B

International Year of
ANO CHEMISTRY
INTERNACIONAL
AlQ [ paquinca 201
QUIMICA PARA UM MUNDO MELHOR

Quim. Nova, Vol. 34, No. 4, 630-635, 2011

DETERMINACAO SIMULTANEA DE ACIDO KOJICO E HIDROQUINONA POR ESPECTROFOTOMETRIA

VISIVEL E CALIBRACAO MULTIVARIADA

Giselle Nathaly Calaca

PR, Brasil
Sandra Stets e Noemi Nagata*

Artigo

Departamento de Quimica, Universidade Estadual de Ponta Grossa, Av. Gal Carlos Cavalcanti, 4748, 84030-900 Ponta Grossa -

Departamento de Quimica, Universidade Federal do Parand, CP 19081, 81531-990 Curitiba — PR, Brasil

Recebido em 27/7/10; aceito em 10/11/10; publicado na web em 18/2/11

SIMULTANEOUS DETERMINATION OF KOJIC ACID AND HYDROQUINONE BY MULTIVARIATE CALIBRATION
AND VISIBLE SPECTROPHOTOMETRY. A multivariate spectrophotometric method was developed for analysis of kojic acid/
hydroquinone associations in skin whitening cosmetics. The method is based on the reaction between kojic acid and Fe** and on the
reduction of Fe** by hydroquinone and further complexation of Fe?* with 1,10-phenanthroline. The multivariate model was developed
by Partial Least Squares Regression (PLSR), using 25 synthetic mixtures and mean-centered spectral data (350-380 nm). The use of 3

(kojic acid) and 2 (hydroquinone) latent variables permits the observation of mean errors of about 5% in the external validation phase.
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INTRODUCAO

O 4cido kéjico (5-hidréxi-2-(hidroximetil)-4-pirona) € uma
substancia natural produzida por vdrios fungos e bactérias, dentre
elas espécies de Aspergillus, Penicillium e Acetobacter.' Entre suas
vérias propriedades destacam-se a a¢do antimicrobiana e quelante
de fons cobre, sendo esta dltima responsdvel pela inativagdo da
tirosinase e, consequentemente, pela acdo inibidora na formagio de
melanina.>® A hidroquinona, por sua vez, possui estrutura quimica
similar ao precursor da melanina e atua inibindo a oxidacdo da
tirosina em 3,4-di-hidroxifenilalanina, além de participar de outros
processos metabélitos nos melandcitos.* Estes mecanismos conferem
a associacdo 4cido kéjico-hidroquinona agdo clareadora, permitindo
seu uso em preparagdes dermocosméticas orientadas ao tratamento
tépico das discromias.

Diversas formulacdes contendo a associagdo destes principios
ativos sio comercializadas no Brasil para tratamentos dermatolégicos,
tendo sua origem predominante em farmdcias de manipulagdo ma-
gistral. Em fungdo das pequenas quantidades geralmente produzidas
e do elevado custo das técnicas analiticas disponiveis para a quanti-
ficacdo destes farmacos, usualmente cromatograficas, o controle de
qualidade do produto final € praticamente inexistente. Sendo assim,
anecessidade do desenvolvimento de métodos analiticos simples que
viabilizem um rigoroso controle de qualidade deste tipo de produto
farmacéutico € mais do que evidente.

Muitos métodos de andlise tém sido propostos para a quantifi-
cacdo isolada destes farmacos ou para determinagdo de associacdes
com outros principios ativos em cosmeéticos (gel, creme e emulsao),
envolvendo técnicas como, voltametria de onda quadrada,’ voltametria
ciclica,’ cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),® espectros-
copia UV-Vis,’espectrofotometria UV derivativa,'’ dentre outras. Por
outro lado, relatos de determinagdo simultinea destas espécies sdo
pouco comuns, destacando propostas fundamentadas em métodos
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cromatogrificos. Huang e al.,'! por exemplo, determinaram simulta-
neamente acido koéjico, hidroquinona, fosfato de ascorbil magnésio,
ascorbil glucosideo e arbutin em cosméticos por cromatografia liquida
de alta eficiéncia, obtendo desvio padrio relativo (DPR) menor que
1,3%. Na proposta de Lin et al.,' foi empregado um planejamento
fatorial para otimizar o método fundamentado em cromatografia
capilar eletrocinética micelar para determina¢do de dcido kéjico,
hidroquinona e arbutin, com erros relativos de validacdo inferiores
a 3,0%. Por sua vez, Chisvert et al.'> empregaram a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas para determinar dcido
kdjico, dcido azeldico, arbutin, hidroquinona e resorcinol em cosmé-
ticos, com erros relativos inferiores a 5%.

Em fungéo de caracteristicas como alta sensibilidade, baixo custo
e simplicidade operacional, a espectrofotometria UV-Vis corresponde
auma ferramenta analitica de primeira importincia.'* Trata-se de uma
técnica consolidada e de facil implementacéo, prontamente aplicavel
em rotinas de controle de qualidade. No entanto, a baixa seletividade
da técnica faz com que a ocorréncia de sobreposi¢do espectral seja
bastante frequente, o que muitas vezes inviabiliza o desenvolvimento
de métodos analiticos orientados a determinag@o de misturas.

Nos ultimos anos, diversas ferramentas de calibracdo multiva-
riada tém sido propostas para contornar os problemas associados
a interferéncia espectral, principalmente quando os componentes
presentes numa mistura necessitam ser determinados, mas a infor-
macdo analitica disponivel ndo apresenta seletividade.'*!> A base da
calibragio multivariada € estabelecer uma relacio entre duas matrizes
(ou blocos) de dados quimicos, quando houver uma dependéncia entre
as propriedades que descrevem cada uma delas.'*

Meétodos espectrofotométricos na regifio do ultravioleta poderiam
ser utilizados na determinagdo de dcido kéjico e hidroquinona em
dermocosméticos, ja que os mesmos possuem sinais de absor¢ao nessa
regido. No entanto, os constituintes da base (creme ou gel) utilizados
nas formulacGes costumam absorver com elevada intensidade nessa
regido. Para eliminar esta interferéncia € possivel recorrer ao uso de de-
rivatiza¢do quimica, objetivando a formagao de espécies coloridas.!®!
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Tendo em vista as particularidades relatadas acima, este trabalho
propds o desenvolvimento de um método analitico orientado ao con-
trole de qualidade da associa¢@o dcido kéjico (AK) (complexando
com fons Ferro (III)) e hidroquinona (HQ) (responsdvel pela reducio
do Fe (IIT) a Fe (I) que, posteriormente, complexa com 1,10-fenantro-
lina), associando a técnica de espectrofotometria na regido do visivel
com a regressdo de minimos quadrados parciais (PLSR).

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e padroes

Todos os reagentes utilizados para o preparo de solug¢des foram
de grau analitico PA, excetuando-se os padrdes de dcido kdjico (All
Chemistry, 99,5% de pureza) e hidroquinona (SP Farma, 99,8% de
pureza) que foram de grau farmacéutico.

As solugdes foram preparadas diariamente utilizando-se dgua
destilada e vidraria analitica previamente calibrada. As solucdes de
trabalho foram preparadas em concentrac¢do de 5,0 x 10~ mol L! para
dcido kéjico e 1,0 x 10-* mol L' para hidroquinona, em dgua destilada.

Em todos os ensaios envolvendo a determinagdo quantitativa
dos analitos adicionou-se uma quantidade em excesso da solu¢do de
cloreto férrico (10 x 103 mol L") e 1,10-fenantrolina (6,0 x 10 mol
L, solugdo 10% etandlica). Posteriormente, a dilui¢do foi realizada
com solugdo Clark Lubs (KC10,1 mol L'/HC1 0,1 mol L") de pH 3,0.

Equipamentos e programas computacionais

As andlises espectrofotométricas foram realizadas em um espec-
trofotdmetro Shimadzu (2410 PC), utilizando-se o software UVPC
v.3.91 (Shimadzu) e cubetas de vidro de 1,0 cm de caminho 6ptico,
sendo os espectros adquiridos na regido do visivel, entre 350 e 800 nm.

Para montagem dos gréficos, utilizou-se o software Origin Pro 8.0,
enquanto que na elaboragio dos modelos de calibracdo multivariada
empregou-se o pacote PLS-Toolbox v.3.0 (Eigenvector Research Inc.),
que opera em ambiente Matlab v.6.5 (Mathworks Inc.).

Planejamento fatorial

Com o propdsito de otimizar a reacdo de complexagdo entre o
dcido kdjico e o fon férrico realizou-se um planejamento fatorial
22 com ponto central em quintuplicata, de acordo com as varidveis
e niveis apresentados na Tabela 1. Foram realizados experimentos
para todas as combinacdes possiveis dos niveis selecionados,
totalizando 9 ensaios executados de forma aleatéria. Em todos os
ensaios do planejamento fatorial o pH foi ajustado com solugdo
aquosa diluida de HCI.

Tabela 1. Varidveis e niveis estudados na reagio de complexacgio do acido
kdjico com fon férrico

Varidveis\Niveis - 0 +
[FeCl,] (mol L) 2,5x 10* 5,0x 10+ 7,5x 10*
pH 3,0 4,0 5,0

Desenvolvimento dos modelos de calibragao

Para o desenvolvimento de modelos convencionais (método de
Vierordt'® e método usando a primeira derivada) foram elaboradas cur-
vas analiticas individuais para ambos analitos. No caso do complexo
formado entre o 4cido kdjico e fon férrico, a curva de calibrag@o foi
construida na faixa de concentra¢do de AK compreendida entre 5,0
x 107 ¢ 9,5 x 10* mol L. Para o complexo 1,10-fenantrolina-Fe?*,

Determinacdo simultinea de dcido kdjico e hidroquinona 631

envolvendo a determinacdo indireta da hidroquinona, a curva analitica
foi construida na faixa de concentra¢do de HQ compreendida entre
1,0x 10%e 7,0 x 10° mol L.

Para o0 método usando a primeira derivada, a curva de calibracio
para o AK (dA/dA versus concentragio do analito) foi elaborada no
comprimento de onda em que o complexo envolvendo a determina-
¢do indireta da hidroquinona apresenta uma derivada de absorbancia
préxima de zero (ponto de inflex@o obtido pela 1 derivada dos dados
espectrais com 9 pontos de alisamento). Procedimento similar foi
utilizado para a elaborac¢do da curva analitica para HQ.

Na construg@o dos modelos multivariados o conjunto de calibra-
¢do constituiu-se por 25 misturas sintéticas dos analitos de interesse,
dentro da faixa de concentragio de 0,5 x 10* a 2,5 x 10* mol L™
parao AKe 1,0 x 10°a 7,0 x 10° mol L™ para a HQ. O conjunto de
validagdo externa (utilizado para verificar a capacidade de previsdo
de todos os modelos construidos) constitui-se por 7 misturas, sendo
3 dessas em triplicata, dentro da faixa de concentra¢@o utilizada no
conjunto de calibragdo, conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Planejamento experimental para obtengdo das misturas do conjunto
de calibragdo (M) e de validagdo externa ()

Para elaborac@o dos modelos multivariados, os espectros adquiridos
naregido do visivel (350 e 800 nm) foram centrados na média, visando
reduzir a dimenséo do modelo construido e facilitar a sua visualizacdo.'*

Ensaios de recuperacao

O modelo de melhor capacidade de previsdo para o conjunto
de validacdo externa foi utilizado em ensaios de recuperagdo,
utilizando-se associacdes AK/HQ em base gel Natrosol . Para tal,
trés diferentes propor¢des de AK e HQ foram adicionadas a base gel,
de modo a totalizar cerca de 8,00 g de dermocosmético. A mistura
foi entdo homogeneizada e, para cada uma dessas amostras, a quan-
tificagdo foi realizada em triplicata. Em cada ensaio, pesou-se uma
quantidade adequada do dermocosmético em baldo volumétrico de
100,0 mL e diluiu-se com solucdo tampao Clark Lubs sob vigorosa
agitacdo. Uma aliquota de 1000 pL dessa solu¢do foi transferida
para baldo volumétrico de 10,0 mL, que foi reagida com 1000 puL
de solucgdo de cloreto férrico 10 x 10~ mol L' e 1000 pL de solu-
¢do de 1,10-fenantrolina 6,0 x 10 mol L' na presenga de solugdo
tampao Clark Lubs.

Andlise de amostras reais
Trés formulacdes comerciais foram obtidas em farmadcias de

manipulacio na regifio de Ponta Grossa e Curitiba/PR. Para andlise,
pesou-se uma quantidade adequada do dermocosmético em baldo de
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100 mL, diluiu-se com tampao Clark Lubs e agitou-se vigorosamente
até solubilizag@o total do dermocosmético. A posterior reagao de
complexacdo foi realizada da mesma maneira descrita no ensaio de
recuperagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Otimizacio da reacio de complexacio entre acido kéjico e
Ferro (III)

Para otimizar a reacdo de complexacao entre o dcido kdjico e o
fon férrico, em valores de pH’s menores que os relatados na literatura
(a fim de evitar a hidrélise do fon férrico),'? realizou-se um plane-
jamento fatorial 22 com quintuplicata do ponto central.

Os resultados da otimizagdo via planejamento fatorial mostram
que os efeitos principais, concentragdo de cloreto férrico (+0,0611)
e pH (+0,0219), assim como o efeito de intera¢do (-0,0154) foram
significativos, considerando-se a estimativa do desvio de 0,0132, em
um nivel de 90% de confianga. Na interpretagdo geométrica do efeito
de interacdo [FeCl,] x pH (Figura 2), foi possivel observar que para a
concentracdo de FeCl, de 2,5 x 10* mol L"! (nivel -) um aumento de
0,0373 u.a. ocorre quando se varia o pH do nivel inferior para o nivel
superior. No entanto, para a maior concentra¢do de FeCl,(7,5 x 10*
mol L") um menor aumento no valor de absorbéncia foi observado
(0,0065 u.a) com a modificagdo do pH, evidenciando que o efeito do
pH depende da concentragdo de FeCl, utilizada.

(5) 14 0,4939 0,5396
@ 04 0,52875
(3) -1 1 0,4566 0,5331
T T T T T
- 0 1
(2,5 x10™ (5,0 x10™) (7,5 x10™)
[FeCL] mol L

Figura 2. Interpretagdo geométrica do efeito de interagdo ([FeCl,] x pH) no
estudo da reagdo de complexagdo do dcido kojico com ion férrico

Em fungdo do efeito positivo da concentragdo de fon férrico e
do efeito pouco significativo do pH, para elevadas concentragdes de
fon férrico, o planejamento preliminar foi deslocado na dire¢do de
maiores concentragdes de fon férrico (9,5 x 10 mol L), mantendo-
se os valores de pH explorados inicialmente.

Levando-se em consideracdo a estimativa do desvio (0,0153) e
um nivel de confianga de 90%, observou-se que os efeitos princiais
e de interacdo nio foram significativos neste novo planejamento.

Sendo assim, concluiu-se que para concentragdes de FeCl,
acima de 7,5 x 10* mol L', € possivel utilizar qualquer um dos
pHs estudados (3,0; 4,0 ou 5,0), j4 que os efeitos observados siao
menores que a estimativa do desvio. Em fung¢ao desses resultados
e para evitar qualquer possibilidade de hidrélise do Fe**, optou-se
por utilizar em todas as andlises um tampao inorganico conhecido
como Clark-Lubs (HCI/KCI) em pH 3,0 e uma concentra¢do maior
de FeCl,.

Quim. Nova

Métodos convencionais de calibracio

De acordo com a sequéncia de espectros apresentada na Figura
3, a reacd@o entre dcido kdjico e fon férrico (Equagdo 1)*'leva a
formacdo de um complexo que absorve fortemente na regido do
visivel, apresentando um maximo centrado em 494 nm. Por sua vez,
o complexo formado entre 1,10-fenantrolina e fon ferroso (Equagao
3), resultante da reag@o preliminar entre hidroquinona e fon férrico
(Equac@o 2), absorve na mesma regido espectral, apresentando um
mdximo centrado em 510 nm. Embora curvas analiticas de 6tima
linearidade possam sem construidas (Equacdes 4 e 5), sistemas de
calibrag@o convencionas se mostram invidveis, em razio da extrema
proximidade dos médximos de absor¢do (Figura 3). Trata-se de uma
constatac@o que justifica o uso de sistemas diferenciados de calibragio
para a determinacdo simultanea das espécies em estudo.
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Figura 3. Espectros de absor¢do do complexo AK/Fe** ([AK] = 4,5 x 107
mol L), do complexo Fe**/o-fenantrolina (apds redugdo do Fe** pela [HQ]
=3,0x 10° mol L) e da mistura

3 AK + Fe** > [Fe(AK), ] (1)

HQ + 2 Fe** = 2 Fe** + p-quinona + 2 H* 2)

2 Fe* + 6 C,H,N,H* > 6 H* + 2 [(C,,H,N,),Fe]** 3)
As o = 0,00224 + 1206,1 [AK] (R=0,9998) )
Agpnn = -0,00763 +21906,6 [HQ] (R=0,9992) )

Para a quantificacdo das misturas pelo método de Vierordt,
curvas analiticas foram elaboradas para cada espécie em estudo, em
dois comprimentos de onda (494 e 510 nm), a partir das quais foram
calculados os respectivos coeficientes de absortividade molar (€). A
concentracio de AK e HQ foi finalmente calculada, resolvendo-se o
sistema de equacdes apresentado a seguir:

A494 = AHQ494 + AAK494 = 8HQA94 N CHQ + 8AK494 . CAK
=20398,5 . Cypo+ 1206,1 . C

Aspp= AHQ510+ Aksio= €hosio - CHQ+ €ais10. Ca
=21906,6 . Cyyo+ 1140,7 . C,

onde A: absorbéncia, C: concentragdo (mol L), €: absortividade
molar dos complexos obtida através do coeficiente angular das retas.

Como podemos observar nos resultados apresentados na Tabe-
la 2, os erros relativos médios obtidos na quantificagdo dos analitos
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Tabela 2. Concentragdes previstas na andlise de misturas sintéticas contendo AK e HQ (conjunto de validagio externa) pelos métodos convencionais de calibragdo

Concentragao real (mol L") Concentragdo prevista (mol L)
Meétodo Vierodt Meétodo usando a primeira derivada

AK HQ AK HQ AK HQ

5,50x 10 6,70 x 10 1,09 x 10+ (5,29 x 109 3,37 x 10° (5,00 x 107)™ 2,12 x 10* (9,50 x 10°)™ 3,16 x 10° (5,29 x 107) ™
9,00 x 10 1,25x 10° 1,12x 10%(6,93 x 109)™ 7,96 x 10%°(2,22x 107)™  2,09x 10* (1,21 x 10°)™ 4,71 x 104 (3,42 x 107)™
2,40x 10* 3,75 x 10 3,05x 10%(3,06 x 109 ™ 2,28 x 10°7(2,52x 107)™" 391 x 10°°(0)™ 1,43 x 1057 (4,04 x 107) ™
1,90 x 10+ 4,75 x 10° 2,46 x 10* 2,69 x 10° 328 x10* 2,09 x 10°
9,75x 10° 6,90 x 10° 1,54 x 10* 3,59x 107 2,46 x 10+ 3,29x 10°
8,50 x 107 390x 10° 1,25 x 10+ 2,39 x 10° 2,28 x 10* 2,11 x 10°
1,40 x 10+ 1,75 x 10° 1,78 x 10+ 1,17 x 10° 2,72 x 10* 6,37 x 10°
Erro Relativo Médio (%) 47,11 41,44 144,48 57,59

“Média das triplicatas, ** Estimativa do desvio padrio da triplicata.

sdo elevados, demonstrando a ineficiéncia deste procedimento na
presenca de interferéncia espectral tdo severa quanto a envolvida
neste estudo.

Para aplicagdo do método usando a primeira derivada, foi realiza-
da inicialmente a derivagdo de primeira ordem dos dados espectrais
para determinacdo do ponto de anulag@o. No caso do dcido kéjico,
um ponto de inflexdo com derivada zero € observado em 495 nm,
comprimento de onda em que foi construida a curva analitica para
a determinagdo de HQ (Equac@o 6). Para a hidroquinona o ponto de
inflexdo ocorre em 510 nm, comprimento em que foi construida a
curva analitica para determinagdo de AK (Equacdo 7).

dAbs =-1,83 x 10 + 91,48 [HQ] (R=0,998) (©6)
dAbs = 6,70 x 10* - 6,089 [AK] (R=0,961) (7

Utilizando-se este método de calibracdo foram observados
erros relativos médios extremamente elevados (Tabela 2), prova-
velmente em decorréncia da baixa intensidade do sinal derivado
e da consequente falta de linearidade observada, particularmente
para acido kéjico.

Os elevados erros de previsdo observados na aplicagdo de
métodos convencionais de calibragao justificam o desenvolvimento
de modelos multivariados, os quais frequentemente permitem boa
capacidade preditiva, mesmo na presenga de elevada interferéncia
espectral.

Calibracao multivariada

Os modelos de calibragdo foram desenvolvidos a partir de 25
misturas sintéticas, utilizando-se o sinal espectral (350 a 800 nm)
centrado na média. A capacidade preditiva dos modelos foi avaliada
frente a0 mesmo conjunto de validacgio externa utilizado para avaliar
os métodos convencionais de calibracdo.

O desenvolvimento dos modelos multivariados foi realizado
empregando-se o0 método de regressdo de minimos quadrados par-
ciais (PLSR) e procedimento de validag@o cruzada (leave one out),
este dltimo utilizado para auxiliar na escolha dos melhores modelos
construidos. Neste procedimento, a calibracio € realizada n vezes
(n = ndmero de amostras) sendo que em cada oportunidade uma
das amostras do conjunto de calibragdo € retirada e utilizada como
amostra de previsdo. Uma vez que todas as amostras tenham sido
tratadas como objeto de previsao, € possivel estimar a raiz quadrada
da soma dos erros da validagdo cruzada (RMSECV) e araiz quadrada
da soma dos erros de calibragdo (RMSEC).

A evolucdo dos valores de RMSECV em funcdo do nimero
de varidveis latentes (VLs) dos modelos PLSR para determinacgio

de dcido kéjico e hidroquinona € apresentada na Figura 4. A partir
destes antecedentes foi possivel observar que a inclusdo de mais do
que 3 VLs, para AK, ou 2 VLs, para HQ ndo redunda em significativa
minimizacdo dos erros de previsdo, a0 mesmo tempo em que pode
contribuir com a elabora¢do de modelos superestimados e pouco
robustos. Para o nimero de VLs otimizados, as variancias capturadas
foram 99,99% (matriz X) e 99,85% (matriz Y) para AK e 99,96%
(matriz X) e 98,57% (matriz Y) para HQ.

7,0x10° -
5 —e— Acido Kojico
G,OX']OVS 4 —A— Hidroquinona
5,0x10°
> 4
8 4,0x10°
%) |
E 3,0x10° 4
2,0x10°
1,0x10° A\
] o . s o o 4
0,0
— 7T T T T T ‘* T * T ‘" T ‘" T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Numero de Variaveis Latentes

Figura 4. Evolugdo da raiz quadrada da soma dos erros da validagdo cruzada
(RMSECYV) em fungdo do niimero de varidveis latentes para modelo multiva-
riado orientado a quantificagdo de dcido kdjico e hidroquinona

Outra caracteristica importante dos modelos multivariados desen-
volvidos foi a auséncia de amostras andmalas no conjunto de calibra-
¢do, caracteristica que foi confirmada pela avaliacdo dos parametros
de leverage e residuos de Student (resultados ndo apresentados).

A boa capacidade de previsdo dos modelos desenvolvidos
pode ser preliminarmente avaliada pelos excelentes valores de
coeficiente de correlag@o apresentados pelos grificos de valores
reais por previstos na fase de validac¢do cruzada (Figura 5), ob-
tidos para modelos elaborados com 3 VLs (AK) e 2 VLs (HQ).
Adicionalmente, valores de RMSECV e RMSEC de 3,45 x 10°e
2,72 x 10%(AK) e de 2,93 x 10°e 2,53 x 10-° (HQ) sdo pelo menos
uma ordem de grandeza inferior a concentrac¢do dos analitos nos
padrdes do conjunto de calibrag@o, o que, em média, implica em
boa capacidade de previsao.

Finalmente, a capacidade de previsdo dos modelos PLSR de-
senvolvidos e otimizados também foi analisada por um conjunto
de validagdo externa, cujos resultados sdo apresentados na Tabela
3. Analisando os resultados obtidos na determinag¢do de hidroqui-
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Figura 5. Valores previstos vs valores reais de dcido kdjico (A) e hidroquinona (B) no processo de valida¢ao cruzada

Tabela 3. Concentragdes previstas na andlise de misturas sintéticas contendo AK e HQ (conjunto de validagio externa) pelos métodos multivariados de calibracao

Concentragao real (mol L") Modelo AK Modelo HQ
AK HQ [AK] prevista (mol L") Egiaive (%) [HQ] prevista (mol L") Epgiaiive (%)

5,50 x 10° 6,70 x 10° 5,61 x 10°° 6,61 6,21 x 10° -7,31"
(4,25 x 109" (1,31 x 10%) ™

9,00 x 10° 1,25x 10° 8,35 x 10™ -7,22° 1,26 x 10%° 4,27
(2,20 x 10%) ™ (7,51 x 10%)™

2,40x 10* 3,75 x 10° 2,38 x 10+ -0,97 4,10 x 10° 9,23
(1,53 x 10%)™ (5,51 x 10%)™

1,90 x 10+ 4,75 x 10° 1,87 x 10 -1,58 4,81 x10° 1,26

9,75 x 10° 6,90 x 10 1,00 x 10+ 2,56 6,46 x 10° -6,38

8,50 x 107 390x 10° 8,59 x 10° 1,06 4,10x 10° 5,13

1,40 x 10+ 1,75 x 10° 1,33 x 10 -5,00 1,81 x 10° 3,43

Erro Relativo Médio (%) 4,20 6,05

“Média das triplicatas, ~* Estimativa do desvio padrdo da triplicata.

Tabela 4. Resultados do ensaio de recuperagdo de AK e HQ em amostras sintéticas contendo base gel Natrosol® pelos métodos multivariados de calibragdo

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3

AK (2%) HQ (2%) AK (2%) HQ (1%) AK (4%) HQ (1%)
Valor previsto (mol L) 1,18 x 103 1,29 x 1073 1,14 x 103 7,39 x 10+ 2,29 x 103 7,11 x 10+
1,19 x 10° 1,46 x 103 1,12x 10° 7,06 x 10+ 2,15x 107 7,85 x 10+
1,25 x 103 1,31 x 103 1,16 x 103 7,15 x 10+ 2,20x 107 6,76 x 10*
Média (mol L") 1,21 x 103 1,35x 103 1,14 x 103 7,20 x 10+ 2,21 x 103 7,24 x 10+
Valor real (mol L) 1,13 x 107 1,45 x 103 1,12x 103 7,32 x 10* 2,25x 107 7,33 x 10+

Recuperagdo 107% 93,1% 102% 98.,4% 98,4% 98,8%

nona e de dcido kéjico € possivel observar baixos valores de erro
relativo, o que indica uma melhora significativa na capacidade
de previsdo dos modelos multivariados em relacdo aos modelos
convencionais.

Analise de amostras reais

Inicialmente, a capacidade de recuperagido do método multivaria-
do desenvolvido foi avaliada frente a amostras sintéticas, contendo
quantidades conhecidas do padriao de AK e HQ em uma base frequen-
temente utilizada para a elaborac¢@o de dermocosméticos (base gel
Natrosol®). Os resultados deste ensaio (Tabela 4) indicam boas taxas
de recuperacdo para ambos farmacos (93 a 107%), o que implica em
baixa interferéncia por parte da base.

Posteriormente, 3 amostras obtidas em farmdcias magistrais
foram submetidas a andlise, obtendo-se os resultados apresentados
na Tabela 5. De maneira geral, observa-se que amostras contendo

Tabela 5. Resultado da andlise de amostras reais utilizando-se o método
multivariado desenvolvido

Dermocosméticos  Concentracdo  Concentragio Erro (%)
declarada prevista
(% m/m) (% m/m)

AK  HQ AK HQ AK  HQ
Manipulado 1 200 200 218 1,82 900  -9.00
Manipulado2 2,00 2,00 212 193 600 -3,50
Manipulado 3 1,00 1,00 1,014 1,02 1400 12,00

elevada concentrag@o dos farmacos (2% m/m) podem ser previstas
com sucesso, com erros de previsao inferiores a 10%. Contrariamente,
amostras que apresentam baixa concentragdo relativa dos firmacos
(manipulado 3) sdo previstas com menor exatiddo, apresentando
erros superiores a 10%. Neste caso, € possivel supor um efeito inter-
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ferente por parte dos ingredientes da férmula, a qual, além da base
antes mencionada, costuma conter excipientes como propilparabeno
(0,15%), metilparabeno (0,15%), vitamina E (0,5%), vitamina C
(0,5%) e EDTA (0,25%).

CONCLUSOES

Em funcdo da severa interferéncia espectral observada entre
os complexos em estudo, os métodos convencionais de calibracio
(método de Vierodt e método usando a primeira derivada) se mos-
tram inadequados para a determinacio simultanea de dcido kéjico e
hidroquinona (erros de previsdo superiores a 40%).

Por sua vez, a técnica de calibragdo multivariada (PLSR) se apre-
sentou satisfatdria para a quantificag@o desta associagdo em misturas
sintéticas, proporcionando erros relativos médios de previsdo de
4,20% (4cido kéjico) e 6,05% (hidroquinona).

Na andlise de amostras reais, maiores erros relativos foram
encontrados para formulagdes contendo uma menor concentragcao
relativa dos clareadores, provavelmente em funcdo da interferéncia
dos conservantes (vitamina E, vitamina C e/ou EDTA).

E pertinente salientar, finalmente, que o método desenvolvido se
mostrou promissor para aplicacdo em rotinas de controle de qualida-
de, por se tratar de uma técnica rdpida e de baixo custo.
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