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DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO ANALITICO ESPEC-
TROFOTOMETRICO PARA QUANTIFICACAO DE NEROLIDOL EM UM
DISPOSITIVO POLIMERICO DE LIBERACAO PROLONGADA, APOS
DERIVATIZACAO COM VANILINA

Tatiana Gomes Ribeiro', Jugara Ribeiro Franca', André Mesquita Marques?, Maria Auxiliadora Coelho Kaplan?,
André Augusto Gomes Faraco' e Rachel Oliveira Castilho'*
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2UFRJ - Nucleo de Pesquisas de Produtos Naturais, Centro de Ciéncias da Satude, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Bloco H, Ci-

dade Universitaria, 21941-590 Rio de Janeiro — RJ, Brasil

This work describes the development and validation of analytical method to assay nerolidol in a hydrophilic matrix
of quitosan by UV/visible spectroscopy. The method is based on the formation of purple derivative between nero-
lidol and vanillin. The validated method was linear (2.5 - 50 mg mL"' concentration range, r > 0.99), precise (RSD
0.44% for repeatability and 0.32% for intermediate precision), accurate (100.04% recovery), robust and specific.
Detection and quantitation limits were 0.74 mg mL" and 2.26 mg mL", respectively. The method is simple and fast
and it was applied successfully. Alternatively, the described method may be applied for the analysis of alcohols and

unsaturated lipids.

Keywords: nerolidol; quitosan; spectrometric method for alcohols and lipids.

INTRODUCAO

O nerolidol ¢ um sesquisterpeno aciclico (Fig-
ura 1) de origem natural encontrado em muitos 6leos
volateis de plantas como Cymbopogon citratus (DC)
Stapf. (capim-limao), Lavandula officinalis Chaix (al-
fazema) e Jasminum sp. (jasmim).' E um 6leo amarelo
claro com aroma de flores com reminiscéncias de rosa
e maca. E utilizado em perfumes, xampus, sabonetes ¢
outros produtos de higiene pessoal, bem como em pro-
dutos ndo cosméticos de limpeza, com um consumo
mundial de 10-100 toneladas/ano.> O nerolidol possui
atividade antiulcera, antimicromiana, anticancerigena e
tem atividade biocida para diferentes patdgenos, inclu-
sive protozoarios.*”Além disso, ¢ utilizado como agen-
te promotor de absor¢ao de farmacos na pele, como por
exemplo anti-inflamatérios como os cortiscoteroides e
o dicofenaco de sédio e de anti-hipertensivos como o
hidrocloridrato de verapamil.?

A utilizacdo do nerolidol como farmaco no
tratamento da leishmaniose foi recentemente estuda-
da.? A dificuldade relacionada a toxicidade da maioria
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dos farmacos disponiveis no arsenal terapéutico para o
tratamento dessa doenca estimulam o desenvolvimen-
to de novas formas de administracdo de medicamentos
que facilitem a adesdo ao tratamento dessa doenga, bem
como promovam uma menor toxicidade dos mesmos.
A volatilidade e a baixa hidrossolubilidade dessa sub-
stancia estimulam o desenvolvimento de sistemas de
liberacao modificada deste ativo na forma de sistemas
matriciais poliméricos.

Um polimero bastante utilizado na literatura
cientifica para veiculagdo de farmacos ¢ a quitosana.'
Esta substancia ¢ a forma desacetilada da quitina, que € o
segundo polimero mais abundante na natureza, por isso
¢ uma fonte renovavel e de baixo custo, tendo grande
importancia econdmica e ambiental.'" E um polimero
atoxico, biocompativel e biodegradavel, caracteristicas
desejaveis e necessarias para veicula¢do de farmacos,
sendo utilizada em diversas formulacdes farmacéuticas
como pos, comprimidos, emulsdes e géis, além de ser
utilizado em imobilizagdes enzimaticas.'>!*

Nosso grupo de pesquisa desenvolveu formu-
lacdes na forma de filmes, utilizando a quitosana como
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matriz polimérica, para veicular esse principio ativo e
realizar testes de atividade leishmanicida in vitro e in
Vivo.

A forma farmacéutica de filmes contendo ner-
olidol ndo se encontra inscrita, até¢ o presente momento,
nos compéndios oficiais, ndo havendo inclusive méto-
dos de quantificagdo na literatura desse principio ativo
em formulagdes. Ha descrigdes da andlise do nerolidol
em diversos 6leos essenciais por cromatografia gaso-
sa acoplada a espectroscopia de massas (CG/MS)!>16 e
cromatorafia liquida de alta eficiéncia (CLAE)."

A cromatografia gasosa (deteccdo por ion-
izacdo de chama) e a cromatografia gasosa acoplada a
espectroscopia de massas sdo as técnicas mais indica-
das para andlises quantitativas e qualitativas de substan-
cias lipofilicas, como os 0leos volateis e seus constitu-
intes isoladamente.'®!” Trabalhos recentes demonstram
analise de 6leos essenciais por CLAE e detec¢ao em ar-
ranjo de diodos (DAD).!"?° Esses métodos sdo sensiveis
o suficiente para a determinacdo de pequenas quanti-
dades de amostra, entretanto, muitas vezes, ndo sao sim-
ples, rapidos e de baixo custo para serem adotados em
analises de rotina.

Tendo em vista o grande numero de métodos
espectrofotométricos no UV/visivel utilizados, devido
a simplicidade, economia, precisao, robustez e rapidez
dessa técnica,*! o presente trabalho teve como objetivo
desenvolver e validar um método analitico por espectro-
fotometria no UV/visivel, baseado nas reagdes de Ko-
marowsky?? e da sulfo-fosfo-vanilina,??* para quantifi-
cacdo do nerolidol em filmes poliméricos de quitosana
de liberagao prolongada, aplicando-o para os ensaios de
liberacdo in vitro das formulacdes desenvolvidas. Além
disso, esse método tem potencialidade de aplicacdo na
analise de alcoois e lipideos ndo saturados.

A B OH
~ N OH A
P |
Figura 1
PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes
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A formulagdo utilizada fo1 um dispositivo po-
limérico de liberacao prolongada, cuja matriz hidrofili-
ca ¢ a quitosana e o farmaco ¢ o nerolidol (mistura cis-
trans, grau de pureza 98%) ambos da Sigma-Aldrich®.
Para o estudo dos interferentes foram empregados os
excipientes talco, amido e quitosana, os quais foram
utilizados para a producgao do dispositivo polimérico. A
solucdo tampao foi produzida através de uma mistura
dos reagentes difosfato e monofosfato de s6dio em agua
destilada com um pH 7,4, sendo denominado doravante
tampdo PBS. Todos os reagentes utilizados foram de
grau P.A.

Equipamentos

As medidas espectrométricas foram realiza-
das no espectrometro UV/visivel Shimadzu, modelo
160 A, fabricado no Japao. Para o estudo da robustez
e da precisdo intermediaria foi utilizado o espec-
trometro Hitachi, modelo UV-2900. Para a agitagao
das amostras foi utilizado o aparelho de Ultrassom
Unique, modelo Ultra Cleaner. Para o aquecimento
das amostras foi utilizado o banho Maria Fanem. As
massas foram medidas em balanca digital analitica
Sartorius, modelo BP 2215 e os volumes em pipetas
automaticas calibradas HTL.

Desenvolvimento do método
Preparo do reagente

Foram adicionados 5 mg de vanilina em 1 mL
de acido sulfurico 96%. O reagente foi armazenado em
frasco ambar.

Estabilidade do reagente

Para a avaliacdo do tempo de estabilidade do
reagente, foram preparados 250 mL da solucdo reagen-
te. O reagente previamente preparado (1 mL) foi adi-
cionado a 1 mL da solugdo de nerolidol (25,0 mg mL™")
em tampao PBS. A mistura foi agitada e submetida a
aquecimento de 50 °C por 10 min em banho maria. A
medida de absor¢do no espectrofotometro foi realizada
imediatamente em 1 542 nm. O branco foi feito, empre-
gando-se 1 mL de tampao PBS com 1 mL do reagente,
seguindo-se 0 mesmo procedimento da solu¢do amos-
tra. Repetiu-se esse procedimento de dez em dez minu-
tos durante quatro horas.
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Validagdo do método

O método analitico foi validado de acordo com
as especificacdes recomendadas pela Resolu¢ao RE n°
899 de 29 de maio de 2003 da Anvisa® e pelo Guia ICH
Q2B.?Os parametros de validacdo avaliados foram: es-
pecificidade, linearidade, limites de detec¢ao e quanti-
ficagdo, precisdo intra-corrida (repetibilidade), precisdo
inter-corrida (intermedidria), exatiddo e robustez.

Preparo da solugdo de trabalho

Foram pipetados, exatamente, 29,15 mL de
nerolidol para baldo volumétrico de 250 mL e foram
adicionados 230 mL de tampao PBS. Submeteu-se ao
ultrasom por dez minutos e completou-se o volume com
o mesmo solvente, obtendo-se solugdo a 100 mg mL".
A partir dessa solu¢ao foram preparadas amostras com
diferentes concentragdes.

Preparo da solugdo amostra

O preparo da solu¢dao amostra foi feito através
da adi¢@o da solugdo de trabalho do nerolidol de con-
centragdo conhecida em tampao PBS a uma formulacao
placebo. Foi adicionado o reagente na proporg¢ao de 1:1.
A mistura foi agitada e submetida a aquecimento de 50
°C por 10 min em banho maria. Foi realizada imediat-
amente a medida de absor¢do no espectrofotometro no
comprimento de onda de 542 nm. O branco foi feito,
empregando-se a formulagdo placebo, sem o nerolidol,
com o reagente, seguindo-se o mesmo procedimento da
solucdo amostra.

Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através
de andlises comparativas entre as formula¢des sem ner-
olidol (placebo) e as contendo nerolidol. Adicionou-se a
cada formulagdo 1 mL do reagente, seguido de 1 mL do
tampao. A mistura foi agitada e submetida a aquecimen-
to de 50 °C por 10 min em banho maria. Foi realizada
a medida de absor¢do no espectrofotometro em 1 542
nm. Espectros de absor¢ao na regido UV/visivel foram
tracados na faixa de 1 200 a 900 nm.

Linearidade

Foi verificada através da constru¢ao de uma
curva analitica de calibra¢do em quintuplicata, contem-
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plando concentragdes de 2,5; 5; 10; 15, 25, 50 mg mL"'.
Foi adicionado a solug¢do de nerolidol em tampao PBS
a ser quantificada, 1 mL da solucdo reagente. A mis-
tura foi agitada e submetida a aquecimento de 50 °C
por 10 min em banho maria. Foi realizada a medida de
absor¢ao no espectrofotdometro em 1 542 nm. O branco
foi feito, empregando-se 1 mL de tampao PBS com 1
mL do reagente, seguindo-se 0 mesmo procedimento da
solucdo amostra. A equacdo da reta foi determinada at-
ravés do estudo de regressao linear. Foram feitas duas
curvas analiticas em dias diferentes.

Limites de detec¢do (LD) e de quantificagdo (LQ)
Foram calculados a partir do desvio padrdo do

intercepto de b (d) e do coeficiente angular (s) da curva
analitica de calibragdo,’ através das equagdes 1 e 2,

respectivamente:
LD=33d
(1)
S
LQ=10d
2)
S
Precisao

A precisao intra-ensaio (repetibilidade) foi
avaliada através da analise de seis solu¢des de amostra
(25 mg mL") no mesmo dia e com o mesmo analista. A
precisdo intermediaria foi determinada pela andlise de
seis medidas de solu¢des na mesma concentracdo (25
mg mL") em dias diferentes e em equipamento difer-
ente, e entdo feita a andlise estatistica (DPR) dos resul-
tados obtidos nos dois dias (n = 12).

Exatiddo

Esse parametro foi determinado por intermédio
da adigdo da solugdo padrao de nerolidol a uma mistura
dos componentes da formulagdo. Quantidades conheci-
das do padrao nerolidol foram adicionadas ao disposi-
tivo polimérico placebo, de modo a obter solu¢cdes com
as concentragdes baixa, média ¢ alta: 17,5; 25 e 32,5
mg mL"!, respectivamente 70%, 100% e 130% da con-
centracdo de trabalho, com 3 réplicas cada. Posterior-
mente o reagente foi adicionado. A mistura foi agitada e
submetida a aquecimento (50 °C) por 10 min em banho
maria. Foi realizada a medida da leitura de absorc¢ao no
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espectrofotometro em 1 542 nm. O branco foi feito em-
pregando-se a formulagdo placebo sem o nerolidol, se-
guindo-se 0 mesmo procedimento da solu¢do amostra.

A exatidao foi expressa pela relagdo entre a
concentracdo média determinada experimentalmente e
a concentracao tedrica correspondente:

Concentracd média experimenth

Exatidao = x 100

Concentracd teodrica

)

Robustez

As condi¢des analiticas deliberadamente varia-
das para avalia¢do da robustez foram: variacdo da tem-
peratura de aquecimento da reagdo (49 °C, 50 °C e 51
°C), variagdo do pH da solucdo de nerolidol ( pH 7,3;
7,4 ¢ 7,5) e equipamentos diferentes (Shimadzu e Hi-
tachi).”® A concentragdo do padrdo de trabalho de ner-
olidol utilizada foi de 25 mg mL"' e cada condigdo foi
avaliada com um n = 6.

Andlise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada por
ANOVA, com resultados considerados significativos
quando a probabilidade ¢ inferior a 5% (p < 0,05), teste
t de Student e teste de Tukey com nivel de significancia
a = 0,05. Os oultliers, no estudo de estabilidade do re-
agente, foram analisados através de boxplot com ajuda
do programa Minitab.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Desenvolvimento e otimizagdo do método

O nerolidol é um alcool terciario, volatil, com
cadeia carbonica de quinze atomos e trés insaturagdes
ndo conjugadas (Figura 1). Explorando-se essas carac-
teristicas quimicas buscou-se um método para quantifi-
car o nerolidol em baixas concentragdes de forma rap-
ida, simples, precisa, e barata e para isso prop0s-se um
método espectrofotométrico no UV/visivel utilizando a
derivatiza¢do do nerolidol com a vanilina em meio aci-
do.

Foram feitas também duas propostas mecanis-
ticas para explicar as bases quimicas do novo método.
Na primeira proposta (Figura 2) a reagdo pode ser es-
quematizada em trés passos: (a) protonagdao do grupo
aldeido da vanilina (substancia 2); (b) ataque nucleofili-
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co da hidroxila do nerolidol no carbono carbonilico da
vanilina (substancia 4); (c) prototropismo, seguido da
perda de agua, dando origem a substancia (6) estabili-
zada por ressonancia € com absor¢dao em torno de | 542
nm. Uma proposta alternativa que explicaria o fendme-
no quimico ¢é baseada na reagdo de Knight** em que uma
sequéncia de dois passos sdo fundamentais (Figura 3):
(a) adigao eletrofilica do proton, proveniente do meio
acido, na ligagcdo dupla do nerolidol, formando um car-
bocation (substancia 7); (b) reagdo do carbocation com
a vanilina, dando origem a substancia (6).
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No desenvolvimento do método foram avali-
ados varias proporgdes dos reagentes, uma mistura de
vanilina e acido sulfurico, e o nerolidol, otendo-se uma
proporcao de 1:1 de reagente e solucdo aquosa do ner-
olidol. Além disso, avaliou-se-também diferentes tem-
peraturas de aquecimento, concluindo-se que a melhor
para que a reacdo de derivatizagdo ocorresse de forma
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rapida e que o nerolidol, uma substancia volatil, ndo
fosse perdido era um aquecimento a 50 °C por 10 min.

Apos o desenvolvimento do método, buscou-se
valida-lo, a fim de que o novo método estivesse adequa-
do aos ensaios propostos. Para isso, utilizou-se como
formulacao modelo o nerolidol em um dispositivo po-
limérico cuja matriz polimérica € a quitosana (matriz
hidrofilica).

Estabilidade do reagente

A estabilidade do reagente foi avaliada durante
4 horas com leituras sequenciais de dez em dez minu-
tos. Analisou-se os resultados nesse intervalo de tempo
através de boxplott do programa Minitab € ndo se ob-
servou oultlier. Esse fato demonstrou a estabilidade no
intervalo de tempo de 4 horas do reagente proposto.

Validagdo do método

Para a especificidade espectros de absor¢ao na
regido UV/visivel da solu¢cdo amostra de nerolidol (25,0
mg mL"'; 100% da concentragdo de trabalho) e da for-
mulacao placebo, em tampao PBS, foram tracados na
faixa de 1200 a 900 nm. Os espectros de absor¢ao obti-
dos demonstraram que os excipientes presentes na for-
mulagdo ndo apresentam absortividade em 1 542 nm (<
0,001A), sendo o método especifico para o doseamento
do nerolidol nesse comprimento de onda.

Para a linearidade foram feitas curvas de cal-
ibracdo em dias diferente. As equagdes da reta, calcu-
ladas por regressao linear, pelo método dos minimos
quadrados, podem ser visualizadas na Tabela 1. Os co-
eficientes de correlacao foram superiores a 0,99. Os re-
sultados da analise estatistica indicam ajuste adequado
dos dados aos modelos de regressao linear, sendo méto-
do linear na faixa de concentragdo de 2.5 - 50 mg mL".

Tabela 1. Dados referentes a linearidade para o método
de doseamento do nerolidol em tampdo PBS pH = 7.4 por
espectrofotometria no visivel

Pardmetros 1° Dia 2°Dia

Faixa de linearidade 2,5-50 pgmL! 2,5-50 pgmL!

Equagdozax +b y = 0,0086x + 0,0098 y = 0,00893x + 0,00983

Absorv.= a.conc.-b

Intercepto (b) + DP 0,0098 +0,00219 0,00983 + 0,00202

Inclinagdo (a) £ DP 00086 =9, 11104E-5 0,00895 + 8 37922E-5

Coeficiente de correlagio 099843 099878

Desvio padrio da curva 0.00803 0.00739

Valor de p <0.0001 <0.0001
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O método demonstrou ser sensivel a baixas
concentragdes, tendo como valor de limite de detecg¢ao
0,74 mg mL"' e limite de quantificacdo 2,26 mg mL"".

Os resultados de repetibilidade e precisao in-
termediaria foram expressos em termos de desvio pa-
drao relativos (DPR) (Tabela 2). Neste ensaio foram
utilizadas seis determinagdes a 100% da concentragao
de trabalho e observada a diferenca entre as repetigoes.
A repetibilidade e a precisdo intermediaria apresentam
DPR de 0,44 e 0,32, respectivamente. Os valores obti-
dos sdo inferiores a 5%, limite méximo aceito para esse
parametro.” A analise ANOVA demonstrou que nao ha
diferencas estatisticas entre as analises dos diferentes
periodos para p = 0,05. Esses resultados de doseamento
de nerolidol obtidos com o0 método proposto apresentam
elevado grau de concordancia.

Tabela 2. Resultados da repetibilidade e precisdo intermediaria
para o método de doseamento do nerolidol em tampao PBS pH =
7,4 por espectrofotometria

Concentragio Meédia = DPR (%) (n=6)

(ng mLh (ug mLY)

1°Dia 2436 2420+ 0,44
2420
24,13
24,24
24.23

24,05

2% Dia 24,16 2416+0.32
2428
24,04
24,16
24,19

24,13

Meédia + DPR (%) 24,18+ 0,38

(n=12)

A porcentagem média para a exatiddo foi de
100,04% e o DPR de 0,65% (Tabela 3). Através do teste
t de Student, pode-se afirmar que o valor encontrado ¢
estatisticamente igual a 100% com significancia de p
= 0,05. Além disso, esse resultado demonstra que nao
ha interferéncias dos excipientes da forma farmacéutica
no doseamento do produto final. Portanto, o método ¢
exato.

A avaliagdo da robustez de um método per-
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mite identificar parametros criticos do procedimen-
to analitico que possam influenciar negativamente na
sua exatiddo e precisdo. Uma vez identificados, esses
pardmetros devem ser controlados e precaugdes devem
ser incluidas no procedimento analitico.

Tabela 3. Resultados da exatidao para o método de doseamento
do nerolidol em tampio PBS pH = 7,4 por espectrofotometria
no visivel

Concentracio Concentracio Exatiddo (%)
teorica experimental
(ug mL1)
175 17,4540 0974
17,4635 09_80
17,4425 99.67
25 25,2031 101.17
25,0747 10030
252586 101.03
375 37.3391 99.57
37.3276 0954
37.3161 0951
Meédia + DPR 100,04 £ 0,65

Foram avaliadas pequenas e deliberadas
variagdes na metodologia analitica: temperatura de
aquecimento da reagdo, pH do PBS utilizado para dis-
solucao da formulacao com nerolidol e leituras de ab-
sorbancia em diferentes equipamentos. Os dados exper-
imentais obtidos indicaram que estas modificagdes nao
influenciaram significativamente os resultados (Tabela
4). Os dados ajustaram-se adequadamente ao modelo
ANOVA, teste de Tukey, com significancia de p = 0,05.
A partir dos resultados, verificou-se ndo haver diferenca
estatisticamente significativa entre os resultados do do-
seamento obtido em cada uma das condi¢des avaliadas.
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Tabela 4. Resultados da robustez para o método de doseamento
do nerolidol em tampdo PBS pH = 7,4 por espectrofotometria no
visivel

Parimetros variados Concentracio meédia*

(ug mL1)= DPR (%)

Temperatura 49°C 2426 £ 0,69
30°C 24,04 £1 42
31¢C 2423 £ 0,87
pH do tampio 73 2397087
7.4 2403098
1.5 2427 0,85
Equipamento Shimadzu 2436 + 0,83
Hitachi 2407242
*(n=6)
CONCLUSAO

Neste trabalho foi possivel desenvolver um
método espectrofotométrico na regido do UV/visivel
para o doseamento do nerolidol em uma matriz hi-
drofilca de quitosana por derivatizagao do farmaco com
a vanilina em meio 4cido.

O método desenvolvido mostrou-se simples,
preciso, rapido e sensivel a baixas concentragoes. A val-
idacao comprovou que método € seletivo e robusto com
relagdo a mudanca de temperatura, pH e equipamento,
podendo ser utilizado no controle de qualidade dessa
formulacao e de outras formulagdes que usem como far-
maco o nerolidol. Alternativamente, o método descrito
pode ser aplicado a analise de alcoois ou lipideos nao
saturados.
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