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ABSTRACT

The growth of the sunscreen market shows increasing public awareness of
the hazardous effects related to ultraviolet (UV) radiation. The development of
newer, more effective sunscreens has been gaining importance. Having specific
and reliable analytical procedures to identify and determine sunscreen
concentration plays an important role in the development of such products. A
method for the determination of sunscreens using capillary electrophoresis (CE) is
presented in this work, as an alternative to high performance liquid
chromatography (HPLC). The sunscreens studied are 2-phenylbenzimidazole-5-
suifonic acid and benzophenone-4 in a commercial gel formulation. The CE
method involves an uncoated silica capillary with 7Smm i.d. and a total length of
100cm (45cm to the detector) with a buffer solution containing 10mM sodium
tetraborate (pH 9.2). The applied voltage was 29kV and sodium benzoate
(100mg/mL) was used as internal standard (i.s.). The detection was achieved by
ultraviolet (UV) absorption at 217nm.

A HPLC method was developed in order to be compared with the CE
method. The chromatographic method was performed using a C18 stationary
phase and an isocratic mobile phase of phosphate buffer-acetonitrile-methanol
(58:5:37). The flow rate was 0.5mL/min and UV measurements were carried out at
258nm and 217nm.

The CE and HPLC methods were shown to be precise, accurate, specific,
linear and economically feasible to be used in pharmaceutical preparation and
Quality Control laboratories.

Among the advantages CE presents over HPLC are faster analysis time
and low consumption of reagents, making it more economical and environment-
fiendly, due to lower production of residue.



1-INTRODUGAO

No inicio do século XX, a pele clara era considerada sinal de status e a
exposicao do corpo a luz solar era evitada. A cor da pele separava as classes
sociais: dominante e mao-de-obra. Quanto mais clara a pele de uma pessoa mais
elevada era sua posigdo social ¥.

Com a evolugao da sociedade, o nimero de trabalhadores confinados em
escritérios aumentou, 0 que proporcionou a menor importancia de se possuir a
pele clara.

Na década de 20, tendo como influéncia Coco Chanel, os ricos mudaram
essa tendéncia, adotando como ideal o corpo bronzeado. Desde entédo, o banho
de sol foi incorporado a sociedade contempordnea. Apds a Segunda Guerra
Mundial, o tempo disponivel para lazer, esportes e viagens tornou o corpo
bronzeado sinal de riqueza e bem-estar fisico e mental "

Contudo, na década de 70 e 80, verificou-se que a radiagdo solar nao era
tdo benéfica como se pensava. A incidéncia de melanoma maligno aumentou
500% de 1950 a 1985 ¥

Estudos sobre a excessiva exposicdo a radiagdo solar e os efeitos da
radiacdo ultravioleta sobre a pele foram aprofundados e associados a diversos

distiirbios como fotoenvelhecimento e cancer de pele 7% 102,

O estudo do fotoenveihecimento da pele tem ganho destaque nos Ultimos
anos, com a crescente demanda do mercado consumidor por produtos que
protejam a pele contra os efeitos nocivos do ambiente. Este é causado pela
radiagdo ultravioleta, proveniente das radiagdes solares e tambem de fontes

Determinagfio de Fi Cosméti pregando a Eletroforese Capilar como alterativa i Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
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2-REVISAO DA LITERATURA

2.1- EFEITOS FISIOLOGICOS DA RADIAGAO ULTRAVIOLETA

A radiagéo ultravioleta é parte do espectro de ondas eletromagnéticas.
Constitui uma das radiagdes nocivas para a pele devido a seu alto nivel de
energia. A radiag&o ultravioleta pode ser divida em: UVA (320-400nm), UVB (290-
320nm) e UVC (100-290nm) 3% 8. 81. 88 A representagsio da radiagdo ultravioleta
num espectro eletromagnético encontra-se na Figura 1.

Radiagdo Ultravioleta A (320-400nm): Subdivida em UVA | (340-400nm)
- Longo e UVA 1l (320-340nm) — Curto. Consiste na radiag&o uitravioleta com
maior comprimento de onda e menos energética quando comparado com UVB e
UVC. Contudo penetra mais profundamente as camadas da pele, alcangando a
derme, produzindo danos em membranas, proteinas e DNA através de processos
oxidativos, ocasionando danos ao colageno e fibras elasticas (Representagio
esquematica na Figura 2). Estimula o melanécito a produzir mais melanina como
um mecanismo de defesa a agressdo causada pela radiagdo ultravioleta,
produzindo o bronzeamento * 72, Efeitos cronicos ao UVA proporciona efeitos
como fotoenvelhecimento, fotocarcinogénese e fotossensibilidade (erupgao
polimorfica, lupus eritematoso, urticana solar, dermatite actinica, xeroderma

pigmentoso % #7 % 18%) 550 promovidos pelas lesdes causadas na derme ** 7> 7%

77,99, 100,102, 108, 119 panatrg através de vidro e material plastico 2%,

Radiac3do Ultravioleta B (290-320nm): Onda eletromagnética de alta
energia, interage com a epiderme sendo menos invasiva na derme do que a UVA.
Efeitos devido a exposi¢éo aguda incluem: eritema tardio, inflamag&o, hiperplasia.
Enquanto os da exposigdo cronica incluem: fotoenvelhecimento,
imunossupressdo e cancer de pele %% %7 85 102,118,124 A catarata também pode
ser desenvolvida por exposigdes a radiagdo ultravioleta ''%. A atuagéo da radiagdo

DeterminagBo de Filtros Solares em Cosméticos empregando a Eletroforese Cepilar como alternativa & Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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2.2- BRONZEAMENTO, QUEIMADURA SOLAR, FOTOENVELHECI-
MENTO E CANCER DE PELE

2.2.1- Bronzeamento

O bronzeamento consiste em um mecanismo de defesa do organismo em
relagdo aos efeitos danosos da radiagdo ultravioleta. Ocorre a estimulagdo dos
melanécitos para produzir mais melanina. Propicia-se a um aumento da absorgdo
da radiagdo ulitravioleta pela melanina epidérmica que elimina o excesso de
energia sob a forma de calor, relativamente atoxica ' %2, Esse mecanismo de
defesa pode ser classificada de duas formas: bronzeamento direto e indireto.

O bronzeamento direto ocorre quando a radiagado ultravioleta A (UVA)
sensibiliza os granulos de melanécitos que se encontram na camada basal da
derme. Ha a formagdo da tirosinase, sintetizada pelo reticulo endoplasmatico
rugoso. Nos melanossomas, a tirosinase proporciona a catalisagdo da tirosina
transformando-se em DOPA (3,4-dihidroxifenilalanina) e posteriormente em
dopaquinona. A partir da dopaquinona, a formagdo de melanina pode seguir duas
rotas, ou formando a leucodopacroma que conduz a formagdo de eumelanina
(pigmentagdo marrom ou negra) ou reagindo com a cisteina, formando a
feomelanina (pigmentagdo vermelha ou amarela) *% %,

O pigmento formado se dirige as camadas mais externas da pele e durante
este percurso, nos individuos com pele de cor clara do fototipo céltico, os
melanossomas se desintegram. Enquanto que nos individuos de pele negra, o
pigmento esta presente nas camadas superficiais da pele ® 7> 1% A formagio
biolégica da eumelanina e da feomelanina encontra-se esquematizada na Figura
3.

Determinagiio de Filtros oarmetil pregando a Eletroforese Capilar como alternativa 4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
Solaresem © e Cristina Saito — Dissectag#o de Mestrado — FCF/USP, 2004.
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Figura 3. Formagio da eumelanina e da feomelanina

Desta forma, os individuos com eumelanina (cor da pele branca,
amarelada, morena e preta) se bronzeiam a serem irradiados pela radiagdo
ultravioleta, o que néo ocorre aos individuos com feomelanina (cor da pele ruiva,
castanha-avermelhada).

O bronzeamento indireto € induzido pela radiagido UVB. O &cido
timonucléico do ndcleo do melandcito é lesionado por reagdes fotoquimicas
desencadeadas pela radiagdo UVB, promovendo a liberagdo de melanina da
camada basal da derme para a epiderme. Comparando-se a duragdo entre os

bronzeamentos, o indireto é mais prolongado do que o direto %2

Determinagho de Filtros Solares em Cosméticos empregando & Eletroforese Capilar como alternativa 2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
- Cristina Saito — Dissertagio de Mestrado — FCF/USP, 2004.



2.2.2- Queimadura Solar

A queimadura solar consiste em uma reac¢édo inflamatéria quando a
radiagdo ultravioleta B (UVB) penetra na epiderme da pele. Ocorrem reagfes de
danos direitos e indiretos nas células por reagdes fotoquimicas e geragdo de
radicais livres de oxigénio. Em consequéncia, danos no DNA e ativagdo do
sistema inflamatdrio envolvendo as prostaglandinas resultam em vasodilatagdo e

edema ¥ 3% 4. %7

Estudos estdo sendo realizados sobre a existéncia de relagdo entre

queimaduras solares repetitivas e aumento no risco de melanoma 21:123,

A sensibilidade a queimadura solar depende de dois fatores: o fator
genético, que determina a produc¢io e distribuicdo da melanina, e a quantidade de
radiagédo ultravioleta incidindo na pele. Em relagdo aos fatores genéticos, a pele
pode ser classificada em seis fototipos, que variam de pessoas que sempre se
queimam e nunca se bronzeiam, a pessoas que nunca se queimam e que Sao
profundamente pigmentados. O Quadro 1 detalha os diferentes fototipos de pele

e suas conseqiéncias a exposigio solar ¥ 12,

Detarminagio de Filtros Solares em Cosméticos empregando a Eletroforese Capilar como alternativa 8 Cromatografia Liquida de Al Eficiéncia.
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Recomenda-se o uso de filtros solares com fator de protegdo (FPS) 15
diariamente. Aplicado corretamente na infancia e na adolescéncia, pode-se
reduzir a incidéncia de cancer de pele em 78% 1% 45104

Para reduzir a exposicao a radiagdo ultravioleta em 65% deve-se evitar os
raios solares entre as 10:00 horas as 14:00 horas . Aconselha-se o uso de
chapéus, camisetas, guarda-sol e protetores solares diariamente.

2.3- FILTROS SOLARES

As substancias quimicas com capacidade de proteger a pele contra os
efeitos lesivos da radiagdo ultravioleta por absorcdo ou reflexdo/ dispersdo sdo

chamados de filtros solares 74 1%,

A introdugao dos filtros solares foi na década de 20, quando se verificou
que os efeitos da queimadura proveniente do sol eram reduzidos com salicilato 74.
Em 1928, os Estados Unidos da América desenvolveram uma emuisdo comercial
contendo como filtros solares salicilato de benzila e cinamato de benzila 2. Outros
filtros solares foram introduzidos no mercado desde entdo. Compostos minerais
como 6xido de zinco e didxido de titdnio foram primeiramente empregados em
produtos cosméticos como pd, base, sombra para olhos e lapis de maquiagem,
sendo que em 1952, o didxido de titanio foi descrito com propriedades de filtro

solar ®.

A conscientizagdo das pessoas da necessidade do uso de filtros solares
para evitar os efeitos maléficos da radiagdo ultravioleta, vem aumentando com o
decorrer dos anos. Estudos comprovam que o uso de filtros solares promove a
diminuicdo de rugas e do fotoenvelhecimento ' 3% 19 12 quando usado
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2.4- REGULAMENTAGOES DE FILTROS SOLARES

Com 0 uso generalizado de filtros solares em produtos cosméticos, tomou-
se inevitavel 0 surgimento de uma regulamentagao para definir 0s que realmente
sejam eficazes e seguros, bem como as metodologias para determinagio do
Fator de Protegdo Solar (FPS). A primeira regulamentac¢@o proviséria foi publicada
em 1978 pelo FDA (Food and Drug Administration) e a partir disso, outros paises
também adenram a regulamentar os filtros solares. O Quadro 2 descreve a atual
lista de filtros solares permitidos nos Estados Unidos pelo FDA e suas
concentragbes maximas .

Na Europa, os membros da Unido Européia decidiram harmonizar as
regulamentagoes de produtos cosméticos para facilitar a livre circulagdo desses
produtos. O Quadro 2 descreve um resumo do Anexo Vil da diretriz 76/768/EC
da Unido Européia de 1999. O Anexo VIl esta dividida em duas partes: Parte | -
contém a lista de filtros solares que os produtos cosméticos podem conter e a
Parte 2, os filtros solares que provisoriamente podem estar contidos nos produtos
cosmeéticos ¥'.

No Japdo, os protetores solares e bronzeadores sdo reguiados pelo CLS
(The Comprehensive Licensing Standards) e JSCI (Japanese Standards of
Cosmetic Ingredients). Vanas concentragdes sdo estipuladas para um mesmo
filtro solar dependendo do produto a ser incorporado, o Quadro 2 apresenta os
filtros solares permitidos pelo CLS do Japdo de 1994 e suas concentragdes

maximas 4.

No Brasil, o anexo IV da Resolugdo 79 de 28 de agosto de 2000 da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) 4 lista os filtros solares
permitidos para produtos de higiene pessoal, cosmeticos e perfumes, como
resumido no Quadro 2, com suas concentragfes maximas permitidas.
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Quadro 2. Filtros Solares e suas respectivas concentragbes maximas (%) para os
Estados Unidos, Japao, Unido Européia e Brasil

_ . , Concentragdo Maxima Pemitida
_° FitrosSolares - ~ - | - (g/100g)
. | : . [EUA®TJapac™] UE™ [ Brasi

1,3 Pentanodiona 1-(3,4 dimetoxi-fenil) 4,4-dimetil - 7 —_ —

Propionato 2-etil-hexil dimetoxi-benzilideno dioximidazolidina —_ 3 —_ —_
3-Benzilideno-canfora -— — 2 6
3-(4-Metil-benzilideno)-canfora —_ —_ 4 6

Amil dimetit PABA — 10 —_ .

Benzofenona-1 — 10 —_ —_

Benzofenona-2 - 10 —_ 10

Benzofenona-3 6 5 10 10

Benzofenona-4 10 10 5" 10*

Benzofenona-5 -— 10 —_— —

Benzofenona-6 —_— 10 — —
Benzofenona-8 3 —_ — 3

Benzofenona-9 — 10 —_ —_
Acido benzilideno canfora sulf8nico — —_ 6 6
Butil-metoxi-dibenzoil-metano 3 10 5 5
Metil sulfato de N,N,N-trimetil-4-(2-oxobom-3-ilidenemetil) —_ —_ 6 6
anilina

Cinoxato 3 5 —_ 3

4-Metoxicinamato de dietanolamina — - — 10

Dietil-hexil butamido tiazona - -— 10 -

Diisopropil metil cinamato — 10 —_ —_

Dimeticodietil benzalmalonato —_ - 10 —_

Drometrizol Trisiloxano - —_— 15 -
Etil-hexil-dihidroxi-propil PABA - — —_ 5

Etil-hexil-dimetil PABA 8 10 8*

4-Metoxicinamato de 2-etil-hexila 7.5 20 10 10

Salicilato de 2-etil-hexiia 5 10 5 5
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Etil-hexil tnazona —_ 3 5 5
Acido Ferulico —_ 10 — _
Gliceril PABA —_ 4 — 3
Homosalato 15 10 10 15
4-Metoxicinamato de Isoamiia — — 10 —
Metoxicinamato de Isopropila —_— 10 —_ 10
Antranilato de metila 5 — — 5
Octocrileno 10 10 10 10
PABA 15" 4 5 15
PEG-25 PABA — — 10 10
Acido 2-fenilbenzimidazol-5-sulfénico 4 3 8 g*
Poliacrilamido-metil benzilideno canfora — - 6 6
Salicilato de trietanolamina 12 —_ - 12
Acido de Tereftalilideno dicanfora sulfdnico — 10 10 10
Didxido de titanio 25 SL 25 25
Oxido de zinco 25 SL SL SL
Salicilato de 4-isopropil benzila — — 4*
Trioleato de digaloila — -—_ —— 5
Vaselina vermelha - - — SL

SL = Sem limite, * = Permitido até 30.06.1999 (EU), * = Expresso como &cido
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2.5- FATOR DE PROTECAO SOLAR

O fator de protec@o solar (FPS) determina o grau de protegdo que um
produto cosmetico fornece a pele contra os efeitos eritematogenos da radiagéo
ultravioleta. Devido a esse fato, o FPS indica a prote¢do apenas contra a radiagdo
UV-B, sendo a protegdo UV-A um experimento mais complexo que ainda nio esta
padronizado 4%,

A primeira determinagéio do FPS in vivo foi realizado por R. Schulze, em
1956 %, Adotando a dose entematégena minima (DEM) como referencial,
relacionou o tempo necessario para o aparecimento de eritema em uma pele com
protetor solar, ao tempo necesséario de aparecimento de eritema em uma pele
desprotegida *®%_0 FPS é calculado pela Equacdo 1.

FPS = DEM com protecég Eq. 1
DEM sem protegao

Pode-se determinar o fator de protegdo (FPS) de um produto cosmético por

9,21,43,83 ou in vitro 7,27, 28,29, 65.

testes in vivo

O FPS in vivo é realizado em voluntarios (10 a 20 individuos), aplicando-se
2g de protetor solar na area de pele delimitada. Avalia-se a relagdo entre tempo e
formagao de eritema na pele protegida e nao protegida por fiitro solar A

Devido ao alto custo dos testes in vivo, foram desenvolvidos métodos mais
baratos, rapidos e praticos, que consistem nos testes de FPS in vitro. Mansur es
descreveu o0 método espectrofotométrico, que consistia na diluigao dos filtros
solares e determinagdo das absorbancia nos seguintes comprimentos de onda
(A): 290nm, 295nm, 300nm, 305nm, 310nm, 315nm e 320nm. Cada absorbancia

obtida sera multiplicada ao seu respectivo efeito eritemogénico e intensidade do
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Com o intuito de realizar um teste in vitro mais compativel com o sistema
biolégico, foram empregados substratos como resinas plasticas, silicone 7 2 ¢
colageno sintético hidratado ?* para simularem a pele humana. O protetor solar é
aplicado sobre 0 substrato (1mg de produto por cm? e iradiado com um
simulador solar (radia¢do ultravioleta entre 290 a 400nm) e submetido a andlise
espectrofotométrica empregando analisador equipado com medidor de
transmitancia "Labsphere UV-1000S" 2,

2.6- ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese capilar é uma técnica analitica que oferece separagio
rapida, de baixo custo e de alta eficiéncia. As areas de aplicagfo variam desde
andlises de ions inorganicos e organicos simples, compostos quirais até
complexas macromoléculas tais como peptideos, proteinas e oligonucleotideos.
AplicagBes para a andlise de medicamentos s3o descritos em literatura *2.

A eletroforese capilar é definida como o transporte de compostos
eletricamente carregados em solugdes sobre a influéncia de um campo elétrico
num capilar 19,

A eletroforese foi introduzida por Tiselius, no inicio da década de 30, tendo
recebido o Prémio Nobel em 1948 pela separacdo parcial de algumas proteinas
do soro sanguineo 1,

Somente em 1981, com a introdu¢cdo de capilar de didmetro interno menor
que 100um, que a eletroforese demonstrou ser capaz de atuar como uma técnica
analitica moderna de uso rotineiro, possibilitando separa¢gdes de alta eficiéncia
com suficiente dissipagdo do calor, mesmo empregando alta tensédo &
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liquida de alta eficiéncia (CLAE), que resulta um perfil parabélico (Figura 7)
devido a alta presséo do sistema 2.

Perfil de Fluxo Planar

—-

Perfil de Fluxo Parabdbco

Figura 7. Tipos de perfis de fluxo: Planar em sistemas de Eletroforese Capilar e
Parabdlico em CLAE

A mobilidade eletroosmética é dependente das caracteristicas do tampao

(pH, concentragao, constante dielétrica, viscosidade), sendo independente da

tensdo aplicada % %412,

A mobilidade eletroosmética, nEOF, do tampao é dada pela Equagao 4:

HWEOF =& £ /4 Eq.4

A mobilidade eletroforética é conseguida pelas diferentes velocidades de
migragéo dos solutos no tamp3o, sendo dependente da tensao ® #2112,
A mobilidade eletroforética é dada pela Equagédo S:

LWEP =Q /Banr Eq.5

Onde:
REP = mobilidade eletroforética
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Q = carga do soluto ionizado
n = viscosidade do tampéo
r = raio do ion

A cromatografia capilar eletrocinética micelar & empregada para separar
compostos neutros. Agentes tensoativos idnicos sdo adicionados ao eletrélito
para a formagdo de micelas (moléculas agregadas de tensoativos que sdo
compostos com propriedades anfifilicas, contendo regiGes hidrofilica e hidrofébica
na mesma estrutura). A separagao de compostos neutros é resultante da particio

equilibrada entre as micelas (fase pseudo estacionaria) e a fase eletrélita aquosa
58,120

A eletroforese capilar em gel € empregada para a separagdo de compostos

idnicos e com alta massa molecular, biomoléculas como DNA 5 111:120

A focalizacao isoelétrica & limitada para a separagdo de compostos
anfotéricos (compostos com grupos funcionais com carater acido e basico — por
exemplo, proteinas). Os compostos sdo separados ndo devido a suas
mobilidades como ocorre nos outros modos eletroforéticos, mas devido as
diferencas de pontos isoelétricos (pl) *.

A isotacoforese capilar € uma técnica de separagao pouco empregada nos
laboratorios industriais. Consiste no processo de separacao por meio de um
sistema eletrélito heterogéneo. Os compostos sao separados quando a amostra é
introduzida entre um sistema tampao descontinuo, constituido de um eletrdlito

lider e um eletrélito terminador 5 119,111,120
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2.7- CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A cromatografia consiste na separagdo de componentes em uma mistura,
empregando a diferenga de afinidade dos compostos, em relagdo a fase
estacionaria (sélido ou liquida) e fase mével (liquida ou gas) *2.

Historicamente, antes da década de 70 a cromatografia liquida se resumia
a métodos qualitativos como a cromatografia em papel e camada delgada.
Durante a década de 70, iniciou-se 0 emprego de pressdo na cromatografia
liguida para a diminuigdo do tempo de analise. Essa técnica precisava ser
aperfeicoada devido apresentar muita variagdo no fluxo (mL/min). Em meados de
70, sao desenvolvidos a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), colunas
empacotadas acopladas aos detectores 2 Da década de 80 até hoje, a CLAE é
empregada para separagdo, purificagdo, identificagdo e quantificagdo de
compostos 1%,

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é usada em varios campos
cientificos (biotecnologia, biomedicina, bioquimica) e industrias (farmacéutica,
cosmética, de alimento) *.

A instrumentagdo basica para uma analise em CLAE consiste: bomba
pneumatica, injetor, coluna cromatografica, detector, registrador e analisador de
dados (computador) (Figura 8).

A bomba pneumatica proporciona a mistura da fase mével. Dependendo da
separacdo pretendida no método analitico, pode-se ter uma fase mével polar ou
apolar. Trabalhando-se com a mesma propor¢ac de fase mével durante toda uma
analise tem-se uma fase com eluigdo isocratica. Ao ocorrer variagdo na proporgao
da fase mével, ao longo da analise, tem-se uma eluigdo de gradiente. O gradiente
é empregado para a separagio de que envolve um grande numero de compostos.
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Visa-se na CLAE a maior eficiéncia, seletividade, sensibilidade e resolugéo
entre os compostos analisados % %2,

A eficiéncia cromatografica de dois ou mais compostos depende das
velocidades relativas de eluicdo dos mesmos, dependentes do coeficiente de
particio de cada composto entre a fase estacionana e a fase mével %.

A seletividade produz resposta para uma varnedade de compostos que
podem ser distinguidos em uma separagdo cromatografica. A sensibilidade
consiste na menor quantidade detectavel do composto analisado, sendo
dependente do detector empregado. A resolugio consiste na separa¢ao entre os

compostos, de forma que a determinagdo quantitativa possa ser realizada ** 2 5
109

O fator de capacidade é um pardmetro que descreve a velocidade de
migracdo do soluto sobre a coluna cromatografica 8 pode ser calculado pela
Equagao 6.

K=({~—1t)/t Eq.6

Onde:
k' = Fator de capacidade
tr = Tempo de retengdo do composto analisado

to = Tempo de um composto que nao & retido na coluna cromatografica

O tempo de reten¢do consiste no tempo necessario para que o maximo de
um composto alcance o detector, apds eluigdo em uma coluna cromatografica 82
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2.8- VALIDAGAO DE METODO ANALITICO

A validago faz parte da evolugdo do conceito de qualidade, onde a
prevencgio tormou-se primordial e economicamente mais viavel dentro da
realidade cada vez mais competitiva.

Atuaimente a validagdo constitui-se em uma das principais ferramentas da
Garantia da Qualidade 7' aprimorando conceitos de Monitoramento de Processo e
Controle de Qualidade.

A validagéo de um método analitico pode ser definido como o processo que
fonece uma evidéncia documentada, através de estudos de laboratério, de que
realiza aquilo para o qual é indicado a fazer. O desempenho é expresso em
termos de caracteristicas analiticas ''7.

Como foi mencionado acima ha varias vantagens quando se realiza a
validagdao, como: reprodutibilidade analitica, repetibilidade dos resultados,
reducdo de custos, evidéncias documentadas e qualidade assegurada do produto
final. Deve-se ressaltar que a Validagdo de Método Analitico faz parte integrante
do sistema de controle de qualidade e é requisitado pelas Boas e Atuais Praticas
de Fabricagéio .

Os requisitos necessarios antes e durante a validagdo de um método
analitico podem ser citados como: definicdo de um plano de validaggo,
qualificagao da instrumentagao, treinamento do operador, calibragdo de vidrarnas,
Procedimento Operacional Padrdao (POP) de execugdo do método e relatério de
validagdo ¥.

Para a validagdo de um método analitico os seguintes parametros
analiticos devem ser avaliados como: exatidao, precisdo, linearidade, limite de

Determinago de Filtros Solares em Cosméticos empregando a Eletroforese Capilar como altemativa 4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Cristina Saito — Dissertagho de Mestrado — FCF/USP, 2004.



29

detecgcdo, limite de quantificagdo, especificidade, robustez, resisténcia,
estabilidade da solugéo e adequabitidade do sistema.

A exatiddo descreve o grau de concordancia dos resuitados do teste ao
valor verdadeiro. Adicionam-se quantidades conhecidas do composto de interesse
ao placebo e avalia-se a % de recuperagao 5 48 47: 80, 51,108, 114, 115

A precisao é a avaliagio da dispersdo dos resultados obtidos de multipla
amostragem de uma mesma amostra homogénea 4% 47: %, 81,108,114, 1185\ r0ricao

é considerada em 3 niveis: repetibilidade, precisdo intermediaria e
reprodutibilidade ** 47,

A linearidade é a habilidade do método, dentro de uma certa faixa, de obter
resultados que sdo diretamente proporcionais a concentragdo do composto
estudado. Recomenda-se 0 minimo de 5 concentragdes do composto estudado
na presenca e auséncia de placebo, com coeficiente de correlagdo maior que
0,999 %47,

O Limite de Detecgdo (LD) e Quantificagdo (LQ) sdo usualmente
empregados em validagdo de método para a determinagdo de impurezas ou
produtos de degradagdo por se apresentarem em baixas concentragdes em um
produto. O limite de detecgio é definido como a menor quantidade do composto
estudo que é detectado e o limite de quantificagdo é a menor quantidade que

pode ser quantificado com precisdo e exatiddo 1% 45 464 117,

A especificidade é a capacidade de avaliar de forma inequivoca o
composto de estudo na presenca de outros componentes da formulagdo (matnz,
impurezas, degradantes) **.

A robustez é a capacidade do método de permanecer inaiterado por
pequenas e deliberadas variagbes de parametros analiticos “¢47.
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A resisténcia é a medida de reprodutibilidade dos resultados sob variagdo
em condigées normalmente esperadas de laboratério a laboratério, de analista a
analista "7,

O teste de adequabilidade do sistema consiste na verificagdo do sistema
como um todo (equipamento, amostra, operagdes analiticas, componentes
eletrdnicos) para garantir seu desempenho antes e durante a andlise de uma

amostra 7.

O FDA disponibiliza na Internet, 0 “Procedimento analitico e validagao de
métodos” provisério que ainda ndo foi implementado. Esta uUitima versdo de 2000
demonstra uma interacdo entre FDA e ICH para sua elaboragdo e o
aprimoramento da diretriz adicionando um “pacote de validagdo de método” ' 11
que resume O minimo que um validagdo de método analitico necessita estar

estudando.
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WESTERHOF e KAMMEYER '# avaliaram a estabilidade de varios filtros
solares, dentre eles, benzofenona—-4 e acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico em 16
produtos comerciais. Empregaram a cromatografia de camada deigada para
verificar 0 aparecimento de degradantes ap6s a irradiagdo ultravioleta dos
produtos cosméticos estudados.

MICHAUD e SOTO ™ empregaram a espectrofotometria derivada para a
avaliagdo de protetores solares contendo acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico e
2-etil-hexil-metoxicinamato de octila, usando como solvente propilenogiicol.
Analisaram os mesmo fitros por CLAE, usando coluna de fase reversa
LiChrosorb® RP18, detecgdo a 313nm, fase mdvel contendo metanol e &gua na
proporgao (90:10, viv) e fluxo de 1,0mL/min.

POTARD e colaboradores * empregaram a CLAE para o estudo in vitro da
penetragdo percutianea de 5 filtros solares (octocrileno, octiltriazona,
benzofenona-3, benzofenona-4 e octiimetoxicinamato). Para a analise de
benzofenona-4 foram descritos as seguintes condicoes cromatograficas: Coluna
de fase reversa Novapack® C18 (dimensdes: 150 x 3,9mm com tamanho de
particula de 4um), pré-coluna Novapack® C18 (dimensdes: 10 x 3,9mm com
tamanho de particula de 4um), detector UV a 285nm, fase mével constituida por
metanol e agua (60:40, viv) e 0 solvente de diluigdo das amostras foi metanol e
agua (25:75, viv). O método descrito foi validado, obtendo-se repetibilidade de
2,5% e recuperagao de 97% para benzofenona-4.

COUTEAU e CULLEL %2 descreveram um método para quantificar a
absor¢do de benzofenona-4 e PEG-25 em seres humanos. Foram realizados
experimentos com os filtros solares diluidos em agua e contidos em emulsdes.
Apds a aplicagdo dos filtros solares numa area delimitada de pele de 4 cm? em
voluntarios sadios de 22 a 34 anos, verificou-se a recuperagao dos filtros solares,
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por meio da extragao de fitas adesivas adequadas aplicadas na regiéo do teste.
Os filtros solares extraidos das fitas adesivas foram analisados por CLAE, usando
coluna cromatografica Nucleosil C8 (dimensdes: 250 x 4mm), gradiente na fase
moével de metanol e 4gua a 1% de acido acético, a porcentagem de metano}
aumenta de 80 a 100% em 10 min e fluxo de 1,0mbL/min 1'&.

BERNHARDT e colaboradores ® verificaram a protegéo dos cabelos com o
uso de filtros solares. Benzofenona-4, acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico,
benzofenona-3 e octil dimetil PABA foram aplicados sob a forma de spray e log3o
aos cabelos, irradiados com radiagdo ultravioleta e analisados por
espectrofotometria UV (determinagio da % de filtros remanescentes).

AZEVEDO e VIANAJR * determinaram 4cido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico e benzofenona4 por espectrofotometria derivada, empregando
solventes como trietanolamina e etanol 95%. A validagao do método resultou boa
linearidade, percentual de recuperagido entre 97,28 a 103,71% e coeficiente de
variagao entre 0,55 a 1,12%.

RASTOGI e JENSEN ®? desenvolveram um método de identificagio de 20
filtros solares, dentre eles, benzofenona-4 e acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfonico
empregando CLAE. As condigdes cromatograficas foram: coluna de fase reversa
PLRP-S (dimensdes: 150mm x 4,6mm, tamanho de particula 5um e poro de
1003«), pré-coluna PLRP-S, detector UV empregando varredura de 240 a 400nm,
fase mével constituida por tampao, acetonitnla e tetrahidrofurano (80:10:10, viviv).
O tampdo consistia em uma solugio aquosa contendo 1,4g de &cido citrico
monohidratado e 6,8g de hidréxido de tetrabutilamdnio por litro, com pH ajustado
para 9,0 com hidroxido de aménio. O meétodo mostrou-se adequado para a
identificagdo de varnos filtros solares em cremes e logoes comerciais.

GAGLIARDI e colaboradores ¥ descreveram uma determinagdo
quantitativa de 14 filtros solares por cromatografia liquida de alta eficiéncia
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(CLAE), dentre eles acido 2-fenilbenzimidazol S5-sulfénico e benzofenona-4,
empregando coluna cromatografica de fase reversa LiChrosorb® RP-18 (Merck)
(dimensdes: 250mm x 4,6mm com tamanho de particula de 10um), detector a
311nm. Fase mével com gradiente, iniciaimente com acetonitrila e agua (5:95, viv)
contendo acido perclérico 1mM e perclorato de sdédio 50mM, variando linearmente
a 35% de acetonitrila em 20 min, apés 5 min com essa composigdo, outro
gradiente se inicia a 80% de acetonitrila até 40 min. Fluxo de 2,5mL/min,
temperatura da coluna a 30°C. O método foi validado obtendo-se reprodutibilidade
entre 97,6 a 99,6% e % de desvio padrido de 0,9 a 2,0%.

SCHNEIDER e BRINGHEN % relatam a separagdo de é&cido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico e benzofenona-4, dentre 10 fitros solares por CLAE.
Empregaram coluna cromatografica de fase reversa Inertsil ODS-2 (dimensdes:
150mm x 4,6mm com tamanho de particuia de 5um), detector UV a 325nm,
volume de injegdao de 10uL, fluxo de 1,2mL/min. Fase modvel inicialmente
isocratica, solugdo aquosa de &acido trifluoracético 0,1% (pfv), metanol e
acetonitrila (65:28:7, viviv) por 2 min, gradiente de 28 a 80% de metanol em 0,5
min, mantendo a propor¢do de acetonitrila constante, e em 13,5 min mantém a
propor¢io (13:80:7, viviV) de solugdo de acido trifluoracético 0,1%, metanol e
acetonitrila, respectivamente.

CHISVERT e colaboradores 2 determinaram benzofenona-4, oxibenzona,
octil dimetil PABA, octiimetoxicinamato, octi! salicilato e homosalato por CLAE.
Empregaram coluna cromatografica de fase reversa C18, detecgdo a 313nm, fase
movel etanol, 4gua e acido acético (70:29,5:0,5, viviv) e fluxo de 0,5mL/min.
Limite de detecgao dos filtros solares entre 0,2 a 20mg/L.

CHISVERT e PASCUAL-MARTI * analisaram 7 filtros solares, dentre eles.
benzofenona-4 por cromatografia liquida de alta eficiéncia. As condigbes
cromatograficas usadas foram: coluna cromatografica de fase reversa
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LiChrospher® RP-18 (Merck), dimensdes: 125mm x 4mm de tamanho de particula
de 5um e poro de 100 A. Fase mével agua, acido acético e etanol (39,5:0,5:70,
viviv) contendo 65,4mM de hidroxi-propil B-ciclodextrina, com fluxo de 0,6mL/min
e detecgdo a 313nm. Limite de detecgdo dos filtros solares entre 1,5 a 2,3mg/L e
desvio padrao relativo menor que 2,5%.

CHISVERT e VIDAL " avaliaram benzofenona-4 e 4cido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico por injegbes seqienciais em eluigdes seletivas por
extragdo de fase soélida acoplado a espectrofotdmetro ultravioleta. Utilizaram
sistema de injecdes sequenciais, microcoluna de troca ibnica SAX LiChrolut®
(Merck) que proporciona separagao dos filtros solares devido variagio de pH do
eluente e espectrofotdmetro UV-Visivel. Limite de detecgdo de 0,6ug/mL para
benzofenona-4 e 1,6ug/mL para acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico. O desvio
padrdao relativo foram 1-12% para benzofenona4 e 1-6% para &cido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico.
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3-OBJETIVOS

e Separar, identificar e quantificar os filtros solares quimicos benzofenona-4 e
acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico incorporados em associagdo em
formulagdo cosmética dos Laboratérios Stiefel, por métodos cromatografico e
de eletroforese capilar.

¢ Validagdo dos métodos empregados para a determinacgéo de filtros solares.

e Comparagdo dos resultados obtidos com as duas metodologias por andlise

estatistica.
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4-PLANEJAMENTO

O trabalho experimental foi desenvolvido de acordo com as seguintes
etapas:

¢ Revisao bibliografica sobre o tema escolhido.

» Pesquisa bibliografica dos métodos analiticos empregados para a
determinagao de filtros solares.

¢ Revisao bibliografica dos efeitos causados pela radiagdo ultravioleta na pele.
e Levantamento bibliografico das teonas das técnicas analiticas empregadas,
como determinacao de FPS in vivo e in vitro, Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia e Eletroforese Capilar.

e Padronizagcdo dos métodos analiticos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia e Eletroforese Capilar.

e Aplicagdo dos métodos analiticos padronizados em amostras dos Laboratérios
Stiefel e simuladas.

¢ Pesquisa de interferentes nos métodos padronizados.

¢ Validagdo dos métodos empregados.

« Na validagio dos métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
de eletroforese capilar (EC) foram avaliados: precisédo, exatidao, linearidade,

limite de detecgio (LD), limite de quantificagdo (LQ), robustez, estabilidade
das solugdes (amostras e padrbes).
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e Andalise estatistica dos resultados obtidos.
e Avaliagdo dos resultados.
o Comparagio da exatiddo e precisdo entre as metodologias empregadas.

e Comparagdo dos parédmetros eletroforéticos e cromatograficos obtidos na
determinacgéo de benzofenona-4 e acido 2-fenilbenzimidazol S-sulfénico.
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5-MATERIAL

5.1- SOLVENTES, REAGENTES E TAMPOES

¢ Todos os reagentes e solventes utilizados nos experimentos foram de grau
analitico.

- Metanol grau cromatografico (Omnisolv)

- Acetonitria grau cromatografico (Omnisolv)
- Agua deionizada (Milli-Q)

- Acido Fosférico (Nuclear)

- Fosfato de potassio monobasico (Synth)

- Fosfato de sédio dibasico (Synth)

- Tetraborato de sddio (Merck)

e Solugdes tampodes

A. Solugdo tampdo borato de 5mM (pH 9,2): Foram pesados 1,9052g de
tetraborato de sédio decahidratado e transferidos para baldo volumétrico
de 1000mL e dissolvidos com agua deionizada. A solugdo foi filtrada
através de membrana de nylon de 0,45um.

B. Solugdo tampdo borato de 10mM (pH 9,2): Foram pesados 3,8103g de
tetraborato de sodio decahidratado e transferidos para baldo volumétrico
de 1000mL e dissolvidos com agua deionizada. A solugdo foi filtrada
através de membrana de nylon de 0,45pm.

C. Solugédo tampdo borato de 20mM (pH 9,2): Foram pesados 7,6206 g de
tetraborato de sodio decahidratado e transferidos para bal&o volumétrico
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de 1000mL e dissolvidos com agua deionizada. A solugdo foi filtrada
através de membrana de nylon de 0,45um.

D. Solucado tampédo fosfato (pH 6,5): Foram pesados 4,5008g de fosfato de
potassio monobasico e 6,0006g de fosfato de sddio dibasico e transferidos
para béquer de 1000mL e dissolvidos em 800mL de agua deionizada. O pH
da solugdo foi ajustado para 6,5 com acido fosférico e transferido para
baldo volumétrico de 1000mL. Completou-se o volume com agua
deionizada e a solugdo foi fitrada através de membrana de nylon de
0,45um.
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5.2- FILTROS QUIMICOS EMPREGADOS COMO PADRAO

5.2.1- Acido 2-Fenilbenzimidazol 5-Sulfénico *

Nome Comercial: Eusolex® 232 (Merck), Parsol® HS (Givaudan-Roure), Neo-
Heliopan Hydro® (Galena)

Peso Molecular: 274,3g/mol

Férmula Molecular: Cy3H1002N2S

Propriedades Fisicas: pd branco, praticamente inodoro, ponto de fus&o >300°C.
Propriedades Quimicas: Sollvel em solugdo aquosa bésica.

Caracteristicas UV: A maximo a 302nm em solugdo de hidréxido de sédio
0,0002M.

Armazenagem: Armazenar em recipiente fechado em area seca e fria, protegido

da luz.

Figura 9. Representagdo da estrutura molecular do acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico empregando Software “Advanced Chemistry Development ChemSketch

4.0".
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5.2.2- Benzofenona-4 *

Nome Comercial: Escalol® 577 (ISP), UVINUL® MS40 (BASF)

Peso Molecular: 308g/mol

Foérmula Motecular: Cy4H1206S

Propriedades Fisicas: P6 levemente amarelado, higroscopico.
Propriedades Quimicas: Sollivel em agua, etanol, metanol.
Caracteristicas UV: A maximo a 285nm e 325nm em agua destilada.

Armazenagem: Armazenar em recipiente fechado em area seca e fria.

(o) HO
CHy
O O o~

Figura 12. Representacdo da estrutura molecular de benzofenona-4 empregando

Software “Advanced Chemistry Development ChemSketch 4.0".
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5.3- AMOSTRAS

AMOSTRA 1: Amostra comercial (gel)

Benzofenona—...................ovviriveereiireerernereeeicirreanns 1.0g
Acido 2-fenilbenzimidazol 5-Sulfonico..........c..c.eeven... 7.0g
Excipiente Q.8.P...c.ocveieeeeeieeeeeeee e 100,0g

AMOSTRA 2: Placebo de acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico da amostra
comercial (gel)

Benzofenona—d..........c..veceveriieiiiirniennrerenceenerreeeernees 1,09
EXCIpiente Q.8.P....cccceveiiiiececeerreecer e e 100,0g

AMOSTRA 3: Placebo de benzofenona-4 da amostra comercial (gel)

Acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico...........cueeesevenas 7,09
EXxcipiente g.S.P.....cccrieiriiirieeeeirme e e cne s 100,0g

AMOSTRA 4: Amostra simulada

Acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfdnico........................ 7,09
Hidréxido de SOdIO......cceveeeeeerieceeemieiie e ccceee e, gs
Hidroxietilcelulose........cccccveiriiiiimiiiii e, 1,09
Fenoxietanol..........c.ccovvveeerereiiiiiieinien e, 0,7g
Metilparabeno...........ccccevimermeiiiinreceicin e 0,2g
Agua purificada G.S.p.......ceeereerrrrereesermrnernneesaseenns 100,0g
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6-METODOS

6.1- IDENTIFICAGAO DOS FILTROS SOLARES

6.1.1- Determinag¢ao da Solubilidade

Seguiu-se o procedimento da Farmacopéia Americana 24" ed. ''®,

6.1.2- Espectro de Absorbancia no Ultravioleta

Preparagao da solugdo padrao de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfonico

Foram pesados exatamente cerca de 50,0mg de padrao de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfonico e transferidos para balao volumétrico ambar de
100mL, dissolvendo-se e completando-se o volume com tampao borato 10mM
(preparado conforme item 5.1-B). Obteve-se concentragdo de 500,0ug de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico/mL.

Uma aliquota de 5,0mL dessa solugdo foi transferida para balao
volumétrico &mbar de 100mL, completando-se o volume com o tampao borato
10mM. Obteve-se concentragdo de 25,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico/mL.

Uma aliquota de 20,0mL da solugio de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico (25ug/mL) foi transferida para baldo volumétrico &mbar de 25mL,
completando-se o volume com tampéo de borato 10mM. Obteve-se concentragio
final de 20,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico/mL.
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Preparacido da solugiao padrio de benzofenona-4

Foram pesados exatamente cerca de 50,0mg de padrdo de benzofenona-4
e transferidos para baldo volumétrico ambar de 100mlL, dissolvendo-se e
completando-se o volume com tampao borato 10mM (preparado conforme item
5.1-B). Obteve-se concentragido de 500,0ug de benzofenona-4/mL.

Uma aliquota de 50mL dessa solugdo foi transferida para baldo
volumétrico ambar de 100mL, completando-se o volume com o tampao borato
10mM. Obteve-se concentragdo de 25,0ug benzofenona-4/mL.

Uma aliquota de 20,0mL da solugido de benzofenona-4 (25ug/mL) foi
transferida para baldo volumétrico ambar de 25mL, completando-se 0 volume com
tampao de borato 10mM. Obteve-se concentragdo final de 20,0ung de

benzofenona-4/mL.
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6.2- METODOS ANALITICOS

6.2.1- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

ESTUDOS PRELIMINARES

Visando determinar a fase moével ideal para a aplicagdo da cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE), foram realizados vérios experimentos
empregando diversas combinagdes de tampio fosfato, acetonitriia e metanol.
Foram testadas solugdes de tampao fosfato, acetonitriia @ metanol nas seguintes
proporgdes: 50:5:45 (viviv) e 58:5:37 (viviv). Selecionou-se a fase mével que
apresentou melhor resolu¢cio dos picos, tampao fosfato, acetonitrila e metanol na
proporgao 58:5:37 (viviv).

Os seguintes sistemas foram estudados:

6.2.1.A. Sistema 1

Fase mdvel: Tampao fosfato (preparado conforme item 5.1-D), acetonitrila e
metanol 50:5:45 (viviv)

Fluxo da fase mével: 0,5mL/min

Coluna: Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de particula
Detecgdo: 258nm até 5,00 min e 217nm apos 5,01 min

Temperatura: 20°C

DeterminagBo de Filtros Solares em Cosiméticos empregando a Eletroforese Capilar como alternativa 4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Cristina Saito — Dissertacao de Mestrado ~ FCF/USP, 2004,



51

6.2.1.B. Sistema 2

Fase movel: Tampao fosfato (preparado conforme item 5.1-D), acetonitrila e
metanol 58:5:37 (viviv)

Fluxo da fase mével: 0,5mL/min

Coluna: Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de particula
Detecgao: 258nm até 5,00 min e 217nm apés 5,01 min

Temperatura: 20°C

Com o sistema 2, foram realizadas corridas cromatograficas que resultaram
no estudo dos espectros de absorgao UV em 3D dos filtros solares.

Preparagao da solugdao padriao de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico

Foram pesados exatamente cerca de 70,0mg de 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico/mL e transferidos para balao volumétrico &mbar de 100mL, dissolvendo-
se e completando-se o volume com tampao fosfato (preparado conforme item 5.1-
D). Obteve-se concentragdo de 700,0ng de écido 2-fenilbenzimidazol 5-

sulfénico/mL.
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Procedimento

Uma aliquota de 10,0mL da solugdo padrdo (700,0ug de Acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico/mL) foi transferida para baldo volumétrico &mbar de
100mL, completando-se o volume com tampéo fosfato. Obteve-se concentragdo
de 70,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol 5-suifénico/mL.

Apbs degasificagdo da solugdo de 70,0ug de Acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico/mL com auxilio de banho de ultra-som por 5 min, foram injetados 10uL
da solug¢do no cromatdgrafo.

Preparacao da solucao padrao de benzofenona-4

Foram pesados exatamente cerca de 100,0mg de benzofenona4 e
transferidos para baldao volumétnco ambar de 100mL, dissolvendo-se e
completando-se o volume com tampéo fosfato (preparado conforme item 5.1-D).
Obteve-se concentragio de 1000,0.g de benzofenona-4/mL.

Uma aliquota de 10,0mL da solugdo padrdao (1000,0ng de benzofenona-
4/mL) foi transferida para baldo volumétrico &mbar de 100mL, completando-se o
volume com tampéo fosfato. Obteve-se concentragdo de 100,0pg de

benzofenona-4/mL.

Procedimento

Uma aliquota de 10,0mL da solugdo padrdo (100,0ug de benzofenona-
4/mL) foi transferida para baldo volumétrico ambar de 100mL, completando-se o
volume com tampéo fosfato. Obteve-se concentragéo de 10,0ug de benzofenona-
4/mL.
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Apods degasificagdo da solugdo de 10,0ug de benzofenona-4/mL com
auxilio de banho de ultra-som por 5 min, foram injetados 10uL da solugdo no
cromatégrafo.

Preparagdao da solugdo padrao de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulféonico e benzofenona-4

Foram pesados exatamente cerca de 70,0mg de benzofenona-4 e
transferidos para baldo volumétrico ambar de 100mL, dissolvendo-se e
completando-se o volume com tampao fosfato (preparado conforme item 5.1-D).
Obteve-se concentragao de 700,0ug de acido 2-fenitbenzimidazol 5-sulfénico/mL.

Foram pesados exatamente cerca de 100,0mg de benzofenona4 e
transferidos para baldo volumétrico ambar de 100mL, dissolvendo-se e
completando-se o volume com tampao fosfato (preparado conforme item 5.1-D).
Obteve-se concentragio final de 1000,0ug de benzofenona-4/mL.

Uma aliquota de 10,0mL da solugdo padrdo (1000,0ug de benzofenona-
4/mL) foi transferida para baldo volumétnco ambar de 100mL, completando-se o
volume com tampao fosfato. Obteve-se concentracdo de 100,0ug de

benzofenona-4/mL.

Procedimento

Foram transferidas aliquotas de 10,0mL da solug¢&o padrao (700,0ug de
acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico/mL) e 10,0mL da solugdo padrao (100,0ug
de benzofenona-4/mL) para baldao volumétrico &mbar de 100mL, completando-se
o volume com tampao fosfato. Obteve-se concentragio de 70,0ug de &acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfdnico/mL e 10,0ug de benzofenona-4/mL.
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6.2.2.C. Sistema 3

Eletrdlito: Tampao borato 20mM pH 9,2 (preparado conforme item 5.1-C)

Capilar. Silica fundida de 100cm de comprimento total (45cm até o detector) x
75um d.i.

Deteccdo: 217nm

Temperatura: 24 a 30°C

Preparagdao da solugdao padriao de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfonico

Foram pesados exatamente cerca de 35,0mg de acido 2-fenilbenzimidazol
5-sulfénico e transferidos para balao volumétrico ambar de 100mL, dissolvendo-
se e completando-se o volume com tampao borato (preparado conforme item 5.1-
A, 5.1-B ou 5.1-C, dependendo do Sistema estudado). Obteve-se concentra¢cdo
de 350,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico/mL.

Preparagio da solugao padrao de benzofenona-4

Foram pesados exatamente cerca de 350mg de benzofenona-4 e
transferidos para baldo volumétrico ambar de 100mL, dissolvendo-se e
completando-se o volume com tampdo borato (preparado conforme item 5.1-A,
5.1-B ou 5.1-C, dependendo do Sistema estudado). Obteve-se concentragdo de
350,0ng de benzofenona-4/mL.

Prepara¢ao da solu¢gao padrao interno

Foram pesados exatamente cerca de 200,0mg de benzoato de sédio e
transferidos para baldo volumétrico ambar de 100mL, dissolvendo-se e
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completando-se o volume com tampdo borato (preparado conforme item 5.1-A,
5.1-B ou 5.1-C, dependendo do sistema estudado). Obteve-se concentragio de
2000,0ug de benzoato de sédio/mL.

Procedimento

O capilar de silica fundida foi condicionado com hidréxido de s6dio 1N por
15 min, agua deionizada por 10 min e com o eletrélito de corrida por 15 min.

Foram transferidas aliquotas de 20,0mL da solugdo padrdo (350,0ug de
acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico/mL) e 3,0mL da solugéo padrio (350,0ug de
benzofenona-4/mL) para balao volumétrico ambar de 100mL, completando-se o
volume com tampdo borato (preparado conforme item 5.1-A, 5.1-B ou 5.1-C,
dependendo do sistema estudado). Obteve-se concentragdes finais de 70,0ug de
acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico/mL e 10,0ug de benzofenona-4/mL.

Uma aliquota 5,0mL da solugéo de padréo interno (2000,0ug de benzoato
de sdbdio/mL) foi transferida para baldo volumétrico ambar de 100mL,
completando-se 0 volume com tampéao borato (preparado conforme item 5.1-A,
5.1-B ou 5.1-C, dependendo do Sistema estudado). Obteve-se concentragao final
de 100,0ug de benzoato de sédio/mL

Ap6s degasificagdo da solugao de 70,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfonico/mL e 10,0ug de benzofenona-4/mL e da solugdo de padrdo intermo
(100ug/mL) com auxilio de banho de ultra-som por 5 min, foram injetados 20mbar
x 0,20min (inje¢do hidrodindmica) das solugbes, no capilar condicionado,
aplicando-se uma tensao de 29kV.
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6.3.1.3- Limite de Detecgado (LD) e Limite de Quantificagdo (LQ)

O Limite de Detecgdo (LD) e o Limite de Quantificagdo (LQ) foram
determinados empregando solugdes padrdo de baixa concentragio, possibilitando
a detecgdo e quantificacido de acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico e
benzofenona-4 em amostra comercial.

Procedimento:

Foram preparadas solugbes contendo 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 e 10,0ung/mL de
acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico e de benzofenona-4.

Foram efetuadas cinco leituras para cada concentragio e caiculado o
desvio padrao entre os resultados obtidos.

Os calculos para o limite de detecgdo e para o limite de quantificagao foram

realizados empregando as equagdes 7 e 8, respectivamente > 4% 117,

LD = Desvio padrdo médio

= : x3 Eq.7
Inclinagdo da curva de calibragédo .

Desvio padrdo médio

LQ = -
Q Inclinagdo da curva de calibragéo

x 10 Eq. 8
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6.3.1.4- Aplicacio do Método Padronizado as amostras
Comerciais e Simuladas

6.3.1.4.1- Pesquisa de Interferentes

A pesquisa de interferentes é realizada com o uso de placebos (de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfébnico e benzofenona-4) e amostra. Neste experimento,
empregou-se a amostra comercial e seus respectivos placebos. De acordo com o
ICH (International Conference on Harmonisation) 47 e FDA'Y, amostras e
placebos devem ser submetidos a condigdes de estresse como exposicdo a luz,
ao calor, a oxidagdo e a hidrélise basica e acida, comparando-se os resultados a
amostra e placebos controles.

Para o estresse de amostras e placebos, foram empregadas as seguintes
condig¢oes::

o EXxposicdo a luz: aproximadamente 1000mg de amostras e placebos em
balbes volumétricos de 100,0mL foram submetidos a luz artificial a 12kLux
(camara de fotoestabilidade) por 7 dias.

e Exposicao ao calor: aproximadamente 1000mg de amostras e placebos em
baldes volumétricos ambares de 100,0mL foram aquecidos a 80°C por 7
horas. Posteriormente, foram mantidos a 25°C, ao abrigo da luz por 7 dias.

e Oxidagdo: Foram adicionados 5mL de peréxido de hidrogénio 3% em
aproximadamente 1000mg de amostras e placebos contidos em baldes
volumétricos Ambares de 100,0mL. Sendo mantidos a 25°C, ao abrigo da luz
por 7 dias.

e Hidrolise acida: Foram adicionados 5mL de acido cloridrico 1IN em
aproximadamente 1000mg de amostras e placebos contidos em baldes
volumétricos ambares de 100,0mL. Sendo mantidos a 25°C, ao abrigo da luz
por 7 dias.
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A- Preparacgao da solugao padrao

Foram pesados exatamente cerca de 70,0mg de acido 2-fenilbenzimidazol
5-sulfdnico e transferidos para baldo volumétrico ambar de 100mL, dissolvendo-
se e completando-se o volume com tampéao fosfato (preparado conforme item 5.1-
D). Obteve-se concentragdo de 700,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol 5-

sulféonico/mL.

Foram pesados 100,0mg de benzofenona-4 e transferidos para baldo
volumétrico &mbar de 100mL, dissolvendo-se e completando-se 0 volume com
tampao fosfato (preparado conforme item 5.1-D). Obteve-se concentragdo de
1000ug benzofenona-4/mL.

Uma aliqguota 10,0mL da solugdo padrdo de benzofenona-4 (1000ug
benzofenona-4/mL) foi transferida para baldo volumétrico ambar de 100mL,
completando-se o volume com tampéo fosfato (preparado conforme item 5.1-D).
Obteve-se concentragdo de 100,0ug benzofenona-4/mL.

Foram transferidas aliquotas de 10,0mL da solugdo padrdo de acido 2-
fenilbenzimidazol S-sulfénico (700,0ug/mL) e 10,0mL da solugéo padrdo de
benzofenona-4 (100,0ug/mL) para baldo volumétrico ambar de 100mL,
completando-se 0 volume com tampéo fosfato (preparado conforme item 5.1-D).
Obteve-se concentragbes finais de 70,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol 5-

sulfénico/mL e 10,0ug de benzofenona-4/mL.
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B- Preparacdo da solugiao amostra comercial (Amostra 1)

Foi pesado 1,0g de amostra comercial (Amostra 1), equivalente 70,0mg de
acido 2-feniibenzimidazol 5-sulfdnico e 10,0mg de benzofenona-4, transferindo-se
para bal&o volumétrico &mbar de 100mL e completando-se o volume com tampéo
fosfato (preparado conforme item 5.1-D).

Uma aliquota de 10,0mL da solugdo amostra comercial (Amostra 1) foi
transferida para baldo volumétrico ambar de 100mL, completando-se o volume
com tampédo fosfato. Obteve-se concentragdes equivalentes a 70,0ug de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfonico/mL e 10,0ug de benzofenona-4/mL..

C- Preparacdao das solucoes placebo (Placebos da amostra

comercial)

Foi pesado 1,0g de placebo de acido 2-feniibenzimidazol 5-sulfénico da
amostra comercial (Amostra 2), procedendo-se, conforme a preparagdo da

solug@o amostra.

Foi pesado 1,0 de placebo de benzofenona<4 da amostra comercial
(Amostra 3), procedendo-se, conforme a prepara¢éo da solugdo amostra.

Foi pesado 1,0g de placebo de é&cido 2-fenilbenzimidazol S-sulfénico e
benzofenona-4 da amostra comercial (Amostra 6), procedendo-se, conforme a
preparagao da solugao amostra.
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6.3.1.4.3- TESTE DE RECUPERAGAOQO

As concentragcbes empregadas no teste de recuperagaco estao relacionadas
com a curva de calibragdo " do produto comercial (Amostra 1), em mg/mL.

A concentragao da solugédo de andlise do produto comercial € 100mg/mL
que é equivalente a 70,0pug de acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico e 10,0ug de
benzofenona-4.

Dessa forma, quantidades conhecidas de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico e benzofenona-4 foram adicionadas a 100,0mg de placebo de filtros
solares (Amostra 6 = Placebo de acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfonico e
benzofenona-4 da amostra comercial).

Foram realizados 6 determinagdes a 50%, 100% e 150% do valor nominal
de cada filtro solar na faixa analise do produto (100% do valor nominal representa
70,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico e 10,0ug de benzofenona-4).

A porcentagem de recuperacgéo para cada filtro, foi calculado empregando
a Equacgao 9.

%de filtro solar encontrado
% de filtro solar adicionado

% Recuperagdo = x 100 Eq. 9
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A- Preparagio da solugdo padrao

Foram utilizados como padrao a média aritmética das corridas

cromatograficas de 3 solugdes padrdo, injetadas em duplicata e preparadas
conforme item 6.3.1.4.1-A.

B- Preparagiao das solugao do teste de recuperagio

Solugao Estoque

Foram pesados exatamente cerca de 140,0 de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico e 20,0mg de benzofenona-4 e transferidos para baldao volumétrico
ambar de 200mL, dissolvendo-se e completando-se o volume com tampéo
fosfato (preparado conforme item 5.1-D). Obteve-se concentragbes de 700,0ug

de acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico/mL e 100,0.g de benzofenona-4/mL.

Procedimento

Para o teste de recuperagéo foram empregados concentragbes equivalentes a
50%, 100% e 150% do valor nominal de cada filtro solar na faixa analise do
produto comercial. Seis determinagbes foram realizadas para cada
concentragao.

Uma aliquota de 5,0mL da “Solugdo Estoque® foi transferida para baldo
volumétrico ambar de 100mL com 100,0mg de placebo de filtros solares
(Amostra 6), completando-se o volume com tampao fosfato (preparado
conforme item 5.1-D). Obteve-se concentragbes de 35,0ug de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico/mL e 5,0ug de benzofenona-4/mL, que sdo
equivalentes a 50% do valor nominal de cada filtro solar na faixa andlise do
produto. Esse procedimento foi repetido para mais 5 tomadas de ensaio.
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Uma aliquota de 10,0mL da Solugdo Estoque foi transferida para baldo
volumétrico dmbar de 100mL com 100,0mg de placebo de filtros solares
(Amostra 6), completando-se o volume com tampao fosfato (preparado
conforme item 5.1-D). Obteve-se concentragbes de 70,0ug de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico/mL e 10,0ug de benzofenona-4/mL, que séo
equivalentes a 100% do valor nominal de cada filtro solar na faixa analise do
produto. Esse procedimento foi repetido para mais 5 tomadas de ensaio.

Uma aliquota de 15,0mL da Soiugdo Estoque foi transferida para baldo
volumétrico dmbar de 100mL com 100,0mg de placebo de filtros solares
(Amostra 6), completando-se o0 volume com tampao fosfato (preparado
conforme item 5.1-D). Obteve-se concentragbes de 105,0ug de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico/mL e 15,0ug de benzofenona-4/mL, que sao
equivalentes a 150% do valor nominal de cada filtro solar na faixa analise do
produto. Esse procedimento foi repetido para mais 5 tomadas de ensaio.

Determinaglio de Filtros Solares em Cosméticos empregando a Eletroforese Capilar como alternativa 4 Cromatografia Liquida de Alla Eficiéncia.
Cristina Saito — Dissertacio de Mestrado — FCF/USP, 2004.



69

6.3.2- Determinagdo de Acido 2-Fenilbenzimidazol 5-Sulfénico e
Benzofenona-4 por Eletroforese Capilar

6.3.2.1- Padronizagdo do Método

Visando a padronizagdo do método, foram fixados os seguintes
parametros:
- Eletrélito: Tampéao borato 10mM pH 9,2 (preparado conforme item 5.1-B)
- Capilar: Silica fundida de 100cm de comprimento total (45cm até o detector) x
75um d.i.
- Injeg@o: 20mbar por 0,20 min (inje¢cdo hidrodinamica)
- Tensao: 29kV
- Detecgdo: 217nm
- Temperatura: 24 a 30°C

6.3.2.2- Construgao da Curva de Calibragao

A- Preparagio da solugdo padrao

Foram pesados exatamente cerca de 140,0mg de acido 2-fenilbenzimidazol
5-sulfénico e 20,0mg de benzofenona-4 e transferidos para baldo volumétrico
ambar de 200mL, dissolvendo-se e complietando-se o volume com tampao borato
10mM (preparado conforme item 5.1-B). Obteve-se concentragbes finais de
700,0png de acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico/mbL e 100,0ug de benzofenona-
4/mL.
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B- Preparacao da solugdo padrdo interno

Foram pesados exatamente cerca de 200,0mg de benzoato de sdédio e
transferidos para baldao volumético ambar de 100mL, dissolvendo-se e
completando-se o volume com tampao borato 10mM (preparado conforme item
5.1-B). Obteve-se concentra¢éo de 2000,0ug de benzoato de soédio/mL.

C- Procedimento

Foram transferidas aliquotas de 2,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0mL da solu¢do
padrdo (700,0ng de acido 2-fenilbenzimidazol S5-sulfénico/mL e 100,0ug de
benzofenona-4/mL) e 50mL da solugdo padrao inteno (benzoato de sédio
2000,0ug de benzoato de sédio/mL) para baldes volumétricos ambares de 100mL,
completando-se o volume com tampao borato 10mM. Obteve-se concentragdbes
finais de 14,0; 35,0; 70,0; 105,0 e 140,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico/mL; 2,0; 5,0; 10,0; 15,0 e 20,0ug de benzofenona-4/mi. e 100,0ug/mL de
benzoato de sédio em cada baldo volumétrico

Apds degasificagao das solugdes padrdes com auxilio de banho de uitra-
som por 5 min, foram injetadas no capilar.

As curvas de calibragéo do método por eletroforese capilar para cada filtro
solar foram construidas plotando-se a concentrag@o versus a razdo das areas dos
picos (filtro solar / benzoato de sddio). A equagéo da reta para cada filtro solar foi
calculada pelo método dos minimos quadrados.
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6.3.2.4- Aplicagdao do Método Padronizado as Amostras

Comerciais e Simuladas

6.3.2.4.1- Pesquisa de Interferentes

A pesquisa de interferentes & realizada com o uso de placebos (de acido 2-

fenilbenzimidazol 5-suifonico e benzofenona-4) e amostra. Neste experimento,

empregou-se a amostra comercial e seus respectivos placebos. De acordo com o
ICH (International Conference on Harmonisation) *47 e FDA'Y, amostras e

placebos devem ser submetidos a condigdes de estresse como exposigdo a luz,

ao calor, a oxidagao e a hidrélise basica e acida, comparando-se os resultados a

amostra e placebos controles.

Para o estresse de amostras e placebos, foram empregadas as seguintes

condigdes::

Exposigdo a luz: aproximadamente 100mg de amostras e placebos em balbes
volumétricos de 100,0mL foram submetidos a luz artificial a 12kLux (cAmara
de fotoestabilidade) por 7 dias.

Exposigéo ao calor: aproximadamente 100mg de amostras e placebos em
baldes volumétricos dmbares de 100,0mL foram aquecidos a 80°C por 7
horas. Posteriormente, foram mantidos a 25°C, ao abrigo da luz por 7 dias.
Oxidagdo: Foram adicionados 5mL de peréxido de hidrogénio 3% em
aproximadamente 100mg de amostras e placebos contidos em balGes
volumétricos 4mbares de 100,0mL. Sendo mantidos a 25°C, ao abrigo da luz
por 7 dias.

Hidrélise acida: Foram adicionados 5mL de acido cloridrico 1N em
aproximadamente 100mg de amostras e placebos contidos em balGes
volumétricos &mbares de 100,0mL. Sendo mantidos a 25°C, ao abrigo da luz
por 7 dias.
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e Hidrélise basica: Foram adicionados 5mL de hidroxido de sd&dio 1N em
aproximadamente 100mg de amostras e placebos contidos em baldes
volumétricos ambares de 100,0mL. Sendo mantidos a 25°C, ao abrigo da luz
por 7 dias.

Os experimentos descritos foram comparados com controles de amostras e
placebos, mantidos a 4°C, ao abrigo da luz, por 7 dias.

Apoés o periocdo de reagéo, as analises foram efetuadas de acordo com a
preparagao da amostra descrita a seguir.

A finalidade do estresse de amostras e placebos é 0 de simular as
condigbes adversas que esses produtos possam enfrentar desde o transporte até
o amazenamento. Dessa forma, ha a investigacao de possiveis interferentes que
possam surgir devido a degradagdo dos filtros solares ou componentes
(excipientes) da formulagao.

O Quadro 5 sintetiza as preparagbes necessarias para a pesquisa de
interferentes, sendo o nimero de tomadas de ensaio (TE) igual a 3 e 0 numero de
injecao (N° Inj) de cada tomada de ensaio igual a 1.

Pesquisou-se também interferentes no placebo de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico e benzofenona-4 da amostra comercial (Amostra 6)
armazenado a temperatura ambiente, sem ser submetida as condi¢cbes de

estresse.

Determinagho de Filtros Solares em Cosméticos empregando a Eletroforese Capilar como gllam.ﬁva d Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
Cristina Saito — DisscrtacBo de Mestrado — FCF/USP, 2004.






75

A- Preparagao da solugdo padrao

Foram pesados exatamente cerca de 35,0mg de &cido 2-feniibenzimidazol
5-sulfénico e transferidos para baldo volumétrico Ambar de 100mL, dissolvendo-
se e completando-se o volume com tamp&o borato 10mM (preparado conforme
item 5.1-B). Obteve-se concentragdo de 350,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico/mL.

Foram pesados 35,0mg de benzofenona-4 e transferidos para baldo
volumétnco Ambar de 100mL, dissolvendo-se e completando-se o volume com
tampao borato 10mM (preparado conforme item 5.1-B). Obteve-se concentragdo
de 350,019 benzofenona-4/mL.

Foram transferidas aliquotas de 20,0mL da solugdo padrdao de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico (350,0ug/mL), 3,0mL da solugdo padrac de
benzofenona-4 (350,0ug/mL) e 5,0mL da solugdo de padrao interno (2000,0ug de
benzoato de s6dio/mL) para baldao volumétrico &mbar de 100mL, completando-se
o volume com tampao borato 10mM (preparado conforme item 5.1-B). Obteve-se
concentragdes finais de 70,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol S5-sulfénico/mL,
10,5ug de benzofenona-4/mL e 100,0ug de benzoato de sodio/mL.

B- Preparagao da solugado padrao interno

Foram pesados exatamente cerca de 200,0mg de benzoato de sddio e
transferidos para baldo volumétrico ambar de 100mL, dissolvendo-se e
completando-se o volume com tampéo borato 10mM (preparado conforme item
5.1-B). Obteve-se concentragdo de 2000,0ug de benzoato de sédio/mL.
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C- Preparagio da solugdao amostra comercial (Amostra 1)

Foram pesados 100,0mg de amostra 1, equivalente 7,0mg de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico e 1,0mg de benzofenona-4, transferindo-se para
balao volumétrnco ambar de 100mL. Adicionou-se uma aliquota de 5,0mL da
solugdo do padrao interno (2000,0ug de benzoato de sddio/mL), completando-se
0 volume com tampao borato 10mM (preparado conforme item 5.1-B). Obteve-se
concentragdes equivalentes a 70,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol S-sulfénico/mL,
10,0ug de benzofenona-4/mL e 100,0ug de benzoato de sédio/mL.

D- Preparacao da solugiao placebo (Placebos da amostra
comercial)

Foram pesados 100,0mg de placebo de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfdnico da amostra comercial (Amostra 2), procedendo-se, conforme a
preparacéo da solugdo amostra.

Foram pesados 100,0mg de placebo de benzofenona-4 da amostra
comercial (Amostra 3), procedendo-se, conforme a preparagdo da solugédo
amostra.

Foram pesados 100,0mg de placebo de &acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico e benzofenona-4 da amostra comercial (Amostra 6), procedendo-se,
conforme a preparacéo da solugdo amostra.
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6.3.2.4.2- Determinagio do Teor de cada Filtro Solar nas
Amostras Comerciais e Simuladas

A- Preparacdo da solucao padrao

Foram utilizados como padrac a média aritmética das corridas
cromatograficas de 3 solugbes padrao, injetadas em duplicata e preparadas
conforme item 6.3.2.4.1-A.

B- Preparagao da solucdo padrao interno

Solugao preparada conforme item 6.3.2.4.1-B.

C- Preparac¢ao das solucdes amostra

As solugbes de cada amostra (Amostra 1, 4 e 5) foram preparadas
conforme item 6.3.2.4.1-C.

Foram realizadas 6 determinagdes para cada amostra e os resultados
foram analisados estatisticamente.
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6.3.2.4.3- Teste de Recuperacgio

As concentragdes empregadas no teste de recuperagio estio relacionadas
com a faixa de analise "7 do produto comercial (Amostra 1), em mg/mL.

A concentragdo da solugdo de analise do produto comercial € 100mg/mL
que é equivalente a 70,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico e 10,0ug de
benzofenona-4.

Dessa forma, quantidades conhecidas de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico e benzofenona-4 foram aplicadas a 100,0mg de placebo de filtros
solares (Amostra 6 = Placebo de acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico e
benzofenona-4 da amostra comercial).

Foram realizados 6 determinagdes a 50%, 100% e 150% do valor nominal
de cada filtro solar na faixa de analise do produto (100% do valor nominal
representa 70,0ug de &cido 2-fenilbenzimidazol S5-sulfénico e 10,0ng de

benzofenona-4).

A porcentagem de recuperagédo para cada filtro, foi calculado empregando
a Equagao 9.

%de filtro solar encontrado
%R j0 = 100 Eq.9
o Recuperagao %de filtro solar adicionado X q

A- Preparacao da solugao padrao

Foram utilizados como padrdo a média aritmética das corridas
cromatograficas de 3 solugdes padrao, injetadas em duplicata e preparadas
conforme item 6.3.2.4.1-A.
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7- RESULTADOS

7.1- IDENTIFICAGAO
7.1.1- Determinac¢ao da Solubilidade

A benzofenona-4 mostrou-se soilvel em agua, etanol e metanol e o acido
2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico.

O Acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico apresentou-se soltvel em solugdo
aquosa basica.

7.1.2- Espectro de Absorgao no Ultravioleta

Os Quadros 6 e 7 representam os espectros de absorgio de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico (20ug/mL) e benzofenona-4  (20ug/mL),
respectivamente, em tampao borato 10mM (preparado conforme item 5.1-B).
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7.2- METODOS ANALITICOS

7.2.1- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

7.2.1.1- Estudos Preliminares

As Figuras 15 e 16 sdo resultados da aplicagdo dos sistemas 1 e 2,
empregando Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de particula.

O estudo dos espectros de absor¢cdo UV em 3D dos filtros solares
empregando o sistema 2, resultou no Quadro 8, com o qual se verifica a
otimizagio da analise empregando 258nm até 5,00 min e 217nm apés 5,01 min.

DeterminagBo de Filtros Solares em Cosméticos empregando a Eletroforese Capilar como alternativa 4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
Cristina Saito — Dissertacfio de Mestrado — FCF/USP, 2004.



160 Acido 2 ferdibenzi rricaral
14904 -t co

m-1
106

N — JAN

0 2 4 [) s

Figura 15. Cromatograma referente ao sistema 1.

Condigdes: Fase mével: Tampdo fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 50:5:45 (viviv); fluxo da fase moével: 0,5mL/min; coluna:
Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de particula. Detecg&o:
258nm até 5,00 min e 217nm apds 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de
injecdo: 10uL. Concentragao: 70,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol S-sulfénico/mL

(tempo de retengdo: 3,88 min) e 10,0ng de benzofenona-4/mL (tempo de
retengéo: 5,89 min).
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7.2.1.2- Validagao da Metodologia Analitica Selecionada

PADRONIZACAO DO METODO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA
DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

7.2.1.2.1- Construcido da Curva de Calibragdao
A- Acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico

A Figura 17 representa a curva de calibragdo do acido 2-fenilbenzimidazol
5-sulfénico. Os valores experimentais obtidos para a construgdo da curva de
calibragdo sao descritos no Quadro 9.

B- Benzofenona4

A Figura 18 representa a curva de calibragéo do acido 2-fenilbenzimidazol
5-sulfénico. Os valores experimentais obtidos para a construgdo da curva de
calibracdo sdo descritos no Quadro 10.
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Figura 17. Curva de calibragdo do acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico em
tampao fosfato (preparado conforme item 5.1-D). Detecgdo: 258nm até 5,00 min e
217nm apés 5,01 min. Concentragéo variando de 14,0 a 140,0ug/mL.
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Figura 18. Curva de calibragdo da benzofenona-4 em tampao fosfato (preparado
conforme item 5.1-D). Detecgdo: 258nm até 5,00 min e 217nm apds 5,01 min.
Concentragéo variando de 2,0 a 20,0pg/mL.
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Quadro 11. Valores estatisticos obtidos na determinag@o da curva de calibragao
de acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico. Método cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Detecgdo: 258nm até 5,00 min e 217nm apés 5,01 min.

Parametros Estatisticos . . Resuitados
intercepto -2,98952
Inclinagado 19,30526

Coeficiente de correlagao 1,00000

Quadro 12. Valores estatisticos obtidos na determinagao da curva de calibragdo
de benzofenona-4. Método cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Detecgao: 258nm até 5,00 min e 217nm apdés 5,01 min.

. Parametros Estatisticos S Resuitados
intercepto -6,26869
Inclinagao 48,03425

Coeficiente de correlagdo 1,00000
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A Figura 27 mostra o cromatograma referente a amostra comercial
(Amostra 1) submetida ao calor, e mantida a 25°C ao abrigo da luz, por 7 dias.

A Figura 28 mostra o cromatograma referente ao placebo de acido 2-
fenilbenzimidazol S-sulfdnico (Amostra 2) submetido ao calor, e mantido a 25°C
ao abrigo da luz, por 7 dias.

A Figura 29 mostra o cromatograma referente ao placebo de benzofenona-
4 (Amostra 3) submetido ao calor, e mantido a 25°C ao abrigo da luz, por 7 dias.

A Figura 30 apresenta o cromatograma referente a amostra comercial
(Amostra 1) submetida a oxidagdo, e mantida a 25°C ao abrigo da luz, por 7 dias.

A Figura 31 apresenta o cromatograma referente ao placebo de acido 2-
fenilbenzimidazo! 5-sulfénico (Amostra 2) submetido a oxidagao, e mantido a 25°C
ao abrigo da luz, por 7 dias.

A Figura 32 mostra o cromatograma referente ao placebo de benzofenona-
4 (Amostra 3) submetido a oxidagdo, e mantido a 25°C ao abrigo da luz, por 7
dias.

A Figura 33 apresenta o cromatograma referente a amostra comercial
(Amostra 1) tratada com écido, e mantida a 25°C ao abrigo da luz, por 7 dias.

A Figura 34 apresenta o cromatograma referente ao placebo de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico (Amostra 2) tratado com acido, e mantido a 25°C ao
abrigo da luz, por 7 dias.
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A Figura 35 mostra o cromatograma referente ao placebo de benzofenona-
4 (Amostra 3) tratado com acido, e mantido a 25°C ao abrigo da luz, por 7 dias.

A Figura 36 apresenta o cromatograma referente a amostra comercial
(Amostra 1) tratada com base, e mantida a 25°C ao abnigo da luz, por 7 dias.

A Figura 37 apresenta o cromatograma referente ao placebo de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico (Amostra 2) tratado com base, e mantido a 25°C ao
abrigo da luz, por 7 dias.

A Figura 38 mostra o0 cromatograma referente ao placebo de benzofenona-
4 (Amostra 3) tratado com base, e mantido a 25°C ao abrigo da luz, por 7 dias.
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Figura 22. Cromatograma referente ao placebo de acido 2-fenilbenzimidazo! 5-
sulfénico (Amostra 2) controle, mantida a 4°C, ao abrigo da luz, por 7 dias.
Condigbes: Fase movel: Tampao fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 58:5:37 (viviv); fluxo da fase modvel. 0,5mL/min; coluna:
Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de particula. Detecgao:
258nm até 5,00 min e 217nm apés 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de
injegdo: 10uL
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Figura 23. Cromatograma referente ao placebo de benzofenona-4 (Amostra 3)
controle, mantida a 4°C, ao abrigo da luz, por 7 dias.

Condigbes: Fase mével: Tampdo fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 58:5:37 (viviv), fluxo da fase mével. 0,5mL/min; coluna:
Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, Sum de tamanho de particula. Detecgdo:
258nm até 5,00 min e 217nm apés 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de
injecdo: 10ul
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Figura 24. Cromatograma referente a amostra comercial (Amostra 1) exposta a
luz, por 7 dias.

Condigles: Fase movel: Tampao fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 58:5:37 (viviv); fluxo da fase mével: 0,5mL/min; coluna:
Supelcosit® LC18, 100mm x 4,6mm, Sum de tamanho de particula. Detecgao:
258nm até 5,00 min e 217nm apés 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de

injegao: 10uL
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Figura 25. Cromatograma referente ao placebo de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico (Amostra 2) exposto a luz, por 7 dias.

Condigdes: Fase mével: Tampdo fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metano! 58:5:37 (viviv); fluxo da fase mével: 0,5mL/min; coluna:
Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de particula. Detecgéo:
258nm até 5,00 min e 217nm apds 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de

injegdo: 10uL
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Figura 27. Cromatograma referente a amostra comercial (Amostra 1) submetida
ao calor, e mantida a 25°C, ao abrigo da luz, por 7 dias.

Condigdes: Fase mével: Tampao fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 58:5:37 (viviv), fluxo da fase mével: 0,5mL/min; coluna:
Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de particula. Detecgéo:
258nm até 5,00 min e 217nm apés 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de

injegao: 10uL
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Figura 28. Cromatograma referente ao placebo de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico (Amostra 2) submetido ao calor, e mantido a 25°C, ao abrigo da luz, por
7 dias.

Condigbes: Fase moével: Tampao fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 58:5:37 (viviv); fluxo da fase moével: 0,5mU/min; coluna:
Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, S5um de tamanho de particula. Detecgéo:
258nm até 5,00 min e 217nm apés 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de
injecdo: 10ul
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Figura 29. Cromatograma referente ao placebo de benzofenona-4 (Amostra 3)
submetido ao calor, e mantido a 25°C, ao abrigo da luz, por 7 dias.

Condigées: Fase movel: Tampéo fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 58:5:37 (viviv); fluxo da fase mével: 0,5mL/min; coluna:
Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, Sum de tamanho de particula. Detecgao:
258nm até 5,00 min e 217nm apds 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de
injecao: 10uL
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Figura 30. Cromatograma referente a amostra comercial (Amostra 1) submetida a
oxidagdo, e mantida a 25°C, ao abrigo da luz, por 7 dias.

Condicdes: Fase moével: Tampdo fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 58:5:37 (viviv); fluxo da fase mével: 0,5mL/min; coluna:
Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de particula. Detecgao:
258nm até 5,00 min e 217nm apés 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de
injegao: 10pL
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Figura 31. Cromatograma referente ao placebo de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico (Amostra 2) submetido a oxidagio, e mantido a 25°C, ao abrigo da luz,
por 7 dias.

CondigOes: Fase moével: Tampdo fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 58:5:37 (viviv); fluxo da fase mével. 0,5mL/min; coluna:
Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de particula. Detecgio:
258nm até 5,00 min e 217nm apds 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de

injegdo: 10ul
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Figura 32. Cromatograma referente ao placebo de benzofenona-4 (Amostra 3)
submetido a oxidagao, e mantido a 25°C, ao abngo da luz, por 7 dias.

Condicdes: Fase moével: Tampao fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 58:5:37 (viviv);, fluxo da fase mével: 0,5mL/min; coluna:
Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de particula. Detecgdo:
258nm até 5,00 min e 217nm apés 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de
injegdo: 10ulL
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Figura 33. Cromatograma referente a amostra comercial (Amostra 1) tratada com
acido, e mantida a 25°C, ao abrigo da luz, por 7 dias.

Condigoes: Fase mével: Tampdo fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 58:5:37 (viviv), fluxo da fase mével: 0,5mbL/min; coluna:
Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de particula. Detecgéo:

258nm até 5,00 min e 217nm apés 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de
injegao: 10uL
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Figura 34. Cromatograma referente ao placebo de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico (Amostra 2) tratado com acido, e mantido a 25°C, ao abrigo da luz, por 7
dias.

Condicoes: Fase mével: Tampao fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 58:5:37 (viviv); fluxo da fase mével. 0,5mL/min; coluna:
Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de particula. Detecgéo:
258nm até 5,00 min e 217nm apds 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de

injegao: 10ul
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Figura 35. Cromatograma referente ao placebo de benzofenona-4 (Amostra 3)
tratado com acido, e mantido a 25°C, ao abrigo da luz, por 7 dias.

Condigbes: Fase movel: Tampdo fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 58:5:37 (viviv); fluxo da fase mével: 0,5mbL/min; coluna:
Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de particula. Detecgao:
258nm até 5,00 min e 217nm apds 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de

injecdo: 10uL
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Figura 36. Cromatograma referente a amostra comercial (Amostra 1) tratada com
base, e mantida a 25°C, ao abrigo da luz, por 7 dias.

Condigbes: Fase moével: Tampéo fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 58:5:37 (viviv); fluxo da fase moével: 0,5mL/min; coluna:
Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de particula. Detecgéo:
258nm até 5,00 min e 217nm apds 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de
injecdo: 10ulL
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Figura 37. Cromatograma referente ao placebo de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico (Amostra 2) tratado com base, e mantido a 25°C, ao abrigo da luz, por 7
dias.

Condicbes: Fase movel: Tampdo fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 58:5:37 (vivi); fluxo da fase mével: 0,5mL/min; coluna:
Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, Sum de tamanho de particula. Detecgéo:
258nm até 5,00 min e 217nm apds 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de
injecd@o: 10uL
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Figura 38. Cromatograma referente ao placebo de benzofenona-4 {Amostra 3)
tratado com base, e mantido a 25°C, ao abrigo da luz, por 7 dias.

Condi¢cdes: Fase movel: Tampéo fosfato (preparado conforme item 5.1-D),
acetonitrila e metanol 58:5:37 (viviv); fluxo da fase mével: 0,5mL/min; coluna:
Supeicosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de particula. Detecgéo:
258nm até 5,00 min e 217nm apés 5,01 min; temperatura: 20°C; volume de
injegdo: 10ul
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7.2.1.2.3.2- Determinac¢do do Teor de Cada Filtro Solar nas
Amostras Comerciais e Simuladas

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos na determinagdo do teor de
acido 2-fenilbenizimidazol 5-sulfénico nas amostras comercial (Amostra 1) e
simulada (Amostra 4).

A Tabela 2 mostra resultados estatisticos obtidos na analise das amostras
comercial (Amostra 1) e simulada (Amostra 4) estudadas para o acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfonico pelo método da cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE).

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos na determinagdo do teor de
benzofenona-4 nas amostras comercial (Amostra 1) e simulada (Amostra 5).

A Tabela 4 mostra resuitados estatisticos obtidos na analise das amostras
comercial (Amostra 1) e simulada (Amostra 5) estudadas para a benzofenona-4
pelo método da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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Tabela 1. Resultados obtidos na determinagido do teor de A&acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfonico nas amostras comercial (Amostra 1) e simulada
(Amostra 4) pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Amostra Valor tedrico Valor encontrado * Teor percentual
(%) (%) (%)
1 7,000 7,042 100,60
4 7,000 7,005 100,07

* Média de 6 determinagdes

Tabela 2. Resultados estatisticos obtidos na andlise das amostras comercial
(Amostra 1) e simulada (Amostra 4) estudadas para o acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfonico pelo método da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Amostra Desvio padrao intervalo de confianca da
Relativo media
0,19 100,60 + 0,20
4 0,12 100,07 £ 0,13
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Tabela 3. Resultados obtidos na determinagdo do teor de benzofenona-4 nas
amostras comercial (Amostra 1) e simulada (Amostra 5) pelo método de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Amostra Valor teérico  Valor encontrado * Teor percentual
(%) (%) (%)
1 1,000 1,003 100,30
5 1,000 1,002 100,20

* Média de 6 determinagoes

Tabela 4. Resultados estatisticos obtidos na analise das amostras comercial
(Amostra 1) e simulada (Amostra 5) estudadas para a benzofenona-4 pelo método
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Amostra Desvio padrao Intervalo de confianga da
relativo média
0,52 100,30+ 0,54
5 0,41 100,20 + 0,43
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7.2.2- Eletroforese Capilar

7.2.2.1- Estudos Preliminares

As Figuras 39, 40 e 41 sdo resultados da aplicagdo dos sistemas 1, 2e 3
empregando capilar de silica fundida de 100cm de comprimento total (45cm até o
detector) x 75um d.i.; detecgdo a 217nm e temperatura: 24 a 30°C.

0.015 0,015
‘P"‘ﬁ

0,010 0,010
J
4 L

0,005+ ‘,,d"” 0,005
) Qé\é‘

0.000 )\ i IBL - 0,000
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Figura 39. Eletroferograma referente ao sistema 1.

Condigdes: Eletrélito: Tampao borato 5SmM pH 9,2 (preparado conforme item 5.1-
A). Capilar: Silica fundida de 100cm de comprimento total (45cm até o detector) x
75um d.i. Detecgdo: 217nm; Temperatura: 24 a 30°C. Injegdo: 20mbar em
0,20min (hidrodinamica). Concentragdo: 70,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol -
sulfénico/mL e 10,0ug de benzofenona-4/mL.
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Figura 40. Eletroferograma referente ao sistema 2.

Condicoes: Eletrdlito: Tampao borato 10mM pH 9,2 (preparado conforme item 5.1-
B). Capilar: Silica fundida de 100cm de comprimento total (45cm até o detector) x
75um d.i. Detecgdo: 217nm; Temperatura: 24 a 30°C. Injecdo: 20mbar em
0,20min {(hidrodinamica). Concentragdo: 70,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol 5-

sulfénico/mL e 10,0ug de benzofenona-4/mL.
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Figura 41. Eletroferograma referente ao sistema 3.

Condigdes: Eletrélito: Tampao borato 20mM pH 9,2 (preparado conforme item 5.1-
C). Capilar: Silica fundida de 100cm de comprimento total (45cm até o detector) x
75um d.i. Detecgdo: 217nm; Temperatura: 24 a 30°C. Injegdo: 20mbar em
0,20min (hidrodinamica). Concentragdo: 70,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol 5-

sulfonico/mL e 10,0ug de benzofenona-4/mL.
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7.2.2.2- Validagao da Metodologia Analitica Selecionada
PADRONIZAGAO DO METODO POR ELETROFORESE CAPILAR
7.2.2.2.1- Construcao da Curva de Calibragdo

A- Acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico

A Figura 42 representa a curva de calibragao do acido 2-fenilbenzimidazol
5-sulfénico. Os valores experimentais obtidos para a construgdo da curva de
calibragdo sdo descritos no Quadro 15.

B- Benzofenona-4

A Figura 43 representa a curva de calibragéo do acido 2-fenilbenzimidazol
5-sulfénico. Os valores experimentais obtidos para a construgdo da curva de
calibragdo sao descritos no Quadro 16.

Determinag8o de Filtros Solares em Cosméticos empregando a Elctroforese Capilar como alternativa 4 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
Cristina Saito — Dissertaglic de Mestrado — FCF/USP, 2004,



126

)
. S 1.8 -
NS B 18
838 14
,&-’ ©c O 12 -
Lo § |
o E Q l
o N g 0,8 -
< 3D os-
OQ\ d
§5E o0
mw—é 0'2..
a 0 T T -
0 50 100 150
Concentragdo (ug/mL)

Figura 42. Curva de calibragdo do acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico em
Tampao borato 10mM (preparado conforme item 5.1-B). Detecgdo: 217nm.
Concentragdo variando de 14,0 a 140,0ug/mL.
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Figura 43. Curva de calibragdo da benzofenona-4 em Tampao borato 10mM
(preparado conforme item 5.1-B). Detecgdo: 217nm. Concentragdo vanando de
2,0 a 20,0pg/mL.
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Quadro 15. Resultados experimentais utilizados na construgdo da curva de
calibragdo pelo método de eletroforese capilar para acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico

Concentragdo ' Razio Area™
(ng/mi) ' | - (AA)Y
14,0 | 0,163121
35,0 0,404085
70,0 0,80355
105,0 1,20115
140,0 1,59485

™ média de trés leituras para cada concentragdo
* Razdo das area dos picos (acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico/benzoato de
sodio)

Quadro 16. Resultados experimentais utilizados na construgdo da curva de
calibragdo pelo método de eletroforese capilar para benzofenona-4

~ Concentrago - S Razdo Area™
(ug/mL) = s (AJAY*
2.0 — 0,0216088
5.0 0.0567729
10,0 0.113157
15,0 0,17165
20,0 0,227614

™ média de trés leituras para cada concentragdo
** Razdo das area dos picos (benzofenona-4/benzoato de sédio)

Os valores estatisticos obtidos para as curvas de calibragdo do acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico e benzofenona-4 pelo método de eletroforese capilar
estdo resumidos nos Quadros 17 e 18, respectivamente.
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7.2.2.2.2- Limite de Detecgio (LD) e Limite de Quantificagdo (LQ)

A- Acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico

O Quadro 19 apresenta os resuitados relativos aos limites de detecgéo e

quantificagdo de acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico.

B- Benzofenona-4

O Quadro 20 representa os resultados relativos aos limites de detecgo e

quantificagdo de benzofenona-4.

Quadro 19. Resultados relativos aos limites de detecgéo e quantificagdo de acido

2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico. Método eletroforese capilar. Detecgao: 217nm.

 Numero . | Razdo Area | Razdo Area | Razdo Area | Raz3o Area | Razdo Area
N (2,0ug/mb) | (4,0pg/mb) | (6,0pg/mL) | (8,0ng/mL) | (10,0ug/ml)

1 0,0288217 | 0,0441729 | 0,0678252 | 0,0948990 | 0,1165290

2 0,0233723 | 0,0460999 | 0,0677804 | 0,0942503 | 0,1160764

3 0,0180120 | 0,0471700 | 0,0699901 0,0931128 | 0,1171742

4 0,0201217 | 0,0488088 | 0,0732190 | 0,0962027 | 0,1183938

5 0,0245180 | 0,0467908 | 0,0692123 | 0,0940223 | 0,1209763

Valor médio | 0,0229691 0,0466085 | 0,0696054 | 0,0944974 | 0,1178299
Desvio padrao | 0,0041682 | 0,0016868 | 0,0022282 | 0,0011482 | 0,0019631

Razao Area = Acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfdnico / Benzoato de sédio

Desvio padrdo médio = 0,0022389
Inclinagdo da curva de calibragdo = 0,011881
Limite de detecgéo = 0,57ug/mL

Limite de quantificagdo = 1,88ug/mL
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Quadro 20. Resultados relativos aos limites de detecgdo e quantificagio de
benzofenona-4. Método eletroforese capilar. Detecgdo: 217nm.

Namero Razdo Area | Razdo Area | Razdo Area | Razio Area | Razdo Area
(2,0ug/ml) | (4,0ug/imb) | (6,0ug/mi) | (8,0ug/mL) | (10,0ug/mL)

1 0,0160020 0,0431708 0,0660172 0,0921173 0,1117330

2 0,0200291 0,0442132 0,0697716 0,0890001 0,1107066

3 0,0272091 0,0415082 0,0673008 0,0907120 0,1151721

4 0,0209216 0,0448211 0,0671256 | .0,0870010 0,1128560

5 0,0215977 0,0468700 0,0645430 0,0873283 0,1130902

Valor médio 0,0211519 0,0441167 0,0669516 0,0892317 0,1127116
Desvio padrdao| 0,0040225 0,0019865 0,0019222 0,0021892 0,0016730

Razéo Area = Benzofenona-4 / Benzoato de s&dio

Desvio padrao médio = 0,0023587
Inclinagdo da curva de calibragio = 0,011412
Limite de detecgao = 0,62ug/mL

Limite de quantificagdo = 2,07ug/mL
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7.2.2.2.3- Aplicagio do Método Padronizado as Amostras
Comerciais e Simuladas

7.2.2.2.3.1- Pesquisa de Interferentes

A Figura 44 mostra o eletroferograma referente a solugéo dos padrdes de
acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico e benzofenona-4.

A Figura 45 mostra o eletroferograma referente ao placebo da amostra
comercial.

A Figura 46 apresenta o eletroferograma referente a amostra comercial
(Amostra 1) controle, mantida a 4°C, ao abrigo da luz, por 7 dias.

A Figura 47 mostra o eletroferograma referente ao placebo de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-suifonico (Amostra 2) controle, mantido a 4°C, ao abrigo da

luz, por 7 dias.

A Figura 48 mostra o eletroferograma referente ao placebo de
benzofenona-4 (Amostra 3) controle, mantido a 4°C, ao abrigo da luz, por 7 dias.

A Figura 49 apresenta o eletroferograma referente a amostra comercial

(Amostra 1) exposta a uz, por 7 dias.

A Figura 50 mostra o eletroferograma referente ao placebo de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico (Amostra 2) exposto a luz, por 7 dias.

A Figura 51 mostra o eletroferograma referente ao placebo de

benzofenona-4 (Amostra 3) exposto a luz, por 7 dias.
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A Figura 60 mostra o eletroferograma referente ao placebo de
benzofenona-4 (Amostra 3) tratado com acido, e mantido a 25°C ao abrigo da luz,
por 7 dias.

A Figura 61 apresenta o eletroferograma referente a amostra comercial
(Amostra 1) tratada com base, e mantida a 25°C ao abrigo da luz, por 7 dias.

A Figura 62 apresenta o eletroferograma referente ao placebo de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico (Amostra 2) tratado com base, e mantido a 25°C ao
abrigo da luz, por 7 dias.

A Figura 63 mostra o eletroferograma referente ao placebo de
benzofenona-4 (Amostra 3) tratado com base, e mantido a 25°C ao abrigo da luz,
por 7 dias.
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7.2.2.2.3.2- Determinagédo do Teor de Cada Filtro Solar nas
Amostras Comerciais e Simuladas

A Tabela 7 apresenta os resuitados obtidos na determinagio do teor de
acido 2-fenilbenizimidazol 5-sulfénico nas amostras comercial (Amostra 1) e
simulada (Amostra 4) pelo método de eletroforese capilar.

A Tabela 8 mostra resultados estatisticos obtidos na analise das amostras
comercial (Amostra 1) e simulada (Amostra 4) estudadas para o acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico pelo método de eletroforese capilar.

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos na determinagdo do teor de
benzofenona-4 nas amostras comercial (Amostra 1) e simulada (Amostra 5) pelo

método de eletroforese capilar.

A Tabela 10 mostra resultados estatisticos obtidos na analise das amostras
comercial (Amostra 1) e simulada (Amostra 5) estudadas para a benzofenona-4

pelo método de eletroforese capilar.

A Figura 64 apresenta o eletroferograma referente a solugdo dos padrdes
de acido 2-fenilbenzimidazol S-sulfonico e benzofenona-4, preparada conforme
item 6.3.2.4.1-A. Obtendo-se concentracées de 70,0ung de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico/mL;10,0ng de benzofenona-4/mL e 100,0ug de

benzoato de sédio/mL

A Figura 65 apresenta o eletroferograma referente a solugdo da amostra
comercial (Amostra 1), preparada conforme item 6.3.2.4.1-C. Obtendo-se
concentragbes equivalentes a 70,0ug de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico/mL;10,0ug de benzofenona-4/mL e 100,0ug de benzoato de sédio/mL
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7.2.2.2.3.3- Teste de Recuperagao

As Tabelas 11 e 12 apresentam os resultados dos testes de recuperagéo
de acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico e benzofenona-4, respectivamente.

Tabela 11. Resultados obtidos do teste de recuperagdo de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico pelo método de eletroforese capilar

% recuperagdo de acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico

Tomadas de 50% do valor nominal 100% do valor nominal 150% do valor nominal
Ensaio equivalente a 35,0ug/mL de equivalente a 70,0pg/mL de  equivalente a 105,0ug/mL
acido 2-fenilbenzimidazol 5~ 4&cido 2-fenilbenzimidazol 5- de acido 2-fenilbenzimidazol
sulfénico sulfdnico 5-sulfdnico
1 100 100 99
2 100 99 100
3 101 100 100
4 100 100 100
5 100 100 99
6 101 100 99
Média 100 100 100
DPR % 0,52 0,41 0,55

DPR = Desvio Padrao Relativo
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Tabela 12. Resultados obtidos do teste de recuperagio de benzofenona-4 pelo
método de eletroforese capilar.

% recuperagao de benzofenona-4

Tomadas de 50% do valor nominal 100% do valor nominal 150% do vaior nominal
Ensaio equivalente a 5,0ug/mL de equivalente a 10,0ug/mL  equivalente a 15,0ug/mL
benzofenona-4 de benzofenona-4 de benzofenona-4
1 100 100 100
2 101 101 100
3 102 101 102
4 101 100 101
5 100 100 101
6 99 102 100
Média 101 101 101
DPR % 1,04 0,81 0,81

DPR = Desvio Padrao Relativo
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8- COMPARAGCAO DOS METODOS DE
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
(CLAE) E ELETROFORESE CAPILAR POR
ANALISE ESTATISTICA

8.1- COMPARAGAO DA EXATIDAO DOS DOIS METODOS

A exatidao de dois métodos &€ comparada pelo teste t de Student, que
permite verificar se as médias dos valores experimentais obtidas por dois
métodos distintos diferem significativamente ou néo ®.

Sejam ;: e x, as médias obtidas de uma mesma amostra, analisada por

dois métodos diferentes. A varidncia baseada em ambas as amostras é:

2 _(m =18, +(n, ~1.S,’

S

onde: S, varidncia da amostra pelo método 1
S,?  variancia da amostra pelo método 2
Ny namero de amostras obtidas pelo método 1
Nz naimero de amostras obtidas pelo método 2

O valor de t é calculado pela expressao:

S n +n,

t
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8.2- COMPARAGAO DA PRECISAO DOS DOIS METODOS

A precisdo de dois métodos é comparada pelo teste F, que permite verificar
se 0 método 1 é mais preciso que o método 2 ou se a precisdo dos dois métodos
néo difere significativamente %,

No teste F, sdo consideradas duas varidncias de uma mesma amostra,
obtidas por métodos diferentes.

O valor de F é calculado pela equagio:
2
F=S2
S,

onde: S;2 é a maior variancia, e S;% é a menor variancia.

O ndmero de graus de liberdade é dado por:
GL=n-1
O teste F esta associado aos graus de liberdade de Si% e S;2. Se o valor

encontrado excede ao valor tabelado, em certo nivel de probabilidade, ha uma
diferenga significativa entre a precisdo dos dois métodos.
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8.3- RESULTADOS OBTIDOS NA COMPARAGAO DA EXATIDAO E
PRECISAO DOS METODOS

A Tabela 13 relaciona os valores experimentais obtidos na determinagao
de benzofenona-4 e os respectivos métodos.

Os valores experimentais obtidos na determinagédo de 4acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico estdo relacionados na Tabela 14.

A Tabela 15 mostra os resultados obtidos da comparagao da exatidao dos

métodos.

Os resultados obtidos na comparagao da precisdo dos métodos propostos

séo apresentados na Tabela 16.
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Tabela 14 - Resultados experimentais obtidos na determinagio de &cido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico para as amostras 1 {comercial) e 4 (simulada) e os
respectivos métodos.

Amostra Parametro estatistico Cromatografia liquida de Eletroforese capilar
alta eficiéncia

x 100,60 100,53
1 S 0,19 0,07

n 6 6

x 100,07 100,04
5 S 0,12 0,07

n 6 6

Onde: x média dos valores experimentais, em %
S desvio padrao
n

numero de amostras
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9- DISCUSSAO

Devido ao aumento da incidéncia de cancer de pele e outros distirbios
associados a radiagéio ultravioleta ***, ha o incentivo ao desenvolvimento de
novas formulagdes com filtros solares.

Dessa forma, sdo necessarios métodos para a identificagdo e quantificacdo
de filtros solares para a garantia da seguranga e qualidade dessas formulagbes.

No presente trabalho foram analisados os filtros solares quimicos
benzofenona-4 e acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico pelos métodos de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar.

No Brasil ainda ndo ha metodologias oficiais validadas e aprovadas para a
determinagdo de filtros solares presentes em formulagées cosméticas. A maioria
dos trabalhos empregados para a identificagdo e quantificagdo de filtros solares
estdo relacionados aos métodos espectrofotométricos e cromatograficos, sendo

poucos os trabalhos relacionados a eletroforese capilar.

Verificou-se um desafio interessante, o estudo da associagdo de
benzofenona-4 e acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico por eletroforese capilar,
pois 0 mesmo trabalho nao foi encontrado na literatura.

Com o intuito de se empregar a eletroforese capilar como um método
alternativo a cromatografia liquida de alta eficiéncia para a determinagao de filtros
solares, realizou-se 0 desenvolvimento e validagdo dos dois métodos.
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9.1- CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)
9.1.1- Estudos Preliminares

Na utilizagdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia, um dos aspectos
estudados foi a composigao da fase mével. Foram realizados testes preliminares
analisando dois sistemas (Figura 15 e 16) para otimizagdo do método. Nos dois
sistemas houve uma boa separagdo dos picos de acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico e benzofenona-4, sendo o sistema 2, o escolhido para ser validado.

A escolha do sistema 2 foi em decorréncia da analise dos cromatogramas
provenientes da amostra comercial (Amostra 1), o qual possui um conservante
(aicool benzilico) que proporciona um pico entre os dois filtros solares. Caso fosse
escolhido o sistema 1, a determinagao quantitativa dos filtros seria comprometida.

Inicialmente, os experimentos foram realizados a 258nm. Para melhorar a
sensibilidade da detecgdo de benzofenona-4, verficou-se o comprimento
adequado de 217nm, por meio de anélise 3D do espectro de absorgdo (Quadro 8
- p. 86).

Avaliando os tempos de retengido de cada filtro solar, foram selecionados
0s seguintes comprimento de onda: 253nm para &cido 2-fenilbenzimidazol 5-

sulfénico e 217nm para benzofenona-4.

O sistema 2 (Figura 16) escolhido para a validagdo do método possui a
seguinte constituicdo: Condigées: Fase movel: tampdo fosfato (preparado
conforme item 5.1-D), acetonitrila @ metanol 58:5:37 (viviv); fluxo da fase mével:
0,5mL/min; coluna: Supelcosil® LC18, 100mm x 4,6mm, 5um de tamanho de
particula. Detecg8o: 258nm até 5,00 min e 217nm apés 5,01 min; temperatura:

20°C; volume de injegdo: 10uL
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9.1.2- Validagdo do Método Analitico Selecionado

9.1.2.1- Curva de Calibracio (Linearidade)

Com os parametros de andlise estabelecidos, foram construidas curvas de
calibragdo em um intervalo de 14,0 — 140,0ug/mL para acido 2-fenilbenzimidazol
5-sulfénico (Figura 17 e Quadro 9) e de 2,0 — 20,0ug/mL para benzofenona-4
(Figura 18 e Quadro 10).

Obteve-se boa linearidade entre as areas dos picos versus concentragéo,
com um coeficiente de correlagdo de 1,00000 para acido 2-fenilbenzimidazoi 5-
sulfénico e 0,99998 para benzofenona-4, conforme Quadros 11 e 12. Estes
coeficientes estdo dentro das especificagdes estabelecidas na literatura ',

9.1.2.2- Limite de Deteccido e Limite de Quantificacdo
(Sensibilidade)

O limite de detecgdo (LD) de um método analitico corresponde a mais

baixa coricentragdo do composto estudado na amostra que pode ser detectada*®
45,48, 47, 147

O limite de quantificagdo (LQ) de um método analitico corresponde a mais
baixa concentragdo do composto estudado na amostra que pode ser quantificado

com precisdo e exatiddo ** 47 117,

Para calcular o limite de detecgédo e o limite de quantificagdo de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico e benzofenona-4 presentes em amostras comerciais
foram realizados leituras de solugdes contendo concentragdes na faixa de 2,0 a
10,0ug/mL. Foram realizadas cinco leituras de cada concentragédo, sendo que o
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9.2.2- Validagdo do Método Analitico Selecionado

9.2.2.1- Curva de Calibragao (Linearidade)

Com os parametros de analise estabelecidos, foram construidas curvas de
calibragio em um intervalo de 14,0 — 140,0ug/mL para &cido 2-fenilbenzimidazol
S-sulfénico (Figura 42 e Quadro 15) e de 2,0 — 20,0ug/mL para benzofenona-4
(Figura 43 e Quadro 16).

Obteve-se boa linearidade entre a razdo das areas dos picos (filtros
solar/benzoato de sddio) versus concentragdo. O coeficiente de comrelagéo
encontrado para acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico foi 0,99999 e para
benzofenona-4 foi 0,99997, conforme Quadros 17 e 18. Estes coeficientes estdo

dentro das especificagdes estabelecidas na literatura 47

9.2.2.2- Limite de Deteccdo e Limite de Quantificagdo
(Sensibilidade)

O limite de detecgdo (LD) de um método analitico corresponde a mais

baixa concentragdo do composto estudado na amostra que pode ser detectada'®
45, 48, 47, 117

O limite de quantificagdo (LQ) de um método analitico corresponde a mais
baixa concentragdo do composto estudado na amostra que pode ser quantificado

com precisio e exatiddo 447117,

Para calcular o limite de detecgdo e o limite de quantificacdo de acido 2-
fenilbenzimidazol 5-sulfénico e benzofenona-4 presentes em amostras comerciais
foram realizados leituras de solugdes contendo concentragdes na faixa de 2,0 a
10,0ug/mL. Foram realizadas cinco leituras de cada concentragdo, sendo que o
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9.3- COMPARAGAO DOS METODOS DE CROMATOGRAFIA
LIQUIDA E ELETROFORESE CAPILAR PARA A DETERMINACAO
DE FILTROS SOLARES

9.3.1- Comparacédo da Exatiddo e Precisido

Foram usados testes de significancia para verificar se a diferenca entre os
dois resultados é significativa. O teste t de Student é usado para verificar a
significancia de uma média ou da diferenga entre duas médias e o teste F de
Snedecor, empregado para comparar duas variancias.

Nos resultados obtidos na comparagado da exatidao e precisdo (Tabelas 13
a 16) dos dois métodos propostos (eletroforese capilar @ cromatografia liquida de
alta eficiéncia) pode-se verificar que ndo existe diferenga estatistica significativa
entre as médias e variancias dos métodos para a determinagdo de acido 2-
fenilbenzimidazol S-sulfonico e benzofenona-4 para um nivel de confianga de
95%.
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10- CONCLUSOES

Pelos dados experimentais obtidos e nas condigdes em que foi realizado o
trabalho pode-se concluir:

e Acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico e benzofenona-4 podem ser
determinados quantitativamente por cromatografia liquida de alta eficiéncia
empregando coluna Supelcosil® LC18 e Tampao fosfato (preparado conforme
item 5.1-D), acetonitrila e metanol (58:5:37, viviv) como fase mével e por
eletroforese capilar na presenga de eletrélito: tampao borato 10mM pH 9,2.

e Os excipientes na amostra comercial ndo interferem com os métodos
propostos.

* Os coeficientes de correlagdo para os métodos propostos apresentaram boa
linearidade dentro das especificagbes, variando de 0,99997 a 1,00000 para as
duas metodologias.

e Com o método da cromatografia liquida de alta eficiéncia, as porcentagens de
recuperagdo variaram de 100% a 101% para acido 2-fenilbenzimidazol 5-
sulfénico e de 99 a 100% para benzofenona-4.

e Com o método de eletroforese capilar, as porcentagens de recuperagio foram
100% para acido 2-fenilbenzimidazol 5-sulfénico e 101% para benzofenona-4.

e Os métodos se apresentaram precisos para a determinagéo dos filtros solares
com desvio padréo relativo na faixa de 0,12 a 0,52% para o método
cromatografico e 0,07 a 0,55% para o método por eletroforese capilar.
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OBSERVACAO

NAO FOI AUTORIZADA A INCLUSAO
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