E-04 4,17E-05

Média 583E-05 6,45E-05 8,49E-05 1,26E-05 2,38E-04 4,16E-05
DP 3,78E-06 2,83E-06 5,55E-06 7,46E-07 1,76E-06 8,41E-07
CV (%) 6,49% 4,38% 6,54% 5,92% 0,74% 2,02%

No ensaio de precisdo intermediaria, também obteve-se alguns coeficientes
de variacdo pouco acima da maxima (5%) permitida pela ANVISA (2003), que
ocorreram nas duas menores concentracbes de acido kdjico e na menor
concentracdo de hidroquinona. A precisdo intermediaria (mol L™) alcancada pela
metodologia para determinacdo de AK e HQ foi de 4,50E-06 e 1,96E-06,
respectivamente.

A analise final dos resultados dos ensaios de repetibilidade e precisédo
intermediaria permite afirmar que o método espectrofotométrico multivariado para
determinacdo de AK e HQ apresenta-se pouco preciso para as menores
concentracfes dos analitos, tanto para analises intra-corrida como inter-corridas.
Além disso, os valores de repetibilidade e precisdo intermediaria mostraram que a
determinacdo de &cido kojico foi aquela que apresentou maiores problemas de

precisao.
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5.4.4 Exatidao

Com os resultados das previsfes para as amostras sintéticas (conjunto de
validacdo externa), foi possivel verificar a exatiddo do modelo multivariado,
utilizando-se a raiz quadrada do erro médio quadratico de previsdo (RMSEP) e erro
relativo médio. A exatiddo também foi avaliada por meio do ensaio de recuperacao
discutido anteriormente no item 5.4.1 especificidade.

Os valores de RMSEP e erro relativo médio, para os modelos PLSR
multivariados foram: 3,25E-06 mol L™ e 6,05% (Tabela 20) para hidroquinona e
4,49E-06 mol L™ e 4,20% (Tabela 19) para o acido kéjico, esses os baixos valores
juntamente com as boas taxas de recuperagdo (proximas a 100%) indicam que a

metodologia desenvolvida para determinacdo dos analitos € exata.

5.4.5 Robustez

A analise da robustez determinara as condi¢cdes préprias em que deve ser
desenvolvida a calibracdo e os fatores que devem ser levados em conta durante a
construcdo do modelo (CORRER, 2004). Neste trabalho, o Unico parametro de
robustez avaliado foi a influéncia da temperatura.

O comportamento espectral da solugdo contendo a mistura de acido kadjico
(1,5 E-04 mol L™ e hidroquinona (4,0 E-05 mol L™) foi observado em diferentes
temperaturas. A solucéo foi lida nas temperaturas de 5 a 55C, com intervalos de
5°C entre as medidas. Os espectros resultantes sdo apresentados na Figura 39 e
mostram uma diminuicdo significativa na absorbancia da mistura (A = 400 a 550 nm)
com o aumento da temperatura, principalmente para temperaturas acima de 35 °C.
Essa diferenca na absorbancia indica um erro elevado na determinacéo de misturas,

nas temperaturas a partir de 40°C.
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Figura 39: Espectros de absorc&o na regido visivel da mistura AK (1,5 E-04 mol L") e HQ (4,0 E-05

Submeteu-se o0s

mol L'l) nas temperaturas de 5 a 55 °C na avaliagéo da robustez

espectros obtidos

em diferentes temperaturas a

determinacdo dos analitos pelos modelos multivariados sob analise, os resultados

sao apresentados na Tabela 25.

Tabela 25: Resultados obtidos na determinacdo da mistura AK (1,5 E-04 mol L") e HQ (4,0 E-05 mol

L'l) via PLSR em diferentes temperaturas na avaliacdo da robustez

Valor Real Valor Previsto Erro Relativo Temperatura
(mol L™ (mol L™ (%) (°C)
HQ AK HQ AK HQ AK

4,00E-05 1,50E-04 3,87E-05 1,38E-04 -3,38 -7,73 05
4,00E-05 1,50E-04 3,80E-05 1,46E-04 -4,95 -2,47 10
4,00E-05 1,50E-04 3,73E-05 1,49E-04 -6,68 -0,73 15
4,00E-05 1,50E-04 3,67E-05 1,52E-04 -8,33 1,40 20
4,00E-05 1,50E-04 3,81E-05 1,47E-04 -4,73 -2,20 25
4,00E-05 1,50E-04 3,76E-05 1,54E-04 -6,03 2,67 30
4,00E-05 1,50E-04 3,59E-05 1,56E-04 -10,2 3,67 35
4,00E-05 1,50E-04 3,33E-05 1,56E-04 -16,9 4,07 40
4,00E-05 1,50E-04 2,93E-05 1,57E-04 -26,8 4,80 45
4,00E-05 1,50E-04 2,51E-05 1,57E-04 -37,4 4,80 50
4,00E-05 1,50E-04 2,34E-05 1,52E-04 -41,6 1,20 55
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Observou-se que a determinacdo de &cido koéjico ndo sofre influéncia da
temperatura, considerando-se o comportamento aleatorio dos erros relativos e seus
baixos valores (valores inferiores a 7,8%).

As porcentagens de erro relativo superiores a 10,2% observadas para
determinacdo de hidroquinona e o aumento crescente deste parametro conforme
ocorre 0 aumento da temperatura indicam a limitagcdo na capacidade preditiva do
método multivariado, quando a temperatura das amostras € elevada, ou seja,
quando a temperatura é superior a 35°C. Este aumento no erro relativo de previsao,
provavelmente esta relacionado com o fato da degradacéo oxidativa da hidroquinona
ser acelerada pelo calor (MANOSROI et al.,, 1999). Assim, recomenda-se que a
leitura das misturas contendo acido kojico e hidroquinona seja realizada nas

temperaturas entre 5 a 35 °C.

5.5 ANALISE DE AMOSTRAS REAIS

A metodologia multivariada desenvolvida foi utilizada para a determinacéo de
acido kojico e hidroguinona em 08 formulacdes obtidas em farmacias de
manipulagdo da regido, contendo diferentes concentracbes dos analitos em base
gel. Os resultados das andlises destes dermocosmeéticos sdo apresentados na
Tabela 26.

Tabela 26: Resultados de previsédo de acido kdjico e hidroquinona em amostras reais, utilizando-se o

método multivariado desenvolvido

) Concentracéo declarada Concentracdo
Dermocosmeético ) Erro (%)
(% m/m) Prevista (% m/m)

AK HQ AK HQ AK HQ
Manipulado 1 2,00 2,00 2,74 1,94 37,0 -3,00
Manipulado 2 2,00 1,00 2,52 1,09 26,0 9,00
Manipulado 3 2,00 2,00 2,18 1,82 9,00 -9,00
Manipulado 4 2,00 2,00 2,33 2,84 16,5 42,0
Manipulado 5 2,00 2,00 2,12 1,93 6,00 -3,50
Manipulado 6 1,00 1,00 1,14 1,12 14,0 12,0
Manipulado 7 2,00 2,00 5,49 1,59 175 -20,5

Manipulado 8 2,00 1,00 5,15 0,96 158 -4,00
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Observou-se nos resultados de quantificagcdo, valores de erro relativo de até
42,0% para hidroguinona e 175,0% para o acido kojico, sendo que neste ultimo
caso, existe uma clara tendéncia de superestimar as concentracdes declaradas pelo
fabricante.

Dois casos da Tabela 26 merecem ser destacados, pelos altos valores de
erros relativos apresentados para a determinacdo de AK. O manipulado 7 e 8 sdo
provenientes da mesma farmacia de manipulacao, que produz suas formulacdes em
gel Aristoflex® (co-polimero sintético de acido sulfénico acriloildimetiltaurato e
vinilpirrolidona), diferente dos demais manipulados que utilizam gel Natrosol®
(Hidroxietilcelulose). Outra particularidade desses manipulados é a utilizacdo de
metabissulfito como agente conservante. O segundo caso, esta relacionado ao
manipulado 1 e 2, provenientes de outra farmacia de manipulagéo e que utiliza para
estas formulacbes o0s conservantes imidazolidinil uréia e isotiazolinona. Estas
caracteristicas indicam que a metodologia deve ser usada com precaucao, ja que o
tipo de base gel e os conservantes utilizados evidenciaram interferéncias na
metodologia de quantificac&o.

Outro fator que ndo pode ser descartado em relacdo as variacdes
encontradas para formulacdes similares (manipulado 3 e 4) é a falta de
homogeneidade das amostras de dermocosmeéticos, ja que para esta analise foi

retirada uma pequena aliquota (0,3 g a 0,8 g) da amostra para dilui¢éo.
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6 CONCLUSOES

Considerando os resultados apresentados e discutidos neste projeto é

possivel concluir que:

Através do planejamento fatorial, observou-se que para concentracdes de
FeCl; acima de 7,5E-04 mol L™ a reacéo de complexacdo entre o acido kdjico e o
ion férrico ndo sofre influéncia do pH, podendo ser utilizados qualquer um dos pHs
estudados. Com as condi¢cbes ja otimizadas, optou-se por utilizar a concentracao
8,0E-04 mol L™ de cloreto férrico e tamp&o Clark Lubs em pH 3,0.

O método da variacdo continua nos permitiu identificar que a estequiometria
predominante do complexo AK-Fe(lll) é 1:1,5, ou seja, 2 moléculas de Fe(lll) para
cada 3 moléculas de acido kojico.

A severa interferéncia espectral observada para os complexos formados
inviabilizou a determinacdo dos analitos utilizando-se os métodos convencionais de
analise (curva analitica, principio da aditividade espectrofotométrica e primeira
derivada), resultando em erros relativos médios muito altos (maiores que 20%, para
ambos clareadores).

A espectrofotometria na regido do visivel acoplada a técnica de calibracdo
multivariada (PLSR), apresentou-se adequada para determinacdo dos analitos em
misturas sintéticas, com erros relativos médios de previsdo de 4,20% para o acido
kojico e 6,05% para hidroquinona. Os modelos multivariados de melhor capacidade
preditiva apresentaram como caracteristicas: a utilizacdo de toda faixa espectral,
dados centrados na média e a utilizacado de 03 e 02 variaveis latentes para o acido
kdjico e a hidroquinona, respectivamente.

Na fase de validacdo, segundo os critérios da ANVISA, a metodologia
espectrofotométrica  multivariada desenvolvida, apresentou boa exatidao,
especificidade em relacdo a matriz e linearidade na faixa de concentracao estudada.
No parametro precisdo, coeficientes de variacdo pouco acima da maxima permitida
pela legislacdo foram obtidos para as menores concentragbes de &cido kdjico e
hidroquinona. A leitura de amostras em temperatura superior a 35°C tem influéncia
direta sobre a capacidade preditiva do método desenvolvido, aumentando a margem

de erro para determinacéo de hidroquinona.
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Na andlise de amostras reais, altos valores de erros relativos foram
encontrados para a determinagao dos analitos, especialmente para determinagao de
acido kojico. Estes problemas podem estar associados a presenca de interferentes
(base gel ou conservantes). No entanto, é pertinente salientar que o método
desenvolvido mostrou-se promissor para aplicacdo em rotinas de controle de
qualidade, por se tratar de uma técnica rapida, de baixo custo e praticamente sem

producao de residuos de grande impacto ambiental.
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7 TRABALHOS FUTUROS

A realizacéo deste trabalho permitiu vislumbrar possibilidades para trabalhos

futuros. Seguem-se algumas sugestoes:

» Desenvolver modelos de calibragdo multivariada para determinagdo da
associacdo de acido kéjico e hidroquinona em dermocosmeéticos
empregando-se a espectrofotometria em fase solida através de medidas de

reflectancia na regido do visivel.

» Desenvolver uma metodologia analitica para determinagcédo de &cido kojico e
hidroguinona em dermocosméticos empregando-se técnicas voltamétricas

associadas a métodos de calibragdo multivariada.

e Realizar um estudo mais aprofundado da aplicabilidade da metodologia
proposta, frente a utilizacdo de diversos tipos de conservantes nas

formulac6es dermocosmeéticas.

» Desenvolver metodologias espectroscopicas multivariadas para quantificacdo
de diversos principios ativos, visando a aplicagdo em rotinas controle de

gualidade produtos farmacéuticos manipulados.
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8 GLOSSARIO

Andlise de Componentes Principais ( Principal Components Analysis): Método
que decompde a matriz de dados, construindo-se um novo sistema de eixos
(denominados componentes principais ou variaveis latentes). Isto possibilita que as
amostras possam ser representadas e visualizadas em um ndamero menor de

dimensdes, sem perda de informagé&o analitica relevante.

Centrar os dados na meédia: procedimento de pré-processamento que tem como
objetivo facilitar a extracdo de informacgdes espectrais, bem como, a interpretacéo
desses dados. Calcula-se a média das absorbéncias para cada comprimento de

onda e subtrai-se cada absorbéancia do respectivo valor médio.

Leverage: é uma medida da influéncia de uma amostra no modelo de regresséo.
Um valor de leverage pequeno indica que a amostra em questéo influencia pouco na

construcdo do modelo de calibracao.

Loadings: o quanto cada variavel antiga contribui para formar as componentes

principais.

Primeira derivada com alisamento:  procedimento de transformacao de dados que
permite melhorar a separacdo de sinais nao totalmente sobrepostos com a

diminui¢&o de ruidos instrumentais.

Regressdo de Minimos Quadrados Parciais ( Partial Least Square Regression):
método de regressdo multivariada em que, tanto a matriz das variaveis
independentes, como a das variaveis dependentes sofrem decomposi¢cdo matricial,

sendo representadas na forma de “scores” e “loadings”.

Residuos de Student (ou residuos studentizados): indicam se as amostras estéao

incluidas na distribuicdo normal, considerando-se um intervalo de confianca de 95%.

Scores: sdo as novas coordenadas das amostras, no novo sistema de eixos.
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Validagdo cruzada: é uma metodologia utilizada para a escolha do numero de
variaveis latentes baseada na avaliagcdo da magnitude dos erros de previsdo de um

dado modelo de calibragao.

Variaveis latentes (ou Componentes Principais): novo sistema de eixos para

representar as amostras.
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