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RESUMO

Apesar de toda a importancia que o sol tem para a manutengao da vida na Terra, a radiagdo
ultravioleta, responsavel por estimular a produ¢do de vitamina D na nossa pele, também pode
causar efeitos colaterais como o envelhecimento precoce, aparecimento de rugas, manchas e
até o cancer. Com o intuito de mitigar estes danos o uso de protetores solares ¢ indicado. A
Avobenzona atualmente ¢ utilizada com o objetivo de fotoprote¢dao, pois ela absorve a
radiagdo ultravioleta devido a sua estrutura altamente conjugada. Contudo, a Avobenzona
apresenta um equilibrio do tipo ceto-enol, responsavel pela diminui¢ao da sua capacidade
fotoprotetora de acordo com o tempo de exposi¢do. Por isso, neste trabalho propusemos um
método analitico barato, simples e rapido, baseado em Eletroforese Capilar. No método,
microemulsdes foram utilizadas como eletrdlito de corrida, para determinagdo de Avobenzona
em produtos de proteg¢do solar, bem como para monitorar a conversao dos isomeros ceto e
enol. O eletrélito de corrida consistiu na mistura de dodecil sulfato de sédio, n-heptano, n-
butanol e tampao fosfato (pH = 2,5). Analises de Microscopia Eletronica de Transmissao
foram realizadas para avaliar a morfologia e estabilidade das microemulsdes desenvolvidas
para o eletrélito de corrida, sendo que o didmetro das esferas obtidas ¢ da ordem de 50 nm. A
separagdo dos isdmeros ceto e enol foi possivel através da adicdo de 20% de acetonitrila ao
eletrélito. O #-Anetol foi utilizado como padrdo interno. Os comprimentos de onda
monitorados para detec¢do dos analitos foram de 254 nm para a forma ceto e o padrao interno
e de 360 nm para a forma enol. A separagdo ocorre em menos de 2,5 minutos. O método foi
aplicado para monitorar a estabilidade das formas ceto e enol no padrdo de Avobenzona,
apresentando resultados que corroboram com os relatados na literatura. Os parametros de
validagdo ndo foram considerados satisfatorios no que tange a precisdo e seletividade para
aplicacdo em amostras de produtos destinados a protegao solar, portanto, o0 método precisa de
modificagdes e aprimoramentos. Por isso, um método em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia foi desenvolvido utilizando uma fase modvel composta por gradiente de
acetonitrila:dgua e tempo de separacdo de 12 minutos. Os resultados encontrados para a
concentracdo de Avobenzona nas amostras analisadas estdo de acordo com a legislagdo.
Como perspectiva, visto a importancia do desenvolvimento de metodologias para o estudo da
fotoestabilidade da Avobenzona em cosméticos e devido as vantagens dos métodos
eletroforéticos, o método proposto em Eletroforese Capilar pode ser aperfeigoado para
aplicagdo em amostras de protetor solar para quantificar os isOmeros ceto-enol da
Avobenzona e outros componentes presentes nos fotoprotetores.

Palavras-chave: Avobenzona. Protetor Solar. Eletroforese Capilar.



ABSTRACT

Despite all the sun’s importance for the maintenance of life on Earth, ultraviolet radiation,
responsible for stimulating the production of vitamin D in our skin, can also cause side effects
such as premature aging, the appearance of wrinkles, spots, and even cancer. To mitigate
these damages, the use of sunscreens is indicated. Avobenzone is currently used for
photoprotection purposes, as it absorbs ultraviolet radiation due to its highly conjugated
structure. However, Avobenzone presents a balance of the keto-enol type, responsible for the
reduction of its photoprotective capacity according to the exposure time. Therefore, in this
work, we used a cheap, simple, and fast analytical method, based on Capillary
Electrophoresis. In the method, microemulsions were used as running electrolyte, for the
determination of Avobenzone in sun protection products, as well as to monitor the conversion
of keto and enol isomers. The running electrolyte consisted of a mixture of sodium dodecyl
sulfate, n-heptane, n-butanol, and phosphate buffer (pH = 2.5). Transmission Electron
Microscopy analyzes were performed to evaluate the morphology and stability of the
microemulsions developed for the running electrolyte, and the diameter of the spheres
obtained is around 50 nm. The separation of keto and enol isomers was possible by adding
20% acetonitrile to the electrolyte. #-Anethole was used as an internal standard. The
monitored wavelengths for the detection of the analytes were 254 nm for the keto form and
the internal standard and 360 nm for the enol form. Separation takes less than 2.5 minutes.
The method was applied to monitor the stability of the keto and enol forms in the Avobenzone
standard, presenting results that corroborate those reported in the literature. The validation
parameters were not considered satisfactory in terms of precision and selectivity for
application in samples of products for sun protection, thus, the method needs to be modified
and improved. Therefore, a High Performance Liquid Chromatography method was
developed using a mobile phase composed of acetonitrile:water gradient and separation time
of 12 minutes. The results found for the concentration of Avobenzone in the analyzed samples
are following legislation. As a perspective, given the importance of developing methodologies
for the study of the photostability of Avobenzone in cosmetics, and due to the advantages of
electrophoretic methods, the method proposed in Capillary Electrophoresis can be improved
for application in sunscreen samples to quantify the Avobenzone keto-enol isomers and other
components present in sunscreens.

Keywords: Avobenzone. Sunscreen. Capillary Electrophoresis.
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1INTRODUCAO

De toda extensao do espectro eletromagnético, somos aquecidos pela porgao
infravermelha dos raios solares, capazes de ver através da porgao visivel do espectro e, a
porcao do ultravioleta da luz solar ¢ responsavel por provocar reagdes fotoquimicas em nossa
pele. A radiagdo ultravioleta se estende de 100 a 400 nm, sendo parcialmente impedida de
atingir a superficie da Terra pela camada de ozonio. Mesmo assim, os raios que chegam até
nos podem trazer beneficios como estimular a producao de vitamina D ou inconvenientes
como envelhecimento precoce da pele, rugas, manchas e em casos mais graves até o cancer.

Devido a importancia da luz solar em nossas vidas, deve haver um equilibrio entre a
exposicdo que se da de forma benéfica e a que pode ocasionar prejuizos. Como forma de
prevenir possiveis danos, o uso de protetores solares ¢ bem difundido, especialmente por
atuarem como barreira fisico-quimica que protege o ser humano dos raios ultravioleta. Ao
longo dos anos diferentes compostos foram utilizados com o objetivo de fotoproteger a pele.
Estes compostos podem ser inorganicos, que atuam como barreira fisica ou organicos, que
atuam como barreira quimica. Dentre os fotoprotetores organicos, um de particular
importancia ¢ a Avobenzona.

A Avobenzona possui estrutura altamente conjugada, que lhe confere boa capacidade
de absorcao, principalmente dos maiores comprimentos de onda (320 a 400 nm) e por isso €
um dos filtros organicos mais utilizados. Porém, sua capacidade de prote¢dao ¢ diminuida com
a exposicdo, devido a presenga de um equilibrio do tipo ceto-enol. Além de prejudicar a
fotoprote¢do, a presenca do equilibrio torna o composto foto instavel, com diferentes
processos de decaimento que podem levar a formagao de produtos inativos ou até radicais de
toxicidade desconhecida.

A fim de ampliar a concep¢do sobre a atuacdo da Avobenzona, busca-se
desenvolvimento de metodologias analiticas para monitorar ¢ quantificar os isomeros ceto-
enol. Os métodos mais comuns baseiam-se em cromatografia liquida. No entanto, neste
trabalho optou-se por utilizar também a eletroforese capilar como método de separagdo,
devido as vantagens da técnica e especialmente por se tratar de uma alternativa mais verde. O
modo escolhido baseia-se na utilizacdo de surfactantes e € conhecido como cromatografia
eletrocinética por microemulsdo. O principio da separacao baseia-se interacao diferencial dos

analitos com as microemulsdes, na presenga de um campo elétrico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

O Sol ¢ essencial para a vida terrestre. A energia solar estd relacionada com
processos quimicos, fisicos e biologicos e os raios do sol que atingem a superficie terrestre
sdo fundamentais para que haja vida em nosso planeta. Apesar de toda extensdo do espectro
eletromagnético ha uma faixa predominante que compreende: as radiagdes infravermelhas
(IR, do inglés Infrared radiation), percebidas pela sensagdo de calor durante o aumento da
temperatura; a regiao do visivel (VIS) detectada pelas diferentes cores através do sistema
optico e, os raios ultravioletas (UV) mais energéticos, promovem reagdes fotoquimicas na
pele humana (GOMEZ et al., 2018; INMETRO, [s.d.]; NASCIMENTO; SANTOS; AGUIAR,
2014). O espectro do UV divide-se em trés regides de acordo com o comprimento de onda e

os diferentes efeitos bioldgicos que provocam, conforme tabela 1:

Tabela 1 — Regides do Espectro UV e seus respectivos efeitos bioldgicos.

Regido Comprimento de onda (nm) Efeitos biologicos

Apesar de ser a mais energética, ¢ totalmente
uvC 100 a 290 absorvida pela camada de ozb6nio, ndo
chegando a superficie terrestre.

Atinge a epiderme e ¢ responsavel pela

UVB 290 a 320 producdo de vitamina D e causa de eritema
(vermelhidao).

Penetra nas camadas mais profundas da pele

UVA I 320 a 340 (derme e hipoderme), pode provocar

UVA I 340 a 400 envelhecimento das fibras elasticas de

colageno e alterar o DNA dos melandcitos

Fonte: Elaborada pela autora (2021), baseada em Santos, Sobrinho e Oliveira (2018); Abid ef al. (2017);
Bindaco, Benz e Neto (2017); e ANVISA (2012).

Apesar de todas as benesses que 0s raios solares nos proporcionam, a exposicao
excessiva a luz solar pode ser um problema crescente no mundo e, especialmente no Brasil,
por ser um pais de elevada incidéncia de raios UV, devido a sua localizagdo geografica. A
exposicao ao sol ¢ um fator que contribui para acelerar o processo natural de envelhecimento,
pois ¢ agressiva a superficie da pele, sendo responsavel pelo aparecimento precoce de rugas e
manchas e, em casos mais graves, até o proprio cancer de pele. Segundo o Global Burden of
Cancer (2018), o cancer ¢ a segunda principal causa de mortes no mundo, atrds apenas das
doencas cardiovasculares. No Brasil, o cancer de pele ¢ a neoplasia com maior indice, quando

comparada as demais neoplasias e ¢ definido como o crescimento anormal e descontrolado
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das células que compdem a pele (GLOBAL BURDEN OF CANCER, 2018; INCA, 2018a,
2018b; INMETRO, [s.d.]; SANTOS; SOBRINHO; OLIVEIRA, 2018; SILVA A. et al.,
2015).

A radiagdao UV ¢ a principal responsavel pelo desenvolvimento de tumores cutaneos
e a maioria dos casos estd associada a exposicao excessiva ao sol ou ao uso de cimaras de
bronzeamento. A populacdo em geral submete-se as radiacdes UV de maneira direta e/ou
indireta de maneira excessiva quase que diariamente. Algumas vezes esta exposicao se da de
forma voluntaria, em busca de um corpo bronzeado que, segundo estudo de Andrew e
colaboradores (2016), estd diretamente relacionado a maior satisfagdo com a imagem
corporal. Dessa forma, menos atengdo ¢ direcionada a comportamentos de protecdo solar
(GLOBAL BURDEN OF CANCER, 2018; ANDREW; TIGGEMANN; CLARK, 2016;
SILVA A. et al., 2015).

Se por um lado, para os ocidentais, ter uma pele bronzeada ¢ desejavel, por outro,
nota-se um maior interesse das pessoas por uma pele jovem, isenta de rugas e manchas.
Embora seja conhecido que o envelhecimento ¢ um processo natural, fatores ambientais
(como a exposicao ao sol) podem estimular este processo. Ainda que existam produtos
cosméticos prometendo resultados milagrosos e, mesmo com diversos avangos alcangados, a
melhor maneira de ser combater o fotoenvelhecimento e o cancer de pele continua sendo a
prevencdo. Os efeitos negativos que as radiagdes UV podem causar na pele, podem ser
reduzidos pelo uso de protetores solares. Eles tém como objetivo principal a formacdo de uma
barreira fisico-quimica protetora contra os raios UV, reduzindo a quantidade de radia¢do que
atinge a pele humana, através da absorcao, reflexdo e/ou dispersdo da radiagdo, atenuando
assim os efeitos desta. Também € importante salientar que a exposi¢ao a luz solar € necessaria
para a produgdo de vitamina D, importante para prevengdo de doengas cardiacas, autoimunes,
virais e depressdo. A vitamina D ¢ induzida de maneira natural pela radiagdo UVB na pele,
por isso, deve haver um equilibrio entre o nivel de exposi¢do e a prevengdo de maneira
benéfica (SANTOS; SOBRINHO; OLIVEIRA, 2018; FERREIRA; OLIVEIRA;
BARZOTTO, 2017; ANDREW; TIGGEMANN; CLARK, 2016; SILVA A. et al., 2015;
NASCIMENTO; SANTOS; AGUIAR, 2014; NAIR; MASEEH, 2012; ARANOW, 2011).
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2.1 PROTETORES SOLARES

O primeiro protetor solar (PS) foi comercializado nos Estados Unidos em 1928 e
consistia em uma emulsdo composta com salicilato e cinamato de benzila como agentes
fotoprotetores. Com a ocorréncia dos primeiros relatos correlacionando problemas de pele a
exposicdo solar em 1930 e através da constatacdo de que tais produtos prolongavam a
exposicao ao sol e preveniam queimaduras na pele, o uso do protetor solar foi se difundindo.
Inicialmente, apenas os filtros UVB eram utilizados devido a concepcao de que apenas esta
radiagdo era perigosa para a pele humana. Posteriormente foi demonstrado que a radiacao
UVA também produz danos a pele e, por isso, filtros UVA também foram incluidos nas
formulagcdes (NASCIMENTO; SANTOS; AGUIAR, 2014; SCHALKA; REIS, 2011,
VALLEJO; MESA; GALLARDO, 2011).

Em menos de um século, muitos avangos aconteceram. Durante a Segunda Guerra
Mundial, devido a necessidade de prote¢do solar adequada para os soldados, seu uso foi
intensificado. Em 1943 o acido para-aminobenzoico (PABA) foi patenteado como o primeiro
filtro solar. Nos anos da década de 1970, diferentes filtros UVB foram incorporados a cremes
e logdes e seu uso foi popularizado. Em 1972 a Food and Drug Administration (FDA) passou
a recomendar o uso de produtos para protecdo solar e, a partir de 1978, o conceito de
fotoprotetores passou a ser adotado (NASCIMENTO; SANTOS; AGUIAR, 2014;
SCHALKA; REIS, 2011).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), atualizou, em
2012, a classificagdo de protetor solar como sendo “qualquer preparagdao cosmética destinada
a entrar em contato com a pele e labios, com a finalidade exclusiva ou principal de protegé-la
contra a radiacdo UVB e UVA, absorvendo, dispersando ou refletindo a radiacdo”. Segundo a
Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2019, p. 30), cosméticos sdo produtos de uso externo,
destinados a protecdo ou ao embelezamento das diferentes partes do corpo. Os preparados
antissolares pertencem a classe de cosméticos e sdo barreiras protetoras responsaveis por
diminuir a quantidade de radiacdo UV que a pele pode absorver (ANVISA, 2012, 2019;
BINDACO; BENZ; NETO, 2017; NASCIMENTO; SANTOS; AGUIAR, 2014).

De maneira geral, o protetor solar ¢ um produto comercial, vendido para proteger a
pele humana da radiacdo ultravioleta. Além dos filtros UV, eles contém muitas outras
substancias em sua composicdo, como emolientes, conservantes ou estabilizantes,
emulsificantes, fragrancias e compostos corantes. Os compostos ativos dos filtros solares sao

0s responsaveis por absorver, refletir ou espalhar os raios nocivos do sol, alterando assim a
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resposta fisioldgica normal a radiagdo solar. Esses compostos também ajudam a prevenir
queimaduras solares, reduzir a chance de envelhecimento prematuro da pele, cancer de pele e
outros efeitos prejudiciais devido a exposicao ao sol (FIVENSON et al., 2021).

Os fotoprotetores sao classificados em duas categorias principais: filtros inorganicos
e organicos. Os inorganicos, também conhecidos como filtros fisicos, sdo inertes e opacos,
insoluveis em agua, apresentam alto indice de refracdo de particula, e, portanto, alta
capacidade de refletir a luz. Eles formam uma barreira sobre a pele, o que pode deixa-la
esbranquicada, efeito considerado esteticamente desfavoravel. As substancias inorganicas
mais comumente empregadas para prote¢do solar sdo 6xido de zinco e didxido de titanio,
considerados inertes e ndo toxicos. Ja os filtros organicos, também chamados de filtros
quimicos, geralmente sdo compostos aromaticos, conjugados, com grupos carboxilicos,
apresentando na maioria das vezes um grupo doador de elétrons. Atuam por absor¢cdo da
radiagdo de faixas de comprimentos de onda especificas (FIVENSON et al., 2021; SANTOS;
SOBRINHO; OLIVEIRA, 2018; ABID et al., 2017, BINDACO; BENZ; NETO, 2017,
RODRIGUES; STANIFORTH; STAVROS, 2016; SILVA A. et al., 2015; NASCIMENTO;
SANTOS; AGUIAR, 2014; VALLEJO; MESA; GALLARDO, 2011).

Até o presente momento, nenhuma molécula unica fornece fotoprotecdo em toda a
faixa de radiagdo UVA e UVB. Uma boa estratégia para aumentar o espectro em que o
protetor solar atua, ¢ a associacdo de diferentes filtros, que protegem das radiagdes UVA e
UVB. Sendo assim, frequentemente pelo menos dois absorvedores quimicos sdo usados em
conjunto na formulagdo para garantir que o filtro solar atenda as especificacdes das agéncias
reguladoras. Apesar de os preparados antissolares serem extensivamente testados
dermatologicamente e quanto a sua capacidade fotoprotetora, os fendmenos que ocorrem a
nivel molecular ap6s a absor¢do da radiacdo ainda ndo foram completamente elucidados
(SANTOS; SOBRINHO; OLIVEIRA, 2018; RODRIGUES; STANIFORTH; STAVROS,
2016; AFONSO et al., 2014; LHIAUBET-VALLET et al., 2010).

Predominantemente, o Fator de Prote¢do Solar (FPS) ¢ o aspecto analisado em
produtos que visam a protecdo solar. Por defini¢ao, conforme proposto pelo FDA em 1978, o
FPS ¢ a razdo numérica entre a Dose Eritematosa Minima (DEM) da pele protegida pelo
fotoprotetor, e a DEM da pele ndo protegida. A DEM ¢ o tempo que a pele leva para ficar
avermelhada. De acordo com a RDC n° 30, de 1° de junho de 2012 (ANVISA), ¢

imprescindivel estudos que comprovem a eficécia fotoprotetora dos produtos comercializados
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com esta finalidade e a determinacao do FPS deve ser realizada de acordo com os métodos da
FDA 1999 e/ou COLIPA 2006 (ANVISA, 2012; SCHALKA; REIS, 2011).

Por outro lado, deve-se considerar que o FPS ¢ uma medida de protecdo UVB e nao
reflete a taxa de protecdo UVA do produto, pois deve ser considerado o marcador biologico
relacionado ao efeito de prote¢do. O FPS ¢ aplicado exclusivamente as radiagdes UVB, pois
estas sdo as causadoras de eritemas, ou seja, a protecdo contra a queimadura solar ¢
quantificada. Portanto, ndo se pode afirmar qual ¢ o percentual de protecdo contra o
desenvolvimento de neoplasias cutaneas ou mesmo em relagdo aos efeitos da radiagdo UVA.
Além disso, na escolha de um agente fotoprotetor, os dados relativos a substantividade
(resisténcia a agua) e a fotoestabilidade também devem ser considerados para uma correta
fotoprote¢do (AFONSO et al., 2014; NASCIMENTO; SANTOS; AGUIAR, 2014;
SCHALKA; REIS, 2011).

Um dos principais fatores que ditam a eficacia de protetores solares ¢ sua
fotoestabilidade, que ¢ a capacidade que o produto tem de permanecer na pele por longos
periodos sem degradar na presenca de luz solar. Eles ndo podem ser irritantes, sensibilizantes
ou fototoxicos. Também devem ser resistentes a agua e ao calor, além de apresentar
estabilidade quando aplicados sob a pele humana, garantindo assim mais horas de protecdo. A
eficiéncia dos protetores solares depende da sua capacidade de absor¢do da energia radiante,
que ¢ proporcional a sua concentragdo, intervalo de absorcdo e comprimento de onda onde
ocorre a maxima absor¢do. Além disso, a presenca de diferentes filtros UV leva a efeitos
sinérgicos quanto ao desempenho final e a sua fotoestabilizagdo (SANTOS; SOBRINHO;
OLIVEIRA, 2018; AFONSO et al., 2014; SCHALKA; REIS, 2011).

Do ponto de vista da sua fotoestabilidade, as interagdes filtro a filtro podem ser
positivas ou negativas. O ideal seria que a log¢do de filtro solar ndo apenas absorvesse
fortemente as radiacdes, como também fosse capaz de dissipar o excesso de energia por meio
de mecanismos que nao causem alteracdes quimicas, restaurando a molécula ao seu estado
original sem formagdo de quaisquer espécies potencialmente prejudiciais. Isso porque os
compostos formados e que sdo produtos desta fotodegradacdo, podem ser inativos, mas
também favorecer a degradacdo de biocomponentes da pele pela fotossensibilizagdo, causar
alergias e produzir radicais livres (RODRIGUES; STANIFORTH; STAVROS, 2016;
VALLEJO; MESA; GALLARDO, 2011; LHIAUBET-VALLET et al., 2010; SCALIA;
MEZZENA, 2010).
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2.2 AVOBENZONA

Devido a sua estrutura altamente conjugada, a 1-(4-metoxifenil)-3-(4-terc-butilfenil)
propano-1,3-diona também conhecida como butil metoxi dibenzoilmetano, sob nomes
comerciais Eusolex 9020%, Neo Heliopan 357%, Parsol 1789, ou simplesmente Avobenzona
(AVO) ¢ um dos filtros solares organicos mais utilizados para proteger a pele da radiacao
UVA. Apesar de possuir alta absor¢cdo na faixa de UVA I, a AVO tem sua capacidade
fotoprotetora diminuida de 50% a 60% ap6s uma hora de exposicao a luz solar. Isto porque a
AVO esté propensa a degradagdo, quando exposta a radiagdo, devido a um equilibrio ceto —
endlico, conforme representado na figura 1 (GOVINDU et al., 2019; AFONSO et al., 2014;
KOCKLER et al., 2013; VALLEJO; MESA; GALLARDO, 2011; SCALIA; MEZZENA,
2010).

Figura 1 — Equilibrio ceto — enol da AVO.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

As formas ceto e enol absorvem em diferentes comprimentos de onda do espectro de
absorc¢do, como pode ser observado na figura 2. A forma cetona tem uma absor¢do maxima
em 265 nm e, devido a presen¢a de um hidrogénio 4cido entre as duas carbonilas, torna-se
menos estavel. Por possuir diferentes caminhos envolvidos no seu processo de decaimento, a
forma ceto pode formar radicais. A forma enol, tem uma absor¢do maxima em 355 nme ¢ a
forma mais estavel da Avobenzona, devido a sua estrutura altamente conjugada. Para efeitos
de protecdo solar, ¢ de maior interesse que a forma enol permane¢a (BERENBEIM et al.,

2020; ABID et al., 2017; AFONSO et al., 2014; KOCKLER et al., 2012).
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Figura 2 — Espectro de absor¢io molecular da AVO (100 mg L™') em ACN.

Abs
400

Forma ENOL
_____ Forma CETO

350

300

250

200

150

100

50

[=]

240 260 280 300 320 340 360 380 nm
Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A presenca do equilibrio ceto-enol torna a AVO um composto com baixa
fotoestabilidade. O fato de ser fotoquimicamente instavel prejudica a absor¢do da radiacdo
pela AVO apds a exposicao aos raios UV e esta ¢ a principal desvantagem associada ao seu
uso. Os produtos de fotodegradacdo da Avobenzona podem ser inativos, diminuindo a
eficacia do filtro solar; causar efeitos deletérios na pele, como danos oxidativos causados
pelos radicais formados; interagir com biocomponentes, causando reacdes de fotoalergia e
fototoxicidade; interagir com outros filtros UV e outros compostos presentes na formulagao,
levando a formacao de compostos com toxicidade desconhecida (GOVINDU et al., 2019; LI
et al.,2016; AFONSO et al., 2014).

Com o intuito de alcancar a fotoprotecdo esperada, a capacidade dos filtros de
absorver a radiagdo deve permanecer durante o periodo de exposi¢do solar mencionado no
rotulo dos produtos. Porém, embora os filtros ideais permane¢am inalterados ap6s a irradiagao
com UV, a maioria dos filtros quimicos exibe alguma foto-reatividade. Uma molécula que
sofre tautomerismo do tipo ceto-enol pode ser classificada como um protetor solar fotolabil.
Se a absorbancia ou a faixa de comprimento de onda de absor¢ao diminuir, o risco de danos a
pele aumenta (LI et al., 2016; AFONSO et al., 2014; NASCIMENTO; SANTOS; AGUIAR,
2014; LHIAUBET-VALLET et al., 2010).

A fotoestabilidade da AVO em diferentes solventes organicos tem sido fonte de
estudos e foi descoberto que ela ¢ altamente dependente da polaridade e proticidade do
solvente. No estado fundamental, a AVO ¢ encontrada principalmente em sua forma enol

devido a ligacdo de hidrogénio intramolecular estabilizadora. A tautomerizagdo ¢ detectada
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em solventes ndo polares e polares aproticos como ciclo-hexano, iso-octano, dimetilsulféxido
(DMSO) e acetonitrila (ACN). Em solventes polares proticos, como o metanol (MeOH), o
equilibrio de tautomerizacao ¢ reduzido (BERENBEIM et al., 2020; HANSON et al., 2020;
MURPHY et al., 2020; AFONSO et al., 2014; CERESOLE et al., 2013; VALLEJO; MESA;
GALLARDO, 2011; LHIAUBET-VALLET et al., 2010).

Questdes relacionadas a protecdo solar e fotoestabilidade, bem como a penetragdo na
pele de filtros UV organicos sdo de particular interesse para garantir que o produto seja
seguro. Dessa forma, além do FPS, medidas da fotoestabilidade e permeagao cutanea também
sdo importantes. A capacidade de absor¢ao da radiacdo UV deve permanecer inalterada sob a
exposicao aos raios UV e a penetragdo percutdnea deve ser minima. A AVO, apesar de ser o
filtro mais eficaz usado como prote¢do UV A (devido alto coeficiente de absor¢do molar entre
os comprimentos de onda de 320 a 400 nm) e a inica molécula de filtro UVA I aprovada pela
FDA, mostrou-se fotoinstavel e exibiu significativa permeag@o no estrato corneo e epiderme
viavel (HANSON et al., 2020; KAVITHA; LAKSHMI, 2017; LI et al., 2016).

Kavitha e Lakshmi (2017) demostram evidéncias de que a Avobenzona, quando
exposta a luz solar libera radicais livres, que podem causar cancer, além de problemas
relacionados a infertilidade e disfungdes congénitos. Outros estudos demonstram que as
concentracdes de Avobenzona aumentam conforme a substancia se bioacumula e que hd uma
penetracao significativa de produtos de degradacdo em até 10 um na pele. Também foi
identificada a presenga desses produtos de degradagdo no plasma e urina humanos e em
amostras de leite materno. Frente a estes dados, surge a necessidade de monitorar e
quantificar componentes nocivos presentes em produtos de cuidado pessoal (ADLER,;
DELEO, 2020; COZZI; PERUGINI; GOURION-ARSIQUAUD, 2018; TIPPAVAJHALA;
MENDES; MARTIN, 2018; KAVITHA; LAKSHMI, 2017).

Um estudo de revisdo realizado por Lores ef al (2016) retine e organiza os métodos
utilizados para a determinacdo analitica de componentes cosméticos, dentre os quais estdo os
filtros UV. No que tange a AVO, ela pode ser analisada tanto em produtos cosméticos em
geral como em protetores solares propriamente ditos. Geralmente, os métodos mais utilizados
sdo os cromatograficos, como: cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC, do inglés High
Performance Liquid Chromatography), cromatografia de camada fina (TLC, do inglés Thin
Layer Chromatography) e cromatografia em fluido supercritico (SFC, do inglés Supercritical
Fluid Chromatography) acoplados a diversos detectores (KAVITHA; LAKSHMI, 2017;
LORES et al., 2016; CERESOLE et al., 2013).
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Galimany-Rovira e colaboradores (2016), ao analisarem simultaneamente seis
componentes de um creme clareador da pele por RP-HPLC (RP ¢ fase reversa, do inglés
reverse phase) obtiveram um pico adicional no cromatograma. Apds analise, os autores
concluiram que o pico extra tinha a mesma formula molecular da AVO e se tratava do
tautdomero ceto. Abid et a/ (2017) utilizaram-se do fato dos isdmeros poderem ser separados
por HPLC para avaliar a fotoestabilidade da AVO em diferentes condi¢des. No cromatograma
obtido, o primeiro componente a eluir trata-se da forma ceto e em seguida o isdmero enol.
Ambas as separagdes foram realizadas utilizando-se como eluente acetonitrila:agua (ABID et
al.,2017; GALIMANY-ROVIRA et al., 2016).

O desenvolvimento de diferentes métodos de separagdo vai ao encontro das
frequentes atualizacdes na legislacdo de cosméticos. Por isso, torna-se importante melhorar as
ferramentas analiticas utilizadas para atender aos requisitos de seguranca exigidos pelas
agéncias reguladoras. Além da otimizacdo dos parametros analiticos de validacdo, a utilizagao

3

de métodos considerados “verdes” estd cada vez mais ganhando espaco. Nesse sentido,
diferentes propostas baseadas em eletroforese capilar (CE, do inglés Capillary Eletrophoresis)
foram relatadas e tornam-se cada vez mais importantes, com potencial a ser explorado, tanto
para abordagem de um unico analito, como para multianalitos (LORES et al., 2016; HSIAO et

al.,2015; LIN et al., 2015).

2.3 ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese ¢ um método de separagdo desenvolvido inicialmente por Arne
Wilhelm Kaurin Tiselius nos anos 1930. Baseia-se nas diferentes velocidades de migracao de
espécies carregadas sob acdo de um campo elétrico. Ao longo dos anos, foi sendo
aperfeicoada e, em 1983, Jogenson e Lukacs introduziram a utilizagdo de capilares no sistema
eletroforético. O uso do capilar oferece vantagens sobre os outros meios utilizados, como
permitir a realizagdo de separagdes com a aplicagdo de altas voltagens, resultando em um
aumento de eficiéncia, resolucdo e velocidade de andlise. Portanto, a eletroforese capilar ¢
definida como uma técnica de separagao baseada na diferenca de migragdo dos compostos na
presenca de um campo elétrico ( SKOOG et al., 2014; SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012;
JORGENSON; LUKACS, 1983).

Algumas vantagens da técnica fazem com que ela seja uma ferramenta importante
para a solucdo de problemas analiticos envolvendo separacdes, a saber: a simplicidade

instrumental, facilidade de automacgao e possibilidade de desenvolvimento rapido de métodos.
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Outros pontos positivos sdo consumo minimo de reagentes e solventes, pouco volume de
amostra requerida para analise, baixa geracdo de residuos, tempos de andlise curtos e
compatibilidade com diversos sistemas de deteccdo. A CE também oferece a possibilidade de
alcancar alta frequéncia analitica com alta eficiéncia, fazendo com que atenda a diversos
pressupostos da Quimica Verde (SKOOG et al., 2014; PINERO; BAUZA; ARCE, 2011;
ALTRIA; MARSH; GRIEND, 2006;).

As separagdes em CE que utilizam mecanismos e seletividade caracteristica podem
ser chamadas de modos. Existem diferentes modos de CE, baseados principalmente na
natureza do meio de separagdo introduzido no capilar e nas caracteristicas dos analitos a
serem separados. Entre os modos mais populares, destaca-se a eletroforese capilar de zona
(CZE, do inglés Capillary Zone Electrophoresis). Nos ultimos anos, vem ganhando espaco a
cromatografia eletrocinética, que ¢ um modo hibrido entre HPLC e CE, oferecendo algumas
das melhores caracteristicas dos dois métodos. Nesta modalidade, fluxo eletrosmético (EOF),
devido a dupla camada elétrica que se desenvolve na interface entre a silica e a solugdo, se
comporta como a fase movel (FM) que carrega os analitos em direcdo ao detector. Durante o
processo os analitos também podem interagir com a fase pseudo-estacionaria que preenche o
capilar. Dentre as vantagens, ressaltam-se separagdes altamente eficientes empregando
microvolumes de solu¢cdo da amostra, o bombeamento eletrosmoético produz um perfil plano
em vez do parabdlico, resultando em bandas estreitas e, assim, altas eficiéncias de separagao.
A tabela 2 destaca as principais caracteristicas da CZE e dos modos de cromatografia
eletrocinética (ALVAREZ—RIVERA; CIFUENTES; CASTRO PUYANA, 2018; SAKO,
2015; SKOOG et al., 2014; SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012; HOLLER; SKOOG;
CROUCH, 2009).
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Tabela 2 — Modos de Eletroforese Capilar e suas principais caracteristicas.

Modo Caracteristicas
E 0 modo mais utilizado. A amostra ¢ injetada dentro da coluna capilar
CZE previamente preenchida com o eletrélito de corrida e o potencial ¢
Eletroforese aplicado gerando um campo elétrico, fazendo com que os analitos

migrem dentro do capilar em zonas distintas, sendo separados de

capilar de zona ) - :
acordo com as diferentes mobilidades efetivas.

Aplicada principalmente para a analise de compostos neutros, o

MEKC mecanismo de separagdo se baseia na particao diferenciada dos analitos
Cromatpgrgﬁa entre a fase movel e uma fase pseudo-estaciondria composta por
eletr(?cmetlca micelas. A mobilidade efetiva sera resultante da mobilidade do EOF ¢

micelar da mobilidade da propria micela.

MEEKC Neste modo o principio de separagdo se baseia na parti¢ao dos solutos
entre a fase movel e a fase pseudo-estaciondria composta com
Cromatografia . N ~ !
e microemulsdes. Em comparagdo a MEKC, apresenta maior
eletrocinética em . . . . .
) - aplicabilidade, pois os solutos penetram mais facilmente na superficie
microemulsdo

de uma gota que na superficie de uma micela, que ¢ mais rigida.

Fonte: Elaborada pela autora (2021), baseada em Sako (2015) e Spudeit, Dolzan ¢ Micke (2012)

As separagdes em cromatografia eletrocinética micelar (MEKC, do inglés Micellar
Electrokinetic Chromatography) foram desenvolvidas inicialmente por Terabe et al (1984)
para resolver a limitacao relacionada a separagdo de compostos neutros em CE. Essa técnica
envolve a introducdo de um tensoativo em concentragdo na qual micelas sdo formadas, ou
seja, acima da chamada concentracdo micelar critica (CMC). As micelas podem incorporar
compostos ndo-polares em seu interior, solubilizando-os. A separacdo baseia-se na parti¢ao
diferenciada dos analitos entre o eletrdlito e a “pseudo-fase” composta pelas micelas. A
mobilidade efetiva ¢ resultante da mobilidade do fluxo eletrosmotico e da mobilidade da
propria micela. O surfactante mais utilizado em MEKC ¢ o dodecil sulfato de s6dio (SDS),
com carga negativa, tendendo a migrar para o anodo. Os analitos neutros irdo interagir com as
micelas, dependendo do seu coeficiente de parti¢do especifico (ALVAREZ-RIVERA;
CIFUENTES; CASTRO PUYANA, 2018; SKOOG et al., 2014; SPUDEIT; DOLZAN;
MICKE, 2012; HOLLER; SKOOG; CROUCH, 2009; TERABE et al., 1984).

Entretanto, devido ao seu mecanismo de separacdo, moléculas altamente apolares
(logaritmo do coeficiente de particao octanol/agua, logPow > 5) podem nao ser bem resolvidas
pela técnica, sendo necessario aprimorar a mesma. Por isso, outro modo que se baseia na
utilizagdo de surfactantes ¢ a cromatografia eletrocinética por microemulsao (MEEKC, do
inglés Microemulsion Electrokinetic Chromatography), relatada pela primeira vez por

Watarai em 1991. A microemulsdao (ME) ¢ uma mistura opticamente transparente de liquidos
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imisciveis, composta por uma fase oleosa (FO) e uma fase aquosa (FA), estabilizadas por um
surfactante em conjunto com co-surfactantes. O principio de separagdo em MEEKC combina
0 mecanismo eletroforético com o cromatografico, pela interacao diferencial dos analitos nas
microemulsdes, consideradas como fase pseudo-estacionaria. Os analitos podem particionar
entre a gota de Oleo e a fase aquosa, de acordo com a sua polaridade. A separacdo dos analitos
neutros se d4 de acordo com o coeficiente de particionamento entre as duas fases. Devido a
composi¢ao das microemulsdes, MEEKC pode ser usado para separar, ao mesmo tempo,
compostos polares, apolares, i6nicos e neutros (AMARIUTEI et al., 2015; DERBINA et al.,
2015; SILVA J. et al., 2015; GARCIA; CHUMBIMUNI-TORRES; CARRILHO, 2013;
CAO; SHENG, 2010; PYELL, 2006; WATARALI, 1991)

2.3.1 MEEKC

Desde que foi desenvolvida, MEEKC vem ganhando espago como modo de
separacdo eletroforética. Exibe separacdes rapidas e eficientes de uma ampla gama de
compostos carregados e neutros, solliveis e insoliveis em dgua. Em compara¢do a MEKC,
apresenta maior aplicabilidade, pois os solutos penetram mais facilmente na superficie de uma
gota que na superficie de uma micela, que ¢ mais rigida. Variando a composi¢cdo da
microemulsdo, varios parametros podem ser explorados para otimizar a resolug¢do e reduzir o
tempo de andlise. Sua gama de aplicagdes se estende para andlises ambientais, de alimentos,
produtos farmacéuticos e naturais, biomoléculas e separacdes quirais. Avancos vém sendo
desenvolvidos nas etapas de pré-concentracdo on-line e off-line, bem como na etapa de
deteccao, com o acoplamento ao detector de massas com fotoionizagdo a pressao atmosférica,
superando as desvantagens de uma matriz rica em surfactante (JAVED; AHSAN, 2019; YU et
al.,2012; WATARALI, 1991).

Nos tultimos anos, as aplicagdes de MEEKC em produtos naturais abrangeram
catequinas, acidos fenolicos e flavonoides ( WU et al., 2018; CAO; DUN; QU, 2011), os
curcuminoides: curcumina, desmetoxicurcumina e bis-desmetoxicurcumina (LI et al., 2014),
oito iso-flavonas (XIAO et al., 2016), além da separacdo e quantificacdo das vitaminas Bl
(tiamina), B2 (riboflavina) e D3 (colecalciferol) (MOHORIC et al., 2016), determinagio de
ligninas em amostras vegetais (CHU et al., 2017) e separagdo de sesquiterpenos, incluindo
curdina, curcumenol, germacrona, furanodieno e B-elemeno em medicamentos fitoterapicos

(WEI et al., 2018).
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A diversidade de amostras analisadas por MEEKC vai desde medicamentos
antidiabéticos: metformina e glibenclamida (AMARIUTEI et al., 2015), aos conservantes
acido sorbico e acido benzoico utilizados em maionese (DERBINA et al., 2015). Felici e
colaboradores (2016), desenvolveram método para a separagdo e determinagao simultanea das
lactonas macrociclicas mais utilizadas como drogas antiparasitirias, ivermectina e
moxidectina, em aguas ambientais. A técnica também foi utilizada para determinar os fatores
de capacidade de complexos de ruténio utilizados como agentes anticancer (GIRINGER et al.,
2018) e estd inserida nas ciéncias forenses, como uma técnica promissora para exames de
trago de batom (KROL et al., 2020).

Outra aplicagdo importante da técnica consiste na determinacdo da lipofilicidade de
compostos acidos, neutros e basicos, utilizando a correlagdo entre o logPow € 0 logKmeeke
(razoes de distribuicao de massa) (SUBIRATS; REDON; ROSES, 2018; SUBIRATS et al.,
2016). O logaritmo do coeficiente de particio octanol/agua (logPow) de solutos neutros
também foi estimado pela técnica e o perfil do fator de retencdo versus pH foi estabelecido.
Atualmente, avalia-se a viabilidade de determinar a lipofilicidade de compostos acidos
parcialmente ionizados por MEEKC, bem como estimar seu coeficiente de parti¢cao
octanol/agua (FERNANDEZ-PUMAREGA etal.,2018,2019, 2020).

Além da ampla gama de aplicagdes, MEEKC se destaca pela versatilidade de
matérias primas que podem ser utilizadas na composi¢do das emulsdes. Por exemplo,
ciclodextrinas ¢ nanotubos de carbono foram utilizados em associacdo com surfactantes e
liquidos i6nicos foram testados como fase oleosa (LIN et al., 2015; LI et al., 2014; CAO;
DUN; QU, 2011). Ainda, a inclusdo de fosfatidilcolina torna a ME muito semelhante as
membranas bioldgicas, sendo uma possivel alternativa ao método de equilibrio para avaliar
solubilidade de farmacos (shake flask) (JAVED; AHSAN, 2019; XUAN et al., 2015). Quanto
a preocupagdo crescente e atual, que ¢ a poluicdo ambiental, as metodologias desenvolvidas
para MEEKC podem ser consideradas dentro do espectro da Quimica Analitica Verde

(FELICI et al., 2016).

2.4 MICROEMULSOES

Dispersoes coloidais ou emulsdes sdo misturas de liquidos imisciveis, compostas por
gotas de um liquido (fase dispersa) em outro (fase continua), estabilizadas por um surfactante,
muitas vezes em conjunto com co-surfactantes. Sua aplicabilidade ¢ difundida nas industrias

farmacéutica, alimenticia, agroquimica e de cosméticos, principalmente para encapsular,
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proteger e fornecer componentes ativos. Podem ser utilizadas como meio extrator,
solubilizador e, seus usos e funcionalidades se estendem também ao campo de técnicas
analiticas, como cromatografia, espectroscopia e eletroforese (VICENTINO et al., 2020;
DASGUPTA; RANJAN; GANDHI, 2019; FARAHIN et al., 2019; HARWANSH;
DESHMUKH; RAHMAN, 2019; MARZUKI; WAHAB; HAMID, 2019; PAUL; MOULIK,
2001).

A formagdo destas estruturas foi documentada primeiramente por Hoar ¢ Schulman
(1943) ao observarem que, nas proporc¢des corretas, dgua, Oleo e surfactantes formaram
dispersdes transparentes e eletricamente neutras quando o 6leo era a fase continua ou,
fortemente condutoras quando a fase continua era uma solugcdo aquosa. O termo
microemulsdo foi utilizado pela primeira vez em 1959, quando Schulman e colaboradores
propuseram um mecanismo de formacao e a estrutura das dispersodes utilizando microscopia
eletronica. Por esta técnica foi estabelecido que tais dispersdes consistem de goticulas
esféricas uniformes de 6leo ou agua dispersas na fase continua apropriada (SCHULMAN;
STOECKENIUS; PRINCE, 1959; BOWCOTT;,; SCHULMAN, 1955; SCHULMAN;
MATALON; COHEN, 1951; SCHULMAN; FRIEND, 1949; SCHULMAN; RILEY, 1948;
SCHULMAN; MCROBERTS, 1946; HOAR; SCHULMAN, 1943).

Como principais caracteristicas, as ME apresentam estabilidade termodinamica,
tensdo interfacial reduzida (pelo emprego dos surfactantes), transparéncia Optica, isotropia,
formacgao espontanea e diametro médio de gota de 10 a 200 nm. Entretanto, alguns conceitos
sdo contraditorios na definicdo das ME, especialmente quanto ao seu tamanho. Normalmente,
emulsdes com tamanhos na faixa supracitada sdo chamadas de nanoemulsdes (NE), porém,
devido ao termo microemulsdo ter sido usado primordialmente por Schulman, Stoeckenius e
Prince em 1959, neste trabalho ME foi denominado para emulsdes com diametro inferior a
200 nm (AUM et al., 2021; SUJATHA et al., 2020; JAVED; AHSAN, 2019; ROOHINEJAD
et al., 2018; SORADECH; KUSOLKUMBOT; THUBTHIMTHED, 2018; CALLENDER et
al., 2017; ALKRAD; MRESTANI; NEUBERT, 2016; AMARIUTEI et al., 2015; DERBINA
et al., 2015; CAO; SHENG, 2010; PYELL, 2006; SCHULMAN; STOECKENIUS; PRINCE,
1959).
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2.5 VALIDACAO ANALITICA

Quando um novo método ¢ proposto, ele deve passar por um processo de validacao.
Este processo ¢ requerido para confirmar se as exigéncias especificas para o uso pretendido
do método sdo atendidas, fornecendo evidéncias objetivas de que o método satisfaz os
critérios preconizados. Diferentes protocolos de validacdo podem ser empregados e os
parametros de validac¢ao, também conhecidos como figuras de mérito analitico, utilizados para
relatar os resultados analiticos mais comuns sdo: seletividade, linearidade, precisdo, exatidao,
limite de detecgdo e limite de quantificacio (INMETRO, 2020; ANVISA, 2017; AOAC,
2016; SKOOG et al., 2014; RIBANI et al., 2004).

Antes mesmo de comecgar o processo de validagdo do método, deve-se verificar a
conformidade do sistema, a fim de dar maior confiabilidade aos dados obtidos. Feito isso, a
seletividade ¢ o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de um método analitico.
Caracteriza-se pela capacidade do método de identificar e/ou quantificar o analito de
interesse, mesmo na presenga de outros analitos, impurezas da amostra, componentes da
matriz, diluentes ou produtos de degradacdo do proprio analito (INMETRO, 2020; ANVISA,
2017; SKOOG et al., 2014; RIBANI et al., 2004).

A linearidade ¢ a capacidade do método analitico fornecer respostas diretamente
proporcionais a concentragdao do analito em uma amostra, dentro de uma determinada faixa de
trabalho estabelecida, dependendo da aplicacdo a que se destina o método proposto. A
correlagdo entre o sinal medido e a massa ou concentragdo da espécie a ser quantificada ¢ uma
relagdo matematica, muitas vezes, expressa como uma equacdo de reta chamada de curva
analitica (RIBANI et al., 2004).

A precisdo analisa a proximidade dos resultados obtidos exatamente da mesma
forma. E avaliada pela dispersio dos resultados entre analises independentes e pode ser
determinada pela repeti¢ao da andlise em réplicas auténticas da amostra. Expressa por meio
da repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade, em termos de parametros que
demonstram o quanto cada resultado individual difere da média das réplicas. A exatiddo mede
a concordancia entre o resultado obtido pelo método e o valor verdadeiro ou valor de
referéncia aceito como verdadeiro, mensurada pelo erro absoluto ou relativo (INMETRO,
2020; ANVISA, 2017; SKOOG et al., 2014; RIBANI et al., 2004).

O limite de detec¢do (LD) ¢ a menor concentracdo de analito na amostra que pode
ser distinguida com certo nivel de confianca do ruido do equipamento, sendo detectada, mas

ndo necessariamente quantificada, utilizando-se o método a ser validado. O limite de
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quantificagdo (LQ) ¢ a menor concentracdo de analito na amostra que pode ser quantificado
pelo método utilizado. Na pratica, ¢ o limite inferior da faixa de concentragdo linear do
método (INMETRO, 2020; ANVISA, 2017; SKOOG et al., 2014; RIBANI et al., 2004).

2.6 OBJETIVOS

2.6.1 Objetivo Geral

Desenvolver um método analitico para monitorar os isomeros ceto ¢ enol da

Avobenzona em produtos cosméticos, utilizando técnicas de separagdo em meio liquido.

2.6.2 Objetivos Especificos

e Realizar a separagdo dos isomeros da Avobenzona utilizando Cromatografia

Eletrocinética por Microemulsao e Cromatografia Liquida.

e (aracterizar as microemulsdes desenvolvidas pelas técnicas de espalhamento

dindmico da luz e microscopia eletronica de transmissao.

e Avaliar a estabilidade da Avobenzona frente a radiacdo UV pelo método

MEEKC desenvolvido.

e Avaliar os parametros de mérito analitico das metodologias desenvolvidas

para quantificacdo dos analitos em amostras de protetor solar.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES E SOLUCOES

Para preparo das solucdes foi utilizada agua ultrapura (H20), obtida em sistema
Milli-Q da marca Millipore®, com resistividade de 18,2 MQ-cm a 25 °C. Todos os reagentes
empregados foram de grau analitico. Utilizou-se acetonitrila, alcool metilico e dimetil
sulfoxido grau HPLC da marca Tédia. Dodecil sulfato de sodio dust-free pellets, tetraborato
de sodio (TBS), a fase oleosa n-heptano grau HPLC e o padrio interno #-Anetol da Sigma
Aldrich®. Alcool n-butilico, fosfato de soédio monobésico anidro (NaH,PO4) e acido o-
fosforico 85% da Synth®. Hidroxido de Sdédio (NaOH) em micro pérolas P.A. da marca
Vetec. O padrao cosmético de Avobenzona foi gentilmente fornecido por empresa do setor
privado. A priori, foram preparadas solu¢des de NaOH 1,0 mol L™, TBS 0,1 mol L (tampdo
borato) e NaH,PO4 0,1 mol L' (tampdo fosfato). Solugdes padrio de Avobenzona foram
preparadas em DMSO e ACN na concentragio de 1000 mg L.

As microemulsdes de oleo (fase dispersa) em dgua (fase continua) foram preparadas
baseando-se em Cao ¢ Sheng (2010). Utilizou-se 3,3% (m/m) de SDS, 6,6% (m/m) de n-
butanol e 0,8% (m/m) de n-heptano. O volume do baldao foi completado com tampao fosfato
10 mM (pH 2.,5). A mistura foi sonicada por 30 minutos, a fim de se obter uma solugdao
opticamente transparente. Ap0s, filtrada em um filtro PTFE de 0,45 pm, com o objetivo de
remover possiveis particulas suspensas. A solu¢do foi armazenada em frasco de cor &mbar sob

temperatura ambiente para uso posterior.

3.2 AMOSTRAS

O apéndice A apresenta tabela com as amostras utilizadas neste trabalho, bem como
sua respectiva lista de composicao. Os compostos especificados correspondem aos listados
nas embalagens adquiridas em 25 de mar¢co de 2021 em farmacia do Bairro Trindade, na
cidade de Floriandpolis/SC. Uma vez que as formulagdes podem ser ajustadas regularmente
para incorporar novas descobertas cientificas, a declaracdo de componentes especificada na
embalagem se aplica em cada caso e pode nao corresponder ao estado atual de produgao.

O preparo das amostras se deu conforme Lin et al (2015), pesando-se 100 mg do
cosmético e adicionando 1 mL de ACN. Em seguida, as amostras sdo agitadas em vortex por

4 min e centrifugadas por 10 min a 12.000 rpm. A aliquota do sobrenadante foi filtrada em um
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filtro PTFE de 0,45 um. Antes das andlises, a amostra foi diluida no respectivo eletrdlito de
corrida (BGE, do inglés background electrolyte) ou fase movel dependendo do método

empregado. A preparacgdo e analise das amostras foi realizada em triplicata.

3.3 INSTRUMENTACAO

Os equipamentos utilizados para a realizacdo deste trabalho foram:

e Agitador multiplataformas para tubos e placas modelo K40-10208 marca Kasvi,
Analisador de Potencial Zeta e tamanho de particula modelo NanoBrook 90Plus da
marca Brookhaven Instruments Corporation com unidade tituladora BI-ZTU
Balancga analitica modelo AX2008, marca Shimadzu,

Banho de ultrassom, frequéncia ultrassonica 42 kHz, marca Cristofoli;

Centrifuga, modelo MiniSpin Plus, marca Eppendorf;

Cromatografo Liquido modelo 7200 Series marca Agilent Technologies equipado
com detector de arranjo de diodos (DAD).;

Eletroforese Capilar HP CE3P marca Agilent Techonologies, equipado com detector
de arranjo de diodos (DAD).

Microscopio Eletronico de Transmissao (TEM) JEOL JEM1011 100 kV
Microscopio Optico monocular modelo 640x 116/AL LED marca OPTON
pHmetro, modelo B-474, marca microNal; com eletrodo de referéncia de Ag/AgCl.
Sistema Milli-Q® de Agua Ultrapura Tipo 1 marca Merck

O tratamento de dados, a analise estatistica, confeccao de graficos e plotagem das

curvas foi realizada utilizando os softwares Past, Origin e Pacote Office 365.

3.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.4.1 Eletroforese Capilar

As andlises eletroforéticas foram realizadas em equipamento de eletroforese capilar
modelo HP CE®P fabricado pela Agilent Techonologies, equipado com detector de arranjo de
diodos (190-700nm). Foram utilizados capilares de silica fundida da marca NS7, com
revestimento externo de poli-imida, com 375 um de didmetro externo, com 50 pm de
diametro interno, 48,5 cm de comprimento total (Lto) € 40 cm de comprimento efetivo de
separacao (Lpet) quando a amostra ¢ injetada pela extremidade mais distante do detector.

Quando a amostra ¢ injetada pela extremidade mais proxima ao detector, o comprimento
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efetivo de separagdo ¢ de 8,5 cm. O condicionamento inicial dos capilares foi realizado
utilizando pressdo de 940 mbar durante 30 minutos com NaOH 1,0 mol L' seguido por 30
minutos de H>O deionizada. No inicio de cada dia, o capilar foi condicionado com 5 minutos
de NaOH, 5 minutos de H>,O e 5 minutos com eletrolito de corrida, todos com 940 mbar de
pressdo. Os capilares foram mantidos a temperatura de 20 °C durante as analises. As amostras
e os padrdes foram inseridos no capilar pela extremidade mais proxima ao detector (outlet,
Lpet = 8,5 cm) e também pela mais distante (inlet Lpet = 40 cm), por inje¢ao hidrodindmica de
50 mbar por 5 segundos ou inje¢ao eletrocinética, aplicando-se 10 kV por 5 segundos. Para a
separagao foi aplicada uma tensdo de 20 kV com polaridade positiva (pelo outlet) ou negativa
(pelo inlet). A deteccdo dos analitos foi realizada nos comprimentos de onda (A) de 254 nm e
360 nm. Para aquisicdo e tratamento de dados foi utilizado o software Chemstation®, versao

Rev. B.04.03 [16] fornecido pelo fabricante do equipamento.

3.4.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

As separagdes cromatograficas foram feitas empregando-se sistema HPLC-DAD
Agilent Technologies 1200 Series, equipado com detector de arranjo de diodos, degaseificador
online, bomba quaternaria, que conduziu a fase movel empregada em um gradiente de agua e
acetonitrila, de 0 a 5 minutos 60% de ACN e 40% de H>O; entre 5 ¢ 10 minutos 100% de
ACN e; de 10 a 20 minutos, retorna para 60% de ACN e 40% de H20. O fluxo da fase movel
foi de 0,250 mL'min™ e pressio maxima de 400 bar. Utilizou-se coluna Synergi Polar-RP
(150 mm x 2 mm), com tamanho de particula de 4 um e porosidade de 80 A, marca
Phenomenex. A temperatura da coluna durante a analise foi mantida em 30 °C. O volume de
injecdo das amostras foi de 5 pL, utilizando um amostrador automatico. Os analitos foram
monitorados em comprimento de onda 256 nm e 360 nm. Para aquisicdo e tratamento de
dados foi utilizado o software Chemstation®, versio Rev. B.04.03 [16] fornecido pelo

fabricante do equipamento.

3.4.3 Caracterizacio das ME

3.4.3.1 Espalhamento Dinamico de Luz

Medidas de tamanho de particula e indice de polidispersdo (PDI, do inglés

Polydispersity Index) foram realizadas por espalhamento dinamico da luz (DLS, do inglés
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Dynamic Ligth Scattering), em equipamento NanoBrook 90Plus da marca Brookhaven
Instruments Corporation, disponivel no Laboratorio de Fluorescéncia Molecular (Laboratério
203, Departamento de Quimica — UFSC). Este equipamento também foi utilizado para
medidas de potencial zeta. Para as analises, foram utilizadas cubetas de quartzo e angulo de
medida 90°. As medidas foram realizadas em triplicata com duracdo de 30 segundos cada, na
temperatura de 25 °C, utilizando agua como solvente e indice de refragdo real 1,33. As
amostras foram analisadas sem diluicao, no dia do preparo (dia 0) e nos dias 07, 14, 21 e 28

apods o preparo, com o objetivo de monitorar a estabilidade.

3.4.3.2 Microscopia Eletronica de Transmissdo

Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissdo (TEM, do inglés Transmission
Electron Microscopy) foram obtidas utilizado Microscopio JEM 1011, operando a voltagem
de aceleracdo de 100 kV, disponivel no Laboratorio Central de Microscopia Eletronica
(LCME — UFSC). Grades (grids) de cobre revestidas com filme polimérico carbono/Formvar,
200 mesh da marca Pelco foram preparados 24 horas antes das analises. As amostras foram

gotejadas sobre os grids e aguarda-se a secagem a temperatura ambiente.

3.5 VALIDACAO ANALITICA

3.5.1 Conformidade do sistema

Neste trabalho, utilizaremos os parametros fator de retencdo (k), resolucao (Rs) e
nimero de pratos (N), calculados de acordo com Skoog et al (2014), conforme apresentado
nas equacdes 1, 2 e 3, respectivamente. Os valores de fator de retencdo devem ser maiores que
2, indicando que o pico de interesse estd bem separado de outros picos e do pico
correspondente ao tempo de retengdo de um composto nao retido. Para a resolugdo valores
acima de 1,5 que j4 indicam que houve separacdo entre os picos, embora um bom valor de
resolugdo deva ser maior que 2 entre o pico de interesse € o interferente mais proximo. Para o
numero de pratos os valores calculados devem estar acima de 2000 (SKOOG et al., 2014;

RIBANI et al., 2004).
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_tr—t 1)
to

k

onde tr € o tempo de retencdo do analito e to € o tempo de retencdo da fase mével (ou tempo

morto ou tempo de retengdo de um composto ndo retido).

N =16 (t—R>2 (2)

w

onde tr € o tempo de retengdo e w € a largura do pico na linha de base

Rs = 2 (M) (3)

Wy + wy

onde trp € tra s30 0s tempos de retencdo dos picos adjacentes € wa € Wb sdo as larguras dos

picos na linha de base.
3.5.2 Seletividade

A confirmacdo da pureza do pico deve ser realizada antes que as informagdes
quantitativas do pico sejam usadas para calculos adicionais. Os equipamentos da marca
Agilent Technologies, possuem no software Chemstation® uma ferramenta que permite
avaliar experimentalmente a pureza do pico, também conhecida como homogeneidade
espectral do pico. Esta ferramenta foi utilizada para determinar a seletividade do método
proposto, verificando se ocorre a sobreposicdo de picos pela andlise dos espectros de UV
coletados pelo detector de arranjo de diodos. Também foram avaliados os valores de Purity

factor e Threshold.
3.5.3 Linearidade

Para verificar a faixa linear de trabalho, foram construidas curvas de calibracdo da
solucdo padrao de AVO, em triplicata, com cinco niveis de concentragdo distribuidos de
forma equidistante, na faixa de 20 a 100 mg L' para HPLC e de 70 a 350 mg L"! para CE. Os
parametros da curva foram obtidos pelo método matematico de regressdo linear e o
coeficiente de determinacdo (R?) foi avaliado com ajuste de valores acima de 0,99, conforme
recomendado pela ANVISA (2016) pois, quanto mais proximo de 1,0 menor a dispersdao do
conjunto de pontos experimentais € menor a incerteza dos coeficientes de regressdao

estimados. A sensibilidade (coeficiente angular da regressdo linear) e a significancia da
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regressdo foram validadas pelo teste F de Fisher-Snedecor e a normalidade da distribuigdo
pelo teste de Shapiro-Wilk. Todos os testes estatisticos foram realizados com um nivel de

significancia de 5%.
3.5.4 Precisao e Exatidao

A precisdo foi expressa através da estimativa do desvio padrdo relativo, também
conhecido como coeficiente de variagao (CV) conforme equacao 4, tendo como parametro de

resposta as areas e os tempos de retencao dos picos referentes aos analitos.

CV (%) = 2* 100 4)

onde s ¢ a estimativa do desvio padrao amostral e x ¢ a média das replicatas.

A equacdo 5, também conhecida como equag¢do de Horwitz (INMETRO, 2020), foi
utilizada para calcular os valores de CV maximos, de acordo com a concentragdo de trabalho

nas amostras analisadas.

cv (%) — 2(1—0,510gC) (5)

onde C ¢ a razdo da concentragdo na amostra.

A precisdo instrumental foi determinada através da injegdo consecutiva de uma
solucdo padrdo do ponto médio da curva de calibragdo por dez vezes. A repetibilidade foi
observada ao analisar trés injecdes consecutivas de solucdes de padrdoes em trés niveis de
concentragdes: 20, 60 e 100 mg L' para HPLC e 71, 214 e 357 mg L! para CE. A precisdo
intermediaria foi verificada da mesma forma que a repetibilidade, por injecdo dos padrdes em
trés niveis de concentracdo em triplicata, porém em diferentes dias, ao longo de duas semanas.

A exatidao do método proposto foi verificada através de testes de recuperacao das
amostras fortificadas em trés niveis de concentragdo da curva de calibracao: 20, 60 e
100 mg L' para HPLC e 71, 214 e 357 mg L' para CE, preparadas em triplicata e injetadas

de forma aleatoria. A recuperacao foi calculada conforme equacdo 6:



38

— Lamostra nio fortificada) (6)

* 100

(Camostra fortificada

Rec (%) =

Cadicionada

sendo Camostra fortificada @ concentracao da amostra mais a concentracdo do padrdo adicionado,
Camostra nio fortificada SOmente a concentracao da amostra e, Cadicionada 2 concentracao do padrao

adicionado.
3.5.5 Limite de deteccido e quantificacao

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram estimados pelo método baseado nos
parametros da curva de calibragdo. O limite de deteccao foi calculado conforme equagdo 7 e o

limite de quantificacdao, de maneira semelhante ao LD, conforme equacao 8,

S
LD =33= (7
m

— 105 (8)
LQ =10~

onde s ¢ o desvio padrao do coeficiente linear e m o coeficiente angular ou inclina¢do da

curva de calibragao.
3.6 SEGURANCA E RESIDUOS

Para garantir a seguranga ao longo dos experimentos o laboratério conta com
capelas, luvas, mascaras e oculos de prote¢do, além do uso obrigatorio de jaleco, cal¢ado
fechado e calgas para a realizacdo dos experimentos. Os residuos liquidos e so6lidos, foram
previamente tratados quando possivel. Em seguida, todo residuo gerado foi descartado no

sistema de residuos liquidos e sélidos presente no laboratorio para destinagao final.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ELETROFORESE CAPILAR

4.1.1 Desenvolvimento do método

A partir da microemulsao proposta por Cao e Sheng (2010), obteve-se a primeira
formulacao, composta por 0,8% de n-heptano, 3,3% de SDS, 6,6% n-butanol e 89,3% de
tampao borato 10 mM com pH = 9,2. Esta formulacdo foi chamada de ME Basica, a tabela 3
apresenta as principais formulacdes testadas neste trabalho. Como o surfactante utilizado no
preparo ¢ anidnico, a gota de Oleo emulsionada fica negativamente carregada, migrando
eletroforeticamente em direcao ao anodo (eletrodo positivo), dire¢do oposta ao EOF (migra do
anodo para o catodo). A velocidade de migracdo ¢ a soma da velocidade do fluxo com a
velocidade da ME e, neste caso elas sdo opostas. Porém, devido ao pH do BGE ser alcalino,
espera-se que a migragdo ocorra na dire¢do do catodo (eletrodo negativo).

A primeira tentativa de separagdo com a ME desenvolvida foi executada sob as
seguintes condi¢des: capilar de 32,5 cm (Lit) € 50 um de didmetro interno, inje¢ao
hidrodindmica (50 mbar/5 s) pelo inlet e voltagem aplicada de +20 kV. A amostra utilizada
consistia em padrio de AVO na concentragio de 100 mg L™'. Como é possivel observar no
eletroferograma da figura 3, o pico referente a AVO aparece apos 4,5 minutos, porém durante
a corrida, a corrente medida era superior a 100 mA, o que poderia causar efeito Joule e reduzir
a eficiéncia dos picos. Dessa forma, optou-se por substituir o capilar de 32,5 cm por um de
48,5 cm, com o proposito de reduzir o campo elétrico e, consequentemente, reduzir o efeito

Joule, pois a dissipacao de calor € maior e o sistema permanece mais estavel.
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Figura 3 — Eletroferograma da solugdo padrao de AVO em MEEKC.

Espectro de absorcao da AVO

mAU mAU
] 50
160

o, 40
30
140 1 20
10

120 7 0 T

T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm

100 7
80 7
60 1

40 1

20 1 L

1 2 3 4 5 6 7 8 9 min

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Utilizando um capilar de 48,5 cm (L), mantendo-se as demais condi¢des da
separagdo anterior, ou seja, 50 um de didmetro interno, inje¢do hidrodindmica (50 mbar/5 s)
pelo inlet e voltagem aplicada de +20 kV, novamente a amostra padrio de AVO 100 mg L
foi injetada. Desta vez dois compostos auxiliares foram utilizados, a fim de determinar a
“janela de separacdo”. A tioureia foi escolhida como composto ndo retido, pois, devido sua
elevada polaridade, interage com a fase aquosa e marca o inicio da janela de separacdo. O
naftaleno foi o segundo composto selecionado. Por ser fortemente apolar, espera-se que o
composto fique muito retido. Dessa forma, o naftaleno interage muito com a fase oleosa e
marca o fim da janela de separagdo. O pico referente a AVO apareceu ap0s o pico referente ao
naftaleno, como podemos observar no eletroferograma da figura 4a, em uma separacao de 25
minutos. A ordem dos picos pode ser justificada pelo logPow do naftaleno ser igual a 3,3 e o
logPow da AVO ser 4,8. O logPosw estima a solubilidade das substancias e, quanto maior seu

valor, menos soluvel na fase aquosa.
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Figura 4 — Determina¢ao da janela de separacdo do método.
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a) injecao pelo inlet; b) injecdo pelo outlet. Pico 1: tiureia (A = 230 nm). Pico 2: naftaleno (A = 220 nm). Pico 3:
avobenzona (A = 360 nm). Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A separagdo também foi realizada pela extremidade mais proxima do detector, com
as mesmas condi¢des acima descritas, porém, aplicou-se -50 mbar/3 s para a injecdo e a
voltagem foi alterada para —20 kV. Devido a injecdo da amostra ser realizada pela
extremidade do capilar mais proxima ao detector, o tempo de separagdo diminui, por uma
razdo de 4,7 vezes, sendo inferior a 6 minutos, como observado no eletroferograma da
figura 4b.

Como alternativa para melhorar a separacdo e deixa-la ainda mais répida, uma
segunda formulacgao foi preparada, de maneira semelhante a anterior, porém, desta vez, como
a utilizagdo de tampao fosfato 10 mM (pH = 2,5). Esta formulagio foi chamada de ME Acida
(vide tabela 3). Devido ao pH 4acido do eletrdlito, a mobilidade do EOF ¢ praticamente
desprezivel (VITALI et al., 2014). Portanto, a migragdo dos analitos ocorre em direcdo ao
anodo (ou eletrodo positivo), pois a ME apresenta carga negativa ao mesmo tempo que a

mobilidade do fluxo eletrosmotico pode ser considerada nula. Essa separagao ¢ diferente da
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observada na formulagdo de ME Basica, onde o fluxo eletrosmotico carrega o meio na dire¢ao
do eletrodo de carga negativa com intensidade suficiente para arrastar a ME e o analito em
direcdo ao catodo. Assim, mantiveram-se as condi¢des das separacdes anteriores, com 0O
capilar de 48,5 cm (Liwt) € 50 um de didmetro interno. O padrio de AVO 100 mg L' foi
injetado pelo inlet de modo hidrodinamico (50 mbar/5 s) e voltagem aplicada foi de —20 kV
(para analise com BGE &cido). Pelo outlet, o padrao foi injetado de modo hidrodinadmico (-50
mbar/5 s) e voltagem aplicada foi de +20 kV na injecdo. Os eletroferogramas podem ser

observados na figura 5:

Figura 5 — Eletroferogramas da solugdo padrao de AVO em MEECK com BGE 4acido.
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a) injecdo pelo inlet; b) injegdo pelo outlet. Pico 1: avobenzona (A = 360 nm). Pico 2: naftaleno (A =220 nm).
Fonte: Elaborada pela autora (2021).

O pico referente a tioureia ndo aparece pois, devido a “auséncia” do EOF, os analitos
migram exclusivamente por interacdo com as ME e, como a tioureia ndo interage com as ME,
ela ndo foi detectada. Além do fato de que o pico referente 8 AVO migrou antes que o pico do
naftaleno, € possivel observar uma diminui¢ao no tempo de separagdo: pelo inlet diminui de

23 minutos com a ME Béasica para 7 minutos com a ME Acida e pelo outlet de 4,5 minutos
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com a ME Bésica para menos de 1,5 minutos com a ME Acida. Na figura 6 podemos observar

esta comparagao:

Figura 6 — Comparacao entre as separagoes™ em BGE basico e acido, pelo inlet e outlet.
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*Pico referente a AVO. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Tabela 3 — Principais formulagdes utilizadas.

Composi¢io % Formulagéo 1 Formulagao 2
(1]

Formulacao 3

ME Bisica ME Acida ME Mista
Fase Oleosa 0,8 n-heptano n-heptano n-heptano
Surfactante 33 SDS SDS SDS + Pluronic® F127 (1:1)
Co-surfactante 6.6 n-butanol n-butanol n-butanol
Fase Aquosa 89,3 Tampao borato ~ Tampao fosfato Tampao fosfato
pH 9,2 2,5 2,5

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Como o objetivo do trabalho € separar os isdmeros ceto-enol da AVO, modificacdes

na formulagdo da ME foram realizadas. Considerando por base a ME Acida, foi realizada uma

mistura de surfactantes: surfactante no idnico (Pluronic® F127) e surfactante anidnico (SDS)

na mesma propor¢ao, resultando na formulagdo que chamamos de ME Mista (vide tabela 3).

Como observado na figura 7, a adi¢do do surfactante ndo id6nico, nas mesmas condi¢des de

separacdo, aumentou o tempo de migracao do pico referente a AVO de 1 para 3,5 minutos e

nao houve a separacao dos isdmeros.
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Figura 7 — Comparagéo entre os eletroferogramas da solugdo padrdo de AVO em MEEKC
com ME Acida e ME Mista.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Outras formulagdes também foram testadas, baseadas nos trabalhos de Klampfl,
Leitner e Hilder (2002) e Hsieh, Wang e Wu (2013). Porém, ndo obtiveram sucesso na
separacdo dos isomeros ceto-enol. Baseado em estudos de separagdo dos isdmeros da AVO
por HPLC ( LEBEDEYV et al., 2020; ABID et al., 2017; GALIMANY-ROVIRA et al., 2016),
foram feitas adi¢des de ACN ao BGE composto pela ME Acida, mantendo-se as condigdes de
separacdo citadas anteriormente. Os resultados obtidos podem ser observados nos
eletroferogramas da figura 8a.

Inicialmente 10% de ACN foi adicionado ao BGE e foi possivel observar um
principio de separagcdo dos isomeros. Em seguida, ao adicionar 20% de ACN ao BGE, a
separacdo dos isomeros foi completa. Quando adicionado 30% de ACN, a separacdo dos
isomeros ocorre, porém ha um aumento de ruido na linha de base. Outro pardmetro avaliado
foi a resolugdo dos picos, conforme figura 8b. Com adi¢do de 10% de ACN a Rs foi de 1,5.
Ao adicionar 20% de ACN ao BGE, a Rs calculada ¢ proxima a 2, sendo uma condigdo
satisfatoria, visto que, ao adicionar 30% de ACN a Rs ¢ de 4,5 mas o tempo de separagdo ¢

maior e o ruido da linha base tende a aumentar.
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Figura 8 — (a) Eletroferogramas da solu¢do de AVO em MEEKC com ME 4cida e diferentes
concentracdes de ACN. (b) Resolugao dos picos para diferentes concentragdes de ACN.
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A =254 nm. Pico 1: forma ENOL. Pico 2: forma CETO. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Portanto, definiu-se que a porcentagem de 20% de ACN no BGE ¢ uma condigdo
satisfatoria para a separagao dos isomeros. Por isso, a mesma foi incorporada na composi¢ao
da ME, com a finalidade de diminuir uma etapa no preparo do eletrdlito de corrida. O
resultado da separagdo obtida com este BGE pode ser observado na figura 9, onde constatou-
se a separacdo dos isomeros ceto-enol da AVO. Porém, o ruido da linha base ¢ maior, em

comparagdo com o BGE composto pela ME Acida e ACN na proporgdo 4:1.

Figura 9 — Comparagdo entre os eletroferogramas da solu¢do padrao de AVO em MEEKC
com ME 4cida e 20% de ACN adicionados durante o preparo e apds o preparo da ME.
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A =254 nm. Pico 1: forma ENOL. Pico 2: forma CETO. Linha pontilhada: 20% ACN adicionados no preparo da
ME. Linha continua: 20% ACN adicionado ap6s o preparo da ME. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Ainda, com o objetivo de comparar os modos MEKC e MEEKC, foi realizado um

teste com uma solu¢ao de SDS, na concentracdo de 3,3%, com adi¢do de 20% de ACN, onde
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foi possivel observar o pico referente a forma enol da AVO em um tempo de migragdo menor
em relagdo a MEEKC, porém ndo houve a separacio dos isomeros em A = 254 nm, conforme

figura 10:

Figura 10 — Eletroferograma da solugao padrao de AVO em MEKC.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Dessa forma, o BGE que satisfaz as condigdes de compromisso para a separagao
corresponde a ME Acida com adi¢do de 20% de ACN. O capilar utilizado de 48,5 cm (L) €
8,5 cm (Lget), com didmetro interno de 50 um. foi mais eficiente para realizar a separacdo. A
injecdo hidrodindmica da amostra pela extremidade mais proxima a janela de detecgdo,
aplicando-se -50 mbar por 5 segundos e voltagem de separagdo de + 20 kV demonstraram

melhor performance para o método.

4.1.1.1 Caracterizacdo das ME

O DLS foi utilizado com o objetivo de avaliar o comportamento das ME no intervalo
de tempo de 0 a 28 dias. Medidas de tamanho de particula, PDI e potencial zeta podem ser
utilizadas para monitorar a estabilidade das ME. No entanto, devido as particularidades do
método, os resultados das medidas de tamanho e PDI realizadas variaram muito entre as
replicatas e o perfil sigmdide da curva de distribui¢do esperado ndo foi obtido. Sao
necessarias de 50 a 5000 particulas com tamanhos superiores a 3 nm para obten¢do de um
resultado confidvel. Acredita-se que, pela concentragdo de SDS estar muito acima da CMC

(aproximadamente 14 vezes), houve dificuldade de obter a medida pois o sistema se torna
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muito polidisperso. As andlises de potencial zeta ndo foram realizadas, pois os dados de
tamanho e PDI sdo requeridos e os obtidos experimentalmente ndo foram confiaveis.

Para certificacdo de que realmente haviam sido formadas estruturas na solucdo
utilizada como BGE, foram obtidas imagens por TEM, que podem ser observadas na figura
11. As imagens apresentam formas esféricas de diversos tamanhos, o que justifica o elevado
PDI obtido nas anélises por DLS. E importante ressaltar que ¢ esperado que o tamanho obtido
por TEM seja menor do que o “real” pois, para a aquisi¢do das imagens por microscopia, a

amostra € seca, apresentando comportamento diferente do que se estivesse em solugao.

Figura 11 — Imagens de TEM das amostras de BGE (barra de escala de 50 nm).

@ e s

(a) ME SDS + 20% ACN (adicionado ap6s o preparo da ME); (b) ME SDS 0% ACN; (c) ME SDS 10% ACN
(adicionado no preparo da ME) e; (d) ME SDS 20% ACN (adicionado no preparo da ME).
Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A formulagdo escolhida para ser utilizada como BGE foi de ME SDS com 20% de
ACN adicionados apds o preparo e pode ser observada na figura 11 (a) e apresenta gotas de
ME de diferentes tamanhos, porém com formato ¢ bordas bem definidas. A figura 11 (b)
apresenta a ME “pura”, ou seja, sem adicdo de ACN e neste caso as ME sdo menores, com

aspecto irregular na superficie. As demais formulagdes foram adicionadas ACN durante o
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preparo da ME. A amostra de ME SDS com 10% de ACN (11c) foi a que apresentou maior
uniformidade e com melhor simetria de bordas, bem como superficie homogénea. Por outro
lado, a amostra de ME SDS com 20% de ACN (11d) apresentou bordas irregulares, com
tamanhos diversos, chegando a exibir alguns aglomerados. Corrobora com isso os resultados
obtidos na figura 9, onde o eletroferograma com ME SDS e 20% de ACN adicionado no
preparo exibiu maior ruido de linha base em comparagdo ao eletroferograma onde 20% de
ACN foi adicionado ao BGE apo6s o preparo. Também convém destacar que obter um sistema
com estruturas de tamanho uniforme ¢ importante para evitar a formag¢ao de aglomerados e

consequentemente alcangar maior estabilidade.

4.1.2 Padrao interno

O método de padronizacdo interna foi utilizado com o objetivo de corrigir pequenos
desvios experimentais que podem ocorrem durante as andlises, em varidveis como a
temperatura, o volume de injecdo e a voltagem aplicada. A substancia a ser usada como
padrdo interno deve atender a alguns requisitos, como: ser similar e ter tempo de retencdo
préximo ao analito de interesse, ndo estar presente nas amostras, nao reagir com oS
componentes da matriz e, neste caso, absorver no UV. Foram testados como possiveis padroes
internos: Quercetina, t-Anetol, Acido Cinamico, Acido Sérbico, Ninidrina e Butilparabeno.
Sendo que os que apresentaram melhores resultados foram o Butilparabeno, a Quercetina e o
t-Anetol. A quercetina foi descartada por se tratar de um possivel antioxidante utilizado para
estabilizar a AVO (SCALIA; MEZZENA, 2010) e o butilparabeno por ser um conservante
amplamente utilizado em formulagdes cosméticas. Portanto, o #-Anetol foi escolhido por
atender aos requisitos pré-estabelecidos e a figura 12 apresenta a separag¢do dos isomeros da

AVO utilizando-o como padrao interno:
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Figura 12 — Eletroferograma da solugdo padrao de AVO e #-Anetol como padrdo interno.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

4.1.3 Conformidade do sistema

A conformidade do sistema foi avaliada a fim de comprovar a adequagdo do método
de andlise e sua capacidade de prover resultados confiaveis. Para o método CE, os parametros
considerados para determinar a conformidade do sistema foram o numero de pratos (N) e a

resolugdo (Rs), apresentados na tabela 4:

Tabela 4 — Parametros de conformidade do sistema CE.

Parametro Forma ENOL Forma CETO PI
Tempo de Retencao® (min) 1,593 1,768 2,001
Numero de Pratos 3481 3848 4761
Resolugao - 1,58 2,03

@ Tempo de retengdo dos analitos obtido do software HP Chemstation®, versdo Rev. B.04.03 [16].
Fonte: Elaborada pela autora (2021).

De acordo com os dados obtidos, o método desenvolvido mostrou-se adequado,
apresentando resultados para o numero de pratos maiores que 2000 e o valor de Rs entre os
picos das formas enol e ceto foi de 1,58 e entre a forma ceto e PI foi 2,03. O fator de retencao
(k) ndo foi calculado pois, devido ao pH acido, a auséncia do EOF faz com que a tioureia ndo

migre pelo capilar, assim, ndo foi possivel marcar o tempo do composto menos retido.
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4.1.4 Seletividade

A seletividade do método foi determinada utilizando a ferramenta do software HP
ChemStation® onde é possivel avaliar a pureza dos picos. Quando ndo ocorre a sobreposi¢io
de picos através da absor¢do simultdnea de compostos em uma mesma regido do espectro
ultravioleta, o software indica uma tarja verde abaixo dos picos analisados, em caso contrario
a tarja se mostra vermelha. Os resultados indicam que a pureza de pico foi confirmada, sendo

este um indicativo de seletividade do método proposto, conforme figura 13 e tabela 5.

Figura 13 — Eletroferogramas da solu¢ao padrao de AVO e t-Anetol como padrao interno com
aplica¢do da ferramenta do Sofiware Chemstation® para verificagdo da pureza de pico.
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Pico 1: Forma ENOL. Pico 2: Forma CETO. Pico 3: -Anetol. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A tabela 6 apresenta os valores utilizados para determinar ou nao a pureza dos picos.
O valor Threshold é o valor minimo de pureza calculado pelo equipamento. Os valores de
Purity factor calculados estdo todos acima do valor Threshold, evidenciando, portanto, a

pureza dos picos selecionados.

Tabela 5 — Valores de Purity factor e Threshold dos picos em CE.

Picos Purity factor Threshold
254 nm
1) Forma ENOL 940,705 861,600
2) Forma CETO 786,232 658,690
3) t-Anetol 842,232 805,131
360nm
1) Forma ENOL 828,714 747,693

Valores obtidos do software HP Chemstation®, versio Rev. B.04.03 [16].
Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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4.1.5 Linearidade

Para as analises eletroforéticas, foi construida curva de calibragao em cinco niveis de
concentracdo da solugdo de Avobenzona, com utilizagdo de #~-Anetol como padrao interno na
concentragio constante de 20 mg L. A curva de calibragdo foi preparada em triplicata e
injetada de forma aleatdria. O grafico de regressdo linear foi gerado (figura 14) a partir da
area do analito corrigida pela area do padrio interno (razdo entre as areas) € os parametros

encontram-se na tabela 6.

Figura 14 — Curva de calibrag¢do (com padrio interno) para o método CE.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Tabela 6 — Parametros da curva de calibragdo padrao de AVO para o método CE.

Parametros Forma ENOL Forma CETO
Comprimento de onda (nm) 360 254
Faixa (mg L) 70 — 350 70 — 350
Inclinacao 0,0068 + 0,0002 0,00046 £ 0,00004
Intercepto -0,12 £ 0,06 -0,034 + 0,009
Linearidade (R?) 0,9961 0,9811
Limite de Detec¢ao 27 60
Limite de Quantificacdo 82 181

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

O ajuste dos dados ao modelo linear foi confirmado pelo teste F. O valor de F
fornece uma indicacdo da significancia da regressdo. Como existem 5 pares de xy usados para

a analise, n = 5 e p = 2 pois dois pardmetros sao estimados (inclinacdo e intercepto). Portanto,
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o numero de graus de liberdade (gl) no numerador ¢ p-1 = 1 e no denominador n-p = 3.

Assim, Fiabelado (1;3) = 10,13, conforme tabela 7:

Tabela 7 — Teste F para o método CE.

Analito Fiabelado (1;3)  Fealculado Valor p Resultado”
Forma ENOL 10,13 763,82 1,04x 10 Feale > Fuab, rejeita Ho
Forma CETO 10,13 139,93 1,30 x 1073 Fecalc > Frab, rejeita Ho

* Ho = ndo ha correlago linear significativa entre as variaveis; H, = h4 correlagio linear significativa entre as
variaveis. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Como Fcalculado foi maior que Fiapelado (Valor p foi menor que 0,05), a hipotese nula
pode ser rejeitada com um nivel de confianga de 95% e podemos afirmar com evidéncias
estatisticas que ha correlagao linear entre as variaveis concentragao e area do pico.

Outra indica¢do da correlagdo linear dos dados pode ser observada no grafico dos
residuos, gerados a partir das curvas de calibragdo. Os pontos experimentais estao
aleatoriamente distribuidos ao redor do eixo x (concentra¢do), ndo apresentando nenhum

comportamento regular ou tendéncia, bem como auséncia de valores discrepantes, conforme

pode ser observado na figura 15:

Figura 15 — Gréficos dos residuos da regressao linear para o método CE.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Para confirmar a distribuicdo normal dos residuos, foi realizado o teste de Shapiro-

Wilk (1965). A um nivel de significancia de 95%, com n=5, Wibelado = 0,7620 conforme
tabela 8:
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Tabela 8 — Teste de Shapiro-Wilk para o método CE.

Analito Wiabelado (5)  Woealculado Valor p Resultado”
Forma ENOL 0,7620 0,9320 0,6103 Weale > Wb, aceita Ho
Forma CETO 0,7620 0,8463 0,1832 Weale > Wb, aceita Ho

* Ho = os dados provém de uma distribui¢io normal; H; = os dados ndo provém de uma distribuigdo normal.
Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Como os valores de Wealculado apresentaram-se maiores que Wiabelado (Valor p maior
que 0,05), podemos aceitar a hipotese nula e afirmar com evidéncias estatisticas que os dados

provém de uma distribui¢do normal.

4.1.6 Precisao

Foram avaliadas a repetibilidade, precisdo intermedidria e precisdo instrumental do
método, pela injecdo de solucdes padrdo de AVO com o padrdo interno #-Anetol. Os
resultados estdo apresentados na tabela 9 e se referem ao coeficiente de variagdo da area dos
analitos corrigida pela area do padrdo interno e coeficiente de variagao do tempo de migracao

dos analitos.

Tabela 9 — Precisdo em termos de coeficiente de variacdo (%) para o método CE.

Concentracio Analito Repetibilidade  Intermediaria Instrumental
(mg L) Area Tempo Area Tempo Area Tempo

Forma ENOL 3,25 1,50 4,25 3,28

n Forma CETO 4,68 1,47 8,17 1,70
214 Forma ENOL 3,37 1,16 2,49 3,40 3,54 0,64
Forma CETO 1,37 1,06 10,71 1,45 2,65 0,32

357 Forma ENOL 1,70 1,37 2,56 2,20

Forma CETO 4,42 1,73 16,01 0,85

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Para 0 método MEEKC, os ensaios de repetibilidade apresentam os coeficientes de
variagdo com valores até 4,68% para a area do pico e 1,50% para o tempo de retencdo. A
precisdo intermediaria apresentou coeficientes de variagdo que chegam a 16,01% para a area
do pico e 3,40% para o tempo de retengdo. Na precisdo instrumental, os valores dos
coeficientes de variagcdo sdo da ordem de 3,54% para a area e 0,64% para o tempo.

Segundo o Regulamento técnico Mercosul sobre lista de filtros ultravioletas

permitidos para produtos de higiene pessoal (ANVISA, 2016), o teor maximo de AVO
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permitido ¢ de 5%. De acordo com a Associagdo Oficial de Colaboragdo Analitica (AOAC,
do inglés Association of Olfficial Analytical Collaboration, 2016), para a concentracdo de
trabalho nas amostras analisadas, os valores de CV devem estar entre 3 ¢ 4%. Utilizando a
equacdo 5 de Horwitz (INMETRO, 2020), para a concentra¢ao fixada em 5%, o valor maximo
de CV calculado deve ser 3,14%.

Dessa forma, a partir dos resultados obtidos, pode-se aferir que os valores de CV
estdo em desacordo com o preconizado e, portanto, o método ndo pode ser considerado
preciso, necessitando de modificagdes e aprimoramentos. Convém ressaltar que os valores de
CV mais discrepantes foram obtidos para as respostas da forma ceto da AVO. Estes valores
podem ser justificados pelo fato de a forma ceto ser um produto em equilibrio com a forma
enol (padrdo) e estar sendo quantificada em fungao desta conversao.

Nao obstante, durante a realizacdo dos experimentos de validagdo do método,
problemas de varia¢do na corrente ¢ consequente queda da mesma foi provocada por quebra
dos capilares. Essas perturbagdes também podem ter afetado a precisdo do método, ja que o
capilar precisava ser substituido com frequéncia. Com o objetivo de mitigar essa situagdo, foi
realizado um estudo para detectar possiveis problemas. Algumas consideracdes importantes
para aprimorar o método sdo:

e as ME devem ser preparadas em dia anterior ao uso (ficar em repouso de um
dia para o outro);

e as ME mostraram-se estaveis durante uma semana, quando estocadas em
frascos de cor ambar em temperatura ambiente (quando guardadas na
geladeira, observou-se a formagao de cristais);

e a ACN deve ser adicionada ao BGE somente no dia do uso, para evitar
altera¢do na conformacdo das microemulsdes, conforme apresentado na
figura 11 (a e d).

Durante exame dos capilares, foi detectado entupimento causado pela poli-imida do
revestimento, que foi dissolvida pelos solventes organicos presentes no BGE e era inserida

dentro do canal de separacdo, conforme € possivel observar nas fotografias da figura 16:
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Figura 16 — Imagens dos capilares entupidos com poli-imida.

*as imagens foram obtidas com auxilio de Microscopio Optico Monocular com aumento de 40x e foram tiradas
com a camera traseira de 13 MP do celular ASUS Zenfone Max Pro M1. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Uma alternativa para diminuir este inconveniente ¢ a utilizacdo de capilares com
revestimento resistente a solvente orgénico (feflon, por exemplo). Outra possibilidade ¢ a
queima das extremidades do capilar, de modo que a poli-imida ndo fique em contanto com o
solvente no vial, porém desta maneira as pontas ficam mais frageis e com maior risco de
quebrar, sobretudo ao inserir e retirar o cassete do equipamento. Uma forma menos onerosa
de contornar a situagdo € optar pela injecdo eletrocinética ao invés da hidrodindmica. Na
injecdo eletrocinética, espera-se que embora ocorra a dissolu¢dao da poli-imida, ela ndo entre

no capilar por ser eletricamente neutra.
4.1.7 Amostras

Definidas as condigdes de separagdo dos isdmeros, o método foi aplicado a amostras
de protetor solar. Apds o preparo descrito no item 3.2, a amostra foi diluida 10 vezes no BGE
antes das analises. A figura 17a ilustra o eletroferograma da separag@o na amostra de protetor,
onde ¢ possivel observar a presenca de dois picos em A = 254 nm. Porém, o pico que deveria
se referir a forma enol da AVO, apresenta espectro UV diferente do esperado, indicando a co-
migracao de outros compostos presentes na amostra de protetor solar, que nao puderam ser
separados pelo método proposto. A figura 17b demostra a comparagao entre os espectros da

AVO e do composto desconhecido.
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Figura 17 — (a) Eletroferograma de amostra de PS. (b) Comparagdo entre os espectros” do
padrao de AVO e da amostra de PS.
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*Linha pontilhada: espectro UV da AVO (padrao); linha continua: espectro UV da amostra de PS (composto co-
migrando com a AVO). Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Com isso, em virtude da baixa seletividade do método e da baixa precisdo ja
constatada anteriormente, o método demanda modificagdes e aprimoramentos, sem deixar de
suprir seu objetivo primordial, que ¢ a separacdo dos isdmeros ceto e enol da AVO. Como
maneira alternativa de analisar as amostras de PS, tendo como base estudos ja publicados,

verificou-se a possibilidade de utilizar HPLC.

42 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

4.2.1 Desenvolvimento do método

Como forma alternativa de determinar e quantificar os isomeros ceto e enol em
amostras de protetor solar, um método de HPLC foi desenvolvido, com base nos trabalhos de
Galimany-Rovira ef al (2016), Abid et al (2017) e Lebedev et a/ (2020). Valendo-se do fato
que de que a tautomerizagdo das formas ceto-enol ¢ detectada em solventes polares aproticos,
estas separacdes utilizam como eluente acetonitrila:dgua ( LEBEDEV et al., 2020; ABID et
al., 2017; GALIMANY-ROVIRA et al., 2016). Otimizacdes foram realizadas para se chegar
ao procedimento descrito no item 3.4.2, dentre elas, a propor¢ao de ACN:H>O foi variada
para obter a melhor separagdao dos componentes na amostra de PS, como pode ser observado

na figura 18:
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Figura 18 — Cromatogramas de amostra de PS com diferentes gradientes de eluicao.
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Pico 1: Forma CETO. Pico 2: Forma ENOL. Pico 3: desconhecido. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A propor¢do que garantiu a separagdo total da forma enol com um composto
desconhecido do protetor solar (picos 2 e 3) foi de 60% de ACN com 40% de H>O e a partir

dessa taxa o método foi performado.

4.2.2 Conformidade do sistema

Da mesma forma que para o método desenvolvido em CE, a conformidade do
sistema foi verificada a fim de comprovar a adequacdo do método HPLC em prover
resultados confiaveis. Os parametros avaliados foram o fator de retenc¢do (k), nimero de
pratos (N) e a resolugdo (Rs), apresentados na tabela 10, de acordo com o cromatograma da

figura 19:



Figura 19 — Cromatograma de amostra de PS.
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Através da andlise dos espectros, comparando com os compostos presentes na

amostra de protetor solar, o terceiro pico foi identificado como sendo o Octocrileno (OCR, do

inglés Octocrylene). O OCR ¢ utilizado como absorvedor de raios UVB e UVA II. Devido a

sua alta estabilidade, geralmente ¢ utilizado em conjunto com a AVO para estabiliza-la

(COZZI; PERUGINI; GOURION-ARSIQUAUD, 2018).

Tabela 10 — Parametros de conformidade do sistema HPLC.

Parametro Forma CETO Forma ENOL OCR
Tempo de Retengao® (min) 7,71 10,53 11,34
Fator de Retencgao 4,51 6,52 7,10

Numero de Pratos 2473 7962 11822
Resolugao - 5,17 1,81

2 Tempo de retengdo dos analitos obtido do software HP Chemstation®, versdo Rev. B.04.03 [16].
Fonte: Elaborada pela autora (2021).

De acordo com os dados obtidos, o método desenvolvido mostrou-se adequado, com

valores de fator de retencdo maiores que 2, indicando que o pico de interesse estd bem

separado de outros picos e do pico correspondente ao tempo de retengdo de um composto nao

retido. Valores maiores que 2000 para o nimero de pratos e resolucdo de 5,17 entre as formas

ceto e enol da AVO e de 1,81 entre a forma enol e o OCR.
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4.2.3 Seletividade

Para avaliar a pureza dos picos nos pontos da curva de calibragdo e nas amostras
analisadas, a ferramenta do software HP ChemStation® foi utilizada. Os resultados indicam
que a pureza de pico ndo foi confirmada, pois o software indicou uma tarja vermelha abaixo
dos picos analisados conforme figura 20. Na tabela 11 estdo os valores de Threshold e Purity

factor.

Figura 20 — Cromatograma da amostra de PS com aplicacdo da ferramenta do Software
Chemstation® para verifica¢do da pureza de pico.
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Pico 1: Forma CETO. Pico 2: Forma ENOL. Pico 3: OCR. Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Tabela 11 — Valores de Purity factor e Threshold dos picos em HPLC.

Picos Purity factor Threshold
254 nm
1) Forma CETO 934,816 999,260
2) Forma ENOL 999,340 999,866
3) OCR 999,821 999,919
360 nm
2) Forma ENOL 999,552 999,937
3) OCR 999,966 999,993

Valores obtidos do software HP Chemstation®, versdo Rev. B.04.03 [16].
Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A tabela 12 apresenta os valores utilizados para determinar a pureza dos picos. O
valor Threshold é o valor minimo de pureza calculado pelo equipamento. Os valores de Purity
factor calculados apresentam-se abaixo dos valores de Threshold requeridos para pureza.
Porém, ao realizar uma andlise mais criteriosa observa-se que a diferenca percentual entre os
valores ¢ menor que 0,05%, o que faz com que os picos sejam considerados puros. O Unico
pico que apresentou valores mais discrepantes foi o pico 1, referente a forma ceto da AVO,

com diferenca maior que 6%. Porém, convém destacar que esta separagdo ocorre com
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gradiente ¢ a composicdo da FM muda com o tempo. Para os picos 2 e 3 a contribui¢do
espectral do solvente era a mesma do inicio da separagdo pois nos tempos de eluicdo destes
picos, a composi¢ao da FM ¢ a mesma do inicio e ¢ eliminada pela subtragao automatica do
espectro do solvente. J4 o pico 1 elui no mesmo tempo em que a composicao da FM ¢
diferente da inicial. Portanto, os espectros desse pico devem ser corrigidos devido a absorgao
de fundo causada pela fase movel, subtraindo por espectros de referéncia apropriados. Apos
realizar as devidas corregdes, o valor de Purity factor passa a ser 991,275, resultando em uma
diferen¢a percentual de 0,8% do Threshold, sendo assim, este pico também pode ser

considerado puro.

4.2.4 Linearidade

Para as andlises por HPLC, a curva de calibracdo foi construida em triplicata da
solugdo de AVO, em cinco niveis. O grafico de regressao linear (figura 21) foi gerado e os
parametros obtidos estdo listados na tabela 12. A curva de calibragdo se mostrou adequada,
apresentando correlagdo das concentracdes com as respectivas areas. O coeficiente de
determinagdo (R?) apresentou ajuste dos dados com valores acima de 0,99, considerado
adequado pelas agéncias reguladoras (INMETRO, 2020; RIBANI et al., 2004) ainda, cabe
ressaltar que o LOQ esta abaixo da faixa de trabalho inicialmente estabelecida, portanto, se

necessario, ¢ possivel ajustar a faixa para melhorar os parametros avaliados.

Figura 21 — Curva de calibrac¢do para o método HPLC.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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Tabela 12 — Parametros da curva de calibragdo padrao de AVO para o método HPLC.

Parametros Forma ENOL Forma CETO
Comprimento de onda (nm) 360 256
Faixa (mg L) 20 -100 20 -100
Inclinagao 90+ 1 8,1+0,1
Intercepto -629 =70 -1+8
Linearidade (R?) 0,9996 0,9994
Limite de Detecgao 2,35 2,90
Limite de Quantificagdo 7,11 8,79

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Da mesma forma que para o método CE, o ajuste dos dados ao modelo linear foi
confirmado pelo teste F. Com n =5 e p =2, o nimero de graus de liberdade (gl) no numerador

¢ p-1 =1 e no denominador n-p = 3. Assim, Ftabelado (1;3) = 10,13, conforme tabela 13:

Tabela 13 — Teste F para o método HPLC.

Analito Fiabelado (1;3)  Fealculado Valor p Resultado”
Forma ENOL 10,13 7606,26 3,32x 10 Fcalc > Frab, rejeita Ho
Forma CETO 10,13 4970,83 6,29 x 10 Fealc > Fuab, rejeita Ho

* Ho = ndo ha correlagdo linear significativa entre as variaveis; H, = h4 correlagio linear significativa entre as
variaveis. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Como Fatculado fo1 maior que Fiabelado, @ hipdtese nula pode ser rejeitada com um nivel
de confianga de 95% e podemos afirmar com evidéncias estatisticas que ha correlagdo linear
entre as variaveis concentragao e area do pico.

Outra indicacdo da correlagdo linear dos dados pode ser observada no grafico dos
residuos, gerados a partir das curvas de calibragdo. Os pontos experimentais estdo
aleatoriamente distribuidos ao redor do eixo x (concentra¢do), ndo apresentando nenhum
comportamento regular ou tendéncia, bem como auséncia de valores discrepantes, conforme

pode ser observado na figura 22:
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Figura 22 — Graficos dos residuos da regressao linear para o método HPLC.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Para confirmar a distribuicdo normal dos residuos, foi realizado o teste de Shapiro-
Wilk (1965). A um nivel de significancia de 95%, com n=5, Wibelado = 0,7620, conforme
tabela 14:

Tabela 14 — Teste de Shapiro-Wilk para o método HPLC.

Analito Whiabelado (5)  Wealculado Valor p Resultado”
FOI'ma ENOL 0,7620 0,8567 0,2168 Wca]c > Wtab, aceita H()
Forma CETO 0,7620 0,8111 0,0995 Weale > Wb, aceita Ho

" Hy = os dados provém de uma distribui¢do normal; H; = os dados niio provém de uma distribui¢io normal.
Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Como os valores de Wealculado apresentaram-se maiores que Wiabelado (Valor p maior
que 0,05), podemos aceitar a hipotese nula e afirmar com evidéncias estatisticas que os dados

provém de uma distribuicdo normal.

4.2.5 Precisao

A repetibilidade, precisdo intermedidria e precisdo instrumental foram avaliadas pela
inje¢do de solugdes padriao de AVO, conforme descrito no item 3.5.4.. Os resultados dos
testes em termos de coeficiente de variacdo para o método desenvolvido em HPLC estao

apresentados na tabela 15:
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Tabela 15 — Precisdao em termos de coeficiente de variagdo (%) para o método HPLC.

Concentracio Analito Repetibilidade  Intermediaria Instrumental
(mg L) Area Tempo Area Tempo Area Tempo

Forma ENOL 0,66 1,60 0,28 1,83

20 Forma CETO 281 089 190  2.00

‘0 Forma ENOL 156 020 229 146 180 099
Forma CETO 079 019 035 109 062 078

100 Forma ENOL 047 013 114 04l

Forma CETO 0,82 0,33 0,71 0,24

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Para o método em HPLC, os ensaios de repetibilidade apresentam os coeficientes de
variagdo inferiores a 2,81% para a area do pico e 1,60% para o tempo de retencdo. A precisiao
intermediaria apresentou coeficientes de variacdo inferiores a 2,29% para a area do pico e
2,00% para o tempo de retengdo. Na precisdo instrumental, os valores dos coeficientes de
variagdo sdo inferiores a 1,80% para a area e 0,99% para o tempo. Dessa forma, a partir dos
resultados obtidos, pode-se observar que os valores de CV estio todos abaixo do preconizado
pelas agéncias reguladoras (INMETRO, 2020; ANVISA, 2016; AOAC, 2016;) e, portanto, o

método pode ser considerado preciso.

4.2.6 Exatidao

A exatiddo do método proposto foi verificada através de testes de recuperacdo das
amostras de protetor solar, fortificadas com AVO, no nivel inferior, intermedidrio e superior
da curva de calibracdo. As respostas para os ensaios em HPLC estdo apresentadas na

tabela 16:

Tabela 16 — Exatiddo para o método HPLC.

a o
Concentragdo (mg L) Recuperacio (%)

Forma ENOL Forma CETO
20 98,51 120,51
60 99,75 105,31
100 101,72 98,73

Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Na amostra de protetor avaliada pelo método HPLC, os valores de recuperagao
variam de 98,51% a 101,72% para a forma ENOL e s3o considerados aceitaveis pela AOAC

(2016), que estipula valores de recuperacao de 97% a 103% na concentracdo de trabalho das
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amostras analisadas. J4 para a forma ceto, os valores de recuperagdo variam de 98,73% a
120,51%, estando fora da faixa aceitavel. Isso pode ser justificado devido a forma ceto ser

detectada de forma indireta, ja que ¢ isdmera da forma enol que ¢ predominante.

4.2.7 Amostras

Definidas as condigdes de separagdo dos isdmeros, o método foi aplicado a amostras
de protetor solar. Apos o preparo descrito no item 3.3, a amostra foi diluida 76 vezes em ACN
(aliquota de 20 pL diluida em 1500 uL de ACN) antes das analises. A partir dos parametros
da curva de calibra¢do apresentados no topico 4.2.4, foram obtidas as concentragdes de AVO
(forma enol) nas amostras de PS analisadas. Todos os resultados encontram-se abaixo do
valor regulamentado pela ANVISA (2016) que estipula a concentragdo maxima de 5% e pelo
FDA (2019) que estipula a concentracio mdxima de AVO em 3% quando usada em

combinag¢do com outros filtros UV. Os valores podem ser observados na tabela 17:

Tabela 17 — Concentracao de AVO (forma enol) encontrada nas amostras analisadas.

Cadigo Concentracio (%)

N15 1,92 + 0,43
N30 2,39 + 0,40
AS30 *

SD30 2,23 +0,41
SD50 2,45+ 0,42

* = inferior ao LQ. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A amostra AS30 nao continha Avobenzona na lista de componentes especificada no
rétulo da embalagem. Porém, ao analisar o cromatograma em A = 360 nm, observa-se um pico
no mesmo tempo de retencao que seria da forma enol. Portanto, analisou-se o cromatograma
da amostra AS30 em A = 256 nm e foi verificada a auséncia do sinal da forma ceto da AVO,
sendo esse um indicio da auséncia do componente na formula¢do. Os cromatogramas estao

apresentados na figura 23:
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Figura 23 — Cromatogramas referentes a amostra AS30.
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A =360nm, sobreposicdo dos cromatogramas do padrdo de AVO e da amostra AS30; A = 256 nm, cromatograma
da amostra AS30. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Para verificar se de fato se tratava da AVO ou outro componente com o mesmo
tempo de retencao, foi realizada a analise dos espectros, comparando o espectro obtido na

amostra com o espectro do padrao da forma enol da AVO, conforme figura 24:

Figura 24 — Comparacao entre os espectros da AVO padrdo e DHHB em amostra de AS30.
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Fonte: Elaborada pela autora (2021).

A partir da comparagdo, constatou-se que os espectros sdo diferentes e que o espectro
desconhecido trata-se do Diethylamino Hydroxybenzoyl Hexyl Benzoate (DHHB), sob nome
comercial Uvinul A Plus, provavelmente o mais representativo novo filtro UVA, aprovado
para uso em protetores solares no Japao, Europa, Australia e Africa do Sul. Possui estrutura
(figura 24) baseada na oxibenzona, com absor¢do na faixa de UVA I (Amax = 354 nm) e

embora estudo anteriores tenham relatado boa fotoestabilidade, as propriedades fotoquimicas
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de DHHB mostraram dependentes do solvente e sabe-se que ela também apresenta

tautomerizagao do tipo ceto-enol (KAO et al., 2021; KAWAKAMI et al., 2017).

4.3 APLICACAO DO METODO CE

Apesar de o método proposto para analise de Avobenzona em amostras de protetor
solar por MEEKC nio ter apresentado parametros satisfatorios no que tange a precisao e
seletividade, o mesmo demonstra capacidade para utilizagdo em estudos de degradacao do
padrdo da AVO. Como a separagdo dos isdmeros ceto ¢ enol no padriao ocorre, ¢ possivel
avaliar o tempo que a AVO vai atuar como protetor solar do UVA (ou seja, permanece na
forma enol). Portanto, com o intuito de avaliar a fotoestabilidade da AVO, uma solugdo
estoque de 1000 mg L' do padrio em DMSO foi depositada sobre uma placa de Petri e
exposta a lampada Ultra Vitalux 300W da marca OSRAM, que emite os comprimentos de
onda de 280 a 400 nm, mimetizando a luz solar. Aliquotas da solucdo estoque foram retiradas
a cada 10 minutos e diluidas no BGE para a concentracio de 100 mg L para anélise por
MEEKC. A introdugdo da amostra no capilar foi realizada pela extremidade mais préxima ao
detector (outlet) por injecdo eletrocinética, aplicando-se 10 kV por 5 segundos, com o
objetivo de mitigar os problemas de entupimento do capilar anteriormente relatados. Os

resultados estdo ilustrados no grafico da figura 25:

Figura 25 — Conversdo dos isdmeros da AVO, em soluc¢do exposta a radiacdo UV.
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(a) Mesmo eixo razdo AVO/PL. (b) Eixos diferentes para a razao forma CETO/PI e razdo forma ENOL/PI.
Linha vermelha: forma CETO; Linha azul: forma ENOL. Fonte: Elaborada pela autora (2021).

Como ¢ possivel observar no grafico da figura 25a, existe o decaimento expressivo da
forma enol, ap6s 50 minutos de exposi¢do, porém ndo héd conversao direta da forma enol em
ceto, visto que o comportamento da forma ceto ¢ diferente. O grafico da figura 25b, onde

temos um eixo para cada composto, demonstra que até os 30 minutos de exposi¢do, as
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concentragdes das duas formas decaem. Porém, apds 40 minutos a concentra¢ao da forma ceto
comeca a aumentar. Este comportamento pode ser justificado devido aos diferentes caminhos
envolvidos no decaimento da AVO, esquematizados por Vallejo, Mesa e Gallardo (2011). Os
compostos formados, produtos desta fotodegradacdao, podem ser inativos ou, por outro lado,
podem favorecer a degradacdo de biocomponentes da pele, causar alergias e produzir radicais
livres. Em trabalhos anteriores do grupo (DOMINGUES, 2019) determinou-se a cinética do
equilibrio da AVO como sendo de primeira ordem e o tempo de meia vida da forma enol foi
de 24 minutos, desta forma, sabe-se que apds 24 minutos de exposi¢do a radiacdo UV, pelo
fato da molécula ser bastante fotoinstavel, a forma enol da AVO se reduz a metade de sua
concentragdo inicial e a forma ceto é favorecida, corroborando com os resultados encontrados

neste experimento.
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5 CONCLUSAO

A utilizagdo de microemulsdes como fase pseudo-estaciondria para separagdes em
eletroforese capilar se mostrou promissora. A adigdo de ACN ao BGE viabilizou a separagao
dos isdomeros ceto e enol da AVO por MEEKC. Apesar de ndo ter sido possivel realizar a
separagdo dos isdmeros nas amostras por MEEKC, devido ao método precisar de
modificagdes para melhorar sua seletividade, foi possivel realizar um estudo da degradagao da
forma enol (padrao) da AVO, com resultados que corroboram com os ja relatados na
literatura.

As andlises de Microscopia Eletronica de Transmissdo foram importantes para
elucidar a morfologia das microemulsdes utilizadas, bem como avaliar a influéncia da adi¢ao
de ACN ao BGE. As andlises em DLS seriam importantes para determinar a estabilidade das
formulagdes e, embora ndo tenha sido possivel realiza-las, os resultados de TEM fornecem
um indicativo do comportamento das mesmas em solugao.

Apesar do tempo de andlise e o consumo de reagentes ser maior quando comparado a
CE, para analisar as amostras de protetor solar, foi desenvolvido um método HPLC. Os
parametros de mérito analitico obtidos foram satisfatorios e os resultados encontrados para a
concentracdo de AVO nas amostras estdo de acordo com o determinado pela legislagdo.

O desenvolvimento de metodologias para o estudo da fotoestabilidade da AVO tem
sua importancia resguardada. Primeiro por se tratar do filtro mais eficaz usado como protecao
UVA e segundo, a unica molécula de filtro UVA I aprovada pela FDA, sendo amplamente
utilizada em formulagdes cosméticas para a protegdo da pele contra os raios solares.

Apesar de CE e HPLC serem técnicas complementares, cada vez mais a utilizagao de
métodos considerados “verdes” vem ganhando espago e nesse sentido métodos baseados em
MEEKC apresentam um grande potencial a ser explorado. Como perspectiva deste trabalho,
aperfeigoamentos no método MEEKC proposto podem ser realizados com o objetivo de
alcancar melhor seletividade e, entdo, aplicar o método em amostras de protetor solar para

quantificar os isdmeros ceto-enol da AVO e também outros componentes das formulacdes.
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APENDICE A — Amostras de Protetor Solar

Tabela 18 — Amostras de Protetor Solar

PRODUTO

LISTA DE COMPONENTES

N15

N30

SD30

Aqua; Octocrylene; Ethylhexyl Salicylate; Homosalate; Glycerin; Alcohol;
Butyl Methoxydibenzoylmethane; Cetearyl Alcohol; Glyceryl Stearate;
Hydrogenated Rapeseed Oil; Methylpropanediol; Zea Mays Oil;
Glycyrrhetinic Acid; Tapioca Starch; Behenyl Alcohol; Silica Dimethyl
Silylate; Sodium Stearoyl Glutamate; Ethylhexylglycerin; Trisodium
EDTA; Acrylates/C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer; Carbomer;
Xanthan Gum; Sodium Hydroxide; Cellulose Gum; Tetrasodium
Iminodisuccinate; Sodium Chloride; Phenoxyethanol; Linalool; Benzyl
Alcohol;  Alpha-Isomethyl Ionone; Citronellol Methyl Benzoate;
Tocopherol; BHT; Parfum; CI 40800.

Aqua; Homosalate; Ethylhexyl Salicylate; Octocrylene, Glycerin; Alcohol,
Butyl Methoxydibenzoylmethane; Phenylbenzimidazole Sulfonic Acid;
Cetearyl Alcohol; Glyceryl Stearate; Hydrogenated Rapeseed Oil;
Methylpropanediol; Silica Dimethyl Silylate; Panthenol; Pantolactone;
Tapioca Starch; Behenyl Alcohol; VP/Hexadecene; Copolymer; Sodium
Hydroxide; Sodium Stearoyl Glutamate; Ethylhexylglycerin; Trisodium
EDTA; Acrylates/C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer; Carbomer;
Xanthan Gum; Tetrasodium Iminodisuccinate; Sodium Chloride; Citric
Acid; Phenoxyethanol; Linalool; Benzyl Alcohol; Alpha-Isomethyl Ionone;
Citronellol; Methyl Benzoate; Tacopherol; BHT; Parfum.

Aqua; Homosalate; Butyl Methoxydibenzoylmethane; Octocrylene;
Glycerin;  Aluminum  Starch  Octenylsuccinate; Methylene  Bis-
Benzotriazolyl Tetramethylhutylphenol, Ethylhexyl Triazone;
Phenoxyethanol; Cetyl Alcohol; Glyceryl Stearate; Hydroxyacetophenone;
Potassium Cetyl Phosphate; Hydrolyzed Jojoba Esters; Triacontanyl PVP;
PEG-75 Stearate; Acrylates/C10-30 Alkyl Acrylate Crosspolymer; Bis-
Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine; Disopropyl Adpate;
Parfum; Sodium Polyacrylate; Ceteth-20; Steareth-20; Tacopheryl Acetate;
Disodium EDTA; Jojoba Esters; Linalool; Sodium Hydroxide; Limonene;
Eugenol; Geraniol; Hydroxycitronelol; Citronelol; Coumatin; Amyl
Cinnamal; Alpha-Isomethyl lonone; Benzyl Benzoate.



SD50

AS30
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Aqua; C12-15 Alkyl Benzoate; Octocrylene; Butyl
Methoxydibenzoylmethane; Ethylhexyl Triazone; Aluminum Starch
Octenylsuccinate; Bis-Ethylhexyloxyphenol Methoxyphenyl Triazine;
Butylene Glycol; Potassium Cetyl Phosphate; Titanium Dioxide; Caprylyl
Methicone; Tricontanyl PVP; Benzyl Alcohol; Phenoxyethanol;
Dimethicone;  Stearyl  Alcohol;  Tribehenin;  Cetyl  Palmitate;
Triethanolamine; C14-22 Alcohols Parfum (Alpha-Isomethylionone; Amyl
Cinnamal; Benzyl Benzoate; Citronellol; Coumatin; d-Limonene; Eugenol;
Geraniol; Hydroxycitronellal; Linalool); Silica; Acrylates / C10-30 Alkyl
Acrylate Crosspolymer; Disodium EDTA; Carbomer; C12-20 Alkyl
Glucoside; Tocopheryl Acetate;

Aqua; Ethylhexyl Methoxycinnamate; Diethylamino Hydroxybenzoyl
Hexyl Benzoate; Cetearyl Isononanoate; C12-15 Alkyl Benzoate;
Ethylhexyl Salicylate; Potassium Cetyl Phosphate; Cyclopentasiloxane;
Titanium Dioxide; Butylene Glycol; Triacontanyl PVP; Octocrylene;
Glyceryl Stearate; Cetearyl Alcohol; Cetyl Palmitate; Dimethicone;
Phenoxyethanol; Triethanolamine; Acrylates/C10-30 Alkyl Acrylate
Crosspolymer; Xanthan Gum; Tocopheryl Acetate; Carbomer; Disodium
EDTA; Parfum; Alumina; Pentaerythrityl Tetra-di-t-butyl
Hydroxyhydrocinnamate; Methylisothiazolinone; Aloe barbadensis Leaf
Powder; Alpha-Isomethyl Ionone; Amyl Cinamal; Citronellol; Eugenol;
Geraniol; Limonene; Linalool; Coumarin.

Fonte: Elaborada pela autora (2021).
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