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RESUMO

Plantas medicinais produzem grande variedade de substancias
guimicas, de diferentes classes metabdlicas e o fazem em diferentes
proporcdes. O bisabolol € um alcool sesquiterpénico, monociclico, insaturado e
opticamente ativo podendo ser encontrado nos 0leos essenciais de cabreuva
(Myrocarpus fastigiatus), camomila-alemd (Matricaria recutita), Capitu
(Siparuna guianensis) e candeeiro (Vanilosmopsis arborea Baker), espécie
abundante na regido da chapada do Araripe. Um método de quantificacdo do
o-(-)-bisabolol em uma solugéo hidroalcodlica por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foi desenvolvido e validado. Uma solucdo hidroalcodlica
obtida em farmacia de manipulacéo de a-(-)-bisabolol a 2% e o 6leo essencial
extraido do candeeiro foram analisados. Um padrdo de a-(-)-bisabolol foi
utilizado para calibracdo. A analise foi conduzida pela utilizagdo de coluna
cromatografica Thermo Scientific Hypersil C1s (250 mm x 4.0 mm; tamanho da
particula, 5um), como fase estacionaria, e mistura de acetonitrila e solugao
tampéo de fosfato como fase mével, com fluxo de 1,0 mL/min e deteccdo no
comprimento de onda de 200 nm. O método proposto foi validado, conforme
resolucdo RE n°. 899/2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. No
método, a linearidade foi demonstrada com coeficiente de correlacdo (r) maior
que 0.9996, e de acordo com a RE n° 899/2003 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria o critério minimo para r aceitavel deve ser igual a 0,99.
Além disso, os picos cromatograficos mostraram boa resolucdo. Com o0s
parametros da validagdo, incluindo preciséo, especificidade, exatiddo e
robustez, esse método demonstrou boa repetibilidade e sensibilidade e pode
ser convenientemente utilizado para quantificagdo de a-(-)-bisabolol em
solugBes hidroalcodlicas utilizando essa substéncia em sua formulacdo com
utiizacdo cosmética. Além do mais, apresenta as vantagens de facil

preparacdo da amostra e curto tempo de analise entre cada injecao.

Palavras-chave: a-(-)-bisabolol, candeeiro, CLAE, quantificacdo, validagéao.



ABSTRACT

Medicinal Plants produce a wide array of chemicals in the different
classes and metabolic are in different proportions. The bisabolol is a
sesquiterpene alcohol, monocyclic, unsaturated and optically active can be
found in the essential oils of cabreuva (Myrocarpus fastigiatus), camomila
alema (Matricaria recutita), Capitu (Siparuna guianensis) and candeeiro
(Vanilosmopsis arborea Baker), abundant in region of Araripe. A method to
quantify a - (-) - bisabolol in a water-alcohol solution by high performance liquid
chromatography (HPLC) was developed and validated. A hydroalcoholic
solution obtained in o manipulation Pharmaceuticals a- (-) - 2% bisabolol and
essential oil extracted from the lamp were analyzed. A standard o - (-) -
bisabolol was used for calibration. The analysis was conducted by using column
chromatography Thermo Scientific Hypersil C18 column (250 mm x 4.0 mm;
particle size, 5um) as stationary phase and a mixture of acetonitrile and
phosphate buffer as the mobile phase, flow 1.0 mL / min and detection at a
wavelength of 200 nm. The proposed method was validated according
Resolution SR No. 899/2003 of the National Health Surveillance Agency. In the
method, linearity was demonstrated with a correlation coefficient (r) greater than
0.9996 and in accordance with the RE n. 899/2003 of the National Health
Surveillance Agency the minimum criteria for acceptable r should be equal to
0.99. Moreover, the chromatogram showed good resolution. With the validation
criteria, including accuracy, specificity, accuracy and robustness, this method
showed good repeatability and sensitivity and can be conveniently used for the
guantification of a - (-) - bisabolol in ethanol-water solutions using this
substance in the formulation with cosmetic use. Furthermore, it presents the
advantages of easy sample preparation and analysis short time between each

injection.

Keywords: a-(-)-bisabolol, candeeiro, HPLC, quantitation, validation.
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1 INTRODUCAO

1.1 Apresentacao

O a-(-)-bisabolol [1-metil-4 (1,5-dimetil-1-hidroxihex-4 (5) -enil) -
ciclohexeno-1] (BISA) (Fig. 1) € um alcool sesquiterpeno monociclico
insaturado obtido a partir de extratos de plantas, tais como Chamomilla recutita,
Achillea millefolium L. e Vanillosmopis arborea Baker, que tem sido
amplamente usado em produtos cosmeéticos (WALECZEK et al, 2003;..
PERBELLINI et al, 2004; BHATIA et al., 2008). Varios estudos tém
demonstrado atividades do a-(-)-bisabolol. Estudos mais antigos mostraram o
poder antiinflamatorio (JAKOVLEYV et al, 1979;. GUILLOT et al, 1983;. MILLER
et al.,, 1996), e de protecdo gastrica (TORRADO et al., 1995) e mais
recentemente anticancerigeno (CAVALIERI et al, 2004;.. DARRA et al, 2008) e
anti mutagénico (GOMES-CARNEIRO et al., 2005).

HO CH,

HaC

HaC CH,

Figura 1. Estrutura quimica do a-(-)-bisabolol. Fonte: Autor

O BISA tem sido atribuido como um dos principais componentes de uma
vasta gama de extratos de plantas com atividade antimicrobiana (HERNANDEZ
et al, 2005;. KAMATOU et al, 2005;. VAGIONAS et al., 2007; FARIDI et al.,
2008), apoiando o uso tradicional das plantas e o potencial dos produtos
naturais como fontes de novos produtos farmacéuticos.

De acordo com o informativo técnico da PharmaSpecial e Sarfam o a-(-)-
bisabolol € indicado em produtos de higiene e infantis, e também em cremes

para peles delicadas, 0leos bronzeadores, protetores solares, lo¢des pos-sol,
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pés barba, pos depilacdo, pastas dentais e todo tipo de produto cosmético a
ser usado em peles sensiveis e delicadas.

Vanillosmopsis arborea Baker é nativa da chapada do Araripe, no
Nordeste do Brasil, no estado do Ceara. S&o poucos os estudos relativos ao
uso tradicional desta planta. No entanto, estudos tém demonstrado que o 6leo
essencial da Vanillosmopsis apresenta acdo antimicrobiana, antiinflamatéria e
a atividade gastroprotetora. (COLARES et.al., 2013).

O o6leo do candeeiro € rico em a-(-)-bisabolol, presente em produtos
dermatoldgicos, e além de apresentar atividades antimicrobiana, antifingica e
antiinflamataria, possui também baixa toxicidade (MATOS et al, 1998). O (-)-a-
bisabolol apresenta-se como 80,43% de sua composicdo. O restante,
propanoato de etila (5,87% ), etanoato de propila (9,00%), o metil-eugenol
(2,39%), oxido-bisabolol (2,31%), totalizando 100% na identificacdo do Oleo
essencial (SANTOS, 2009).

Estudos ja demonstraram atividades biolégicas com o Oleo de
Vanillosmopsis arbdrea Baker, dentre os quais pode ser destacado pesquisas
realizadas pela Universidade Regional do  Cariri, demonstrando efeito
gastroprotetor do 6leo essencial (LEITE et al., 2009); atividade antinociceptiva
visceral (LEITE et al.,, 2011; SANTOS, 2009); atividade antioxidante para o
extrato (LEITE et al., 2011); atividades antimicrobianas, antioxidante,
antiinflamatoéria, antinociceptiva, ansiolitica, sedativa, depressora do sistema
nervoso central (SANTOS et al., 2009).

Por outro lado, um dos impedimentos para aceitacdo de produtos
vegetais é a falta de padronizacdo de controle de qualidade (SHINDE et al.,
2009). Andlises quimicas e técnicas cromatograficas podem ser usadas para
ajudar na identificacdo de material vegetal ou extrato. Técnicas
cromatograficas, tais como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
Cromatografia de Camada Delgada (CCD), Cromatografia Gasosa (CG),
eletroforese capilar e métodos espectroscopicos como infravermelho (IR),
ressonancia magnética nuclear (RMN) e ultravioleta e visivel (UV-Vis) podem
ser usados como impressfes digitais no processo de identificacdo e
guantificacdo de metabdlitos secundarios (SHAW e BUT,1995).

De acordo com o informativo técnico da PharmaSpecial e da Sarfam o a-

(-)-bisabolol é um liquido transparente viscoso de coloracdo incolor/levemente
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amarelado e odor caracteristico floral, levemente adocicado. Possui indice de
refracédo ( 20 °C) de 1,493 — 1,497 e rotacao optica -55 a -58°. O a-(-)-bisabolol
tem densidade (20 °C) 0,925 a 0,933 e € completamente solivel em &alcool
absoluto, alcool etilico, isopropilico e Oleos naturais, minerais e sintéticos;
insolivel em agua e glicerina, podendo ser obtida solu¢do aquosa limpida com
o0 auxilio de solubilizantes.

A fim de controlar a qualidade dos medicamentos a base de plantas de
uma maneira mais adequada, metodologias analiticas bem fundamentadas
devem ser utilizadas. Estas, quando ndo descritas em compéndios oficiais ou
formularios nacionais, devem ser validadas. A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) define o processo de validacdo como uma garantia, por
meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das
aplicac6es analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.

Visando colaborar para o controle de produtos cosméticos que tenham
como componente o a-(-)-bisabolol proveniente da extracdo de plantas
medicinais pretende-se desenvolver uma metodologia de andlise por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia. O método serd validado em
conformidade com a regulamentacdo RE 899 de 2003 da ANVISA. Os
seguintes parametros de validacdo foram avaliados: especificidade,

linearidade, sensibilidade, exatid&o, precisao e robustez (ANVISA, 2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Fornecer dados cientificos que facilitem o controle de qualidade de
produtos contendo o a-(-)-bisabolol em sua formulagdo, podendo servir como
base para elaboracdo de monografia desta substancia na Farmacopéia

Brasileira.

2.2 Objetivos Especificos

- Desenvolver e validar método analitico, utilizando Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia para determinacdo quantitativa de a-(-)-bisabolol; em
solucédo hidroalcodlica.

- Aplicacdo do método validado para determinacdo do teor de a-(-)-

bisabolol em solug&o hidroalcodlica, forma usada em cosméticos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 ConsideracOes gerais

No Brasil, a Chapada do Araripe, um dos mais importantes microclimas
do Ceara, destaca-se no Nordeste brasileiro por sua geomorfologia, devido a
seu relevo tabuliforme e niveis altimétricos que influenciaram na manifestagédo
de padrdes vegetacionais distintos (CAVALCANTI, 1994) com sua riqueza em
espécies nativas atrai uma intensa atividade antropica que resulta em
deteriorizacédo e risco de extincdo para varias formas de vida que ali habitam.

Uma das plantas que sofre mais consequéncias dessas acfes € 0
candeeiro (Vanillosmopis arborea Baker), pequeno arbusto pertencente a
familia Asteraceae, que pode atingir até 4 metros de altura, de ramos sulcados,
comum nas encostas da Chapada do Araripe no estado do Ceard, sendo que
muitas populacdes desse vegetal ja foram dizimadas (CAVALCANTI e NUNES,
2002).

Existem poucos estudos sobre o uso tradicional da planta. No entanto,
estudos biologicos e farmacoldgicos mostraram que seu 6leo essencial possui
atividades antimicrobianas, anti-inflamatérios e de protecdo gastrointestinais
(COLARES et. al., 2013).

O dleo essencial da madeira desta planta é constituido por alfa bisabolol,
um sesquiterpeno que esta presente em teores elevados e cujo uso principal é
em produtos dermatologicos, por apresentar atividades antibacteriana,
antifangica e antiinflamatéria (LIMA et al., 2006) indicado para produtos de
higiene e cuidado do bebé e de criancas, para cremes de peles delicadas,
bronzeadores, protetores solares, lo¢cdes apds sol, pos-barba, pos-depilacao,
creme dental, enxaguatério bucal e protetores labiais (MAPRIC, 2007).

Pode-se extrair o a-(-)-bisabolol da camomila [Chamomilla recutita (L.)
Rauschert] que €é uma espécie aromatica de interesse farmacoldgico,
alimenticio e cosmético devido a presenca de Oleo essencial em seus capitulos
florais cujos principais constituintes séo, camazuleno e a-(-)-bisabolol com

reconhecida atividade terapéutica. Industrialmente a camomila é usada para a
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extracdo da esséncia, que tem largo emprego como aromatizante na
composicao de sabonetes, perfumes e lo¢cdes, bem como conferir odor e sabor
agradaveis a uma grande variedade de alimentos e bebidas, sendo a planta
medicinal mais cultivada no mundo (LORENZI & MATOS, 2002).

Pode-se encontrar também na espécie Achillea millefolium L. que é outro
exemplo de plantas utilizadas na medicina popular. A. millefolium L. também
pertence a familia Asteraceae e contém 6leos essenciais, taninos, flavonoides
e acidos. A infusao feita a partir de suas folhas é indicado como analgésico,
anti-espasmadico, digestivo, diurético, anti-séptico, adstringentes, emoliente, e
agente de cura, bem como para o tratamento de hemorrdidas (Silva et al.,
1995).

Reis et al. (1996) citam que a manejo racional aparece como opg¢ao para
obtenc&o de matéria prima de interesse farmacéutico e reducéo do extrativismo
nas formacOes florestais. Muito tem sido falado a respeito dos cuidados
necessarios na producdo de plantas medicinais, uma vez que a producédo dos
principios ativos por estas plantas depende de uma série de fatores durante o
crescimento vegetal, seu estabelecimento e nos procedimentos apds a coleta.

O a-(-)-bisabolol possui reconhecido valor econdémico, sendo um
terpendide insaturado e hidroxilado, com 1677 citacdes, sendo que destas, 459

correspondem a patentes de varios paises do mundo. (LIMA et al., 2006)

3.1.1 a-(-)-bisabolol

De acordo com boletim técnico da PharmaSpecial a-(-)-bisabolol é
indicado para todos os tipos de formulacbes cosméticas devido a sua
estabilidade e compatibilidade com a pele. O seu efeito anti-irritante o torna
especialmente indicado para peles sensiveis. E um liquido oleoso transparente,
de cor limpida a amarelada, perfume doce, floral e amadeirado.

Boletim técnico da Marpric recomenda o seu uso em produtos pos-
barba; formulacbes pds-depilatoria; lencos umedecidos; desodorantes e
antiperspirantes; produtos de protecdo solar e pos Sol; higiene bucal (creme

dental, enxaguatorio); produtos para pele acnéica; produtos de cuidado do
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bebé; condicionadores de cabelo; todos os tipos de produtos para pele

sensivel.

3.2 Controle de qualidade de extratos vegetais

Plantas medicinais produzem diferentes substancias quimicas
(alcaldides, taninos, flavonoides, saponinas, entre outros) e o fazem em
diferentes proporcdes, dependendo do habitat, da pluviosidade, do
oferecimento de luz as plantas, das caracteristicas dos solos, enfim, das
caracteristicas climaticas, além do seu potencial genético. Algumas
substancias quimicas séo caracteristicas de uma determinada espécie vegetal,
servindo como parametros para a sua caracterizacdo e identificacdo
(MIGLIATO et al.,2007; GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

Marcadores quimicos podem ser utilizados para ajudar na identificacéo
de materiais vegetais, definir especificagcbes para matérias-primas, padronizar
preparagdes botanicas durante todos os aspectos do processo de fabricagcéo e
obter perfis de estabilidade (LAZAROWYCH e PEKOS, 1998).

Os diferentes métodos existentes para a padronizacéo fisico-quimica de
fitoterdpicos e extratos vegetais incluem, entre outros, técnicas
cromatograficas, como a cromatografia em camada delgada (CCD), que
permitem a quantificacdo de componentes de interesse diretamente ou
indiretamente, apdés separacdo e extragdo dos compostos, seguida de
determinacao quimica ou fisico-quimica (SONAGLIO et al., 1986). No entanto,
esta metodologia é considerada obsoleta, principalmente pelo advento das
técnicas mais sensiveis como cromatografia liquida e gasosa acopladas a
espectrdmetro de massas ou ressonancia magnética nuclear, entre outras. A
técnica acoplada CCD densitometria, empregando placas de alta eficiéncia
(HPTLC), tem sido utilizada em andlise de ativos de drogas vegetais e seus
extrativos, tanto qualitativa quanto quantitativamente (KLEIN et al., 2009).

3.2.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
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A Cromatografia Liquida de Alta Performace ou Eficiéncia (CLAE),
em inglés HPLC (High Performace Liquid Chromatography), que se tornou sigla
oficial no meio analitico brasileiro, ou, ainda, cromatografia em fase liquida,
pode ser conceituada como um método fisico-quimico de separacdo. E usada
em casos em que a amostra a analisar esta em solucédo, sendo os constituintes
a serem separados chamados de solutos. A separacéo resulta de um equilibrio
de distribuicdo do soluto entre duas fases: uma fase fixa sélida (chamada de
estacionéria), empacotada no interior de uma coluna, e uma fase mével, que
atravessa a fixa contida na coluna. (LEITE, 2008).

A CLAE é considerada um método rapido e preciso, permitindo a
separacao e doseamento de quantidades relativamente pequenas de material
(SIMOES et al., 2000).

A mais importante das vantagens da CLAE é sua versatilidade. Ela pode
ser aplicada tanto para compostos organicos como para inorganicos. As
amostras podem ser liquidas ou sélidas, ibnicas ou covalentes; 0s gases sao
as uUnicas amostras ndo determinadas pela CLAE. As amostras tipicas
analisadas pela CLAE sao: aminodacidos, explosivos, lipideos polares,
metabolitos de animais e plantas, pigmentos de plantas, polimeros sintéticos
polissacarideos, produtos farmacéuticos, proteinas e tintas (COLLINS et al.,
1997).

A separacao por CLAE conduz a um registro de um conjunto de sinais
(picos), em que cada um corresponde a um dos constituintes a sofrer
separacao; tal conjunto denomina-se cromatograma. (LEITE, 2008).

Entre os suportes mais comumente usados, encontram-se substancias
inorganicas como gel de silica e alumina (6xido de aluminio), que sao
geralmente utilizadas para separar compostos lipofilicos. Materiais organicos
como celulose, poliamida e géis de dextrano sdo aplicados na separacdo de
substancias hidrofilicas, como aminoacidos e acucares. Outras alternativas
utilizadas sdo os materiais modificados quimicamente, como a celulose
acetilada ou gel de silica substituido por cadeias organicas alifaticas de Cs a
Cis (FALKENBERG et al., 2000).

A CLAE pode utilizar diferentes tipos de detectores especificos. Os

detectores mais frequentemente utilizados em cromatografia liquida de alta
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eficiéncia sdo os espectrofotométricos (UV/Vis). Eles séo utilizados para
detectar compostos com grupamentos cromoforos e podem apresentar
comprimento de onda fixo, variavel ou multiplo. Os detectores de comprimento
de onda fixo operam em um Unico valor, geralmente, 254 nm. Os detectores de
comprimento de onda varidveis contém uma fonte continua de emissédo, como
uma lampada de deutério ou xendnio e geram radiacdo monocromatica a um
valor selecionado pelo operador, podendo ainda ser programados para alterar
o comprimento de onda durante o desenvolvimento da analise. J& os multiplos
medem, simultaneamente, a absorbancia em dois ou mais comprimentos de
onda, sendo denominados detectores de arranjo de diodos (DAD). Além
desses, o cromatografo liquido de alta eficiéncia pode ser acoplado a
detectores de indice de refracdo, fluorimétricos, eletroquimicos, de
espectrometria de massa e de condutividade (BRASIL, 2010).

3.3 Validacdo de Métodos Analiticos

A validacdo é um conjunto de procedimentos que visa estabelecer que a
metodologia analitica €é capaz de gerar resultados confiaveis. Os
procedimentos para validagdo estdo descritos em resolugbes e guias. As
resolu¢cbes sdo documentos com poder de lei; os guias sdao documentos que
sugerem uma linha de trabalho a ser seguida e s&o, portanto, abertos para
interpretacdo (RIBANI et al., 2004).

Conforme a resolugcdo de n° 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2003), o objetivo de uma validacdo € demonstrar que o
método é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a determinacao
gualitativa, semiquantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias
em produtos farmacéuticos.

A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o
método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade,
linearidade, intervalo, precisao, sensibilidade, limite de quantificacdo, exatidao,
adequados a andlise (ANVISA, 2003).

28



A especificidade é indicada para testes de identificacdo do principio
ativo, excluindo-se a necessidade dos outros parametros. Excetuando-se o
limite de deteccdo, os demais parametros devem ser avaliados para os testes
de quantificacdo de impurezas. Para o ensaio limite de impurezas, em que ndo
€ necessaria a analise quantitativa, a avaliacdo do limite de deteccdo e da
especifidade € suficiente. Para os testes de determinacdo quantitativa, €
indicado que se avaliem todos os parametros, exceto os limites de deteccédo e
guantificacao (ICH, 2005).

A especificidade pode ser obtida de varias maneiras. A primeira forma
de se avaliar € comparando a matriz isenta da substancia de interesse e a
matriz adicionada com esta substancia (padrdo), sendo que, nesse caso,
nenhum interferente deve eluir no tempo de retencdo da substancia de
interesse, que deve estar bem separada dos demais compostos presentes na
amostra (CODEX, 1995; ICH, 2005, SHABIR, 2003; SWARTZ e KRULL,1998) .
Uma segunda maneira é através da avaliacdo com detectores modernos
(arranjo de diodos, espectrometro de massas), que comparam 0 espectro do
pico obtido na separagdo com o de um padrédo e utiliza-se isto como uma
indicacdo da presenca do composto puro (HUBER, 1998; JENKE, 1998;
VESSMAN et al., 2001). Essas duas maneiras sao as mais utilizadas.

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame,
dentro de uma determinada faixa de aplicacédo (ICH, 2005; USP, 2011,
SWARTZ e KRULL, 1988).

A correlacdo entre o sinal medido (area ou altura do pico) e a
concentracdo da espécie a ser quantificada muito raramente é conhecida. Na
maior parte dos casos, a relacdo matematica entre o sinal e a massa da
espécie de interesse deve ser determinada empiricamente, a partir de sinais
medidos para massas ou concentracdes conhecidas dessa espécie
(AUGUSTO et al., 2000). Essa relagdo matematica, muitas vezes, pode ser
expressa como uma equacgdo de reta, obtida por andlise de regressao linear,
chamada de curva analitica (BARROS NETO et al., 2002).

Para verificar se a equacdo de regressao linear € estatisticamente
significativa podem ser efetuados os testes de ajuste do modelo linear, validade
da regressao, sua eficiéncia e sua eficiéncia méxima (BARROS NETO et al.,
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2001; CHUI et al.,, 2001). A ANVISA (2003) recomenda um coeficiente de
correlacéo igual ou maior que 0,99.

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou
padrées, sob condi¢des definidas (ICH, 2005; INMETRO, 2003).

A precisdo em validacdo de métodos € considerada em trés niveis
diferentes: repetitividade; precisdo intermediaria; reprodutibilidade. A exatiddo
representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados
em um determinado ensaio e um valor de referéncia aceito como verdadeiro
(ICH, 2005; INMETRO, 2003).

De acordo com o INMETRO (2003), a robustez de um método
(“robustness”) mede a sensibilidade que este apresenta face a pequenas
variacdes. Diz-se que um método é robusto quando ele ndo € afetado por uma
modificacdo pequena e deliberada em seus parametros. A robustez de um
método cromatografico € avaliada, por exemplo, pela variacdo de parametros,
como a concentracdo do solvente organico, pH e forca idnica da fase mével em
CLAE, programacado da temperatura, natureza do gés de arraste em CG, bem
como o tempo de extracao, agitacao, etc.

As mudancas introduzidas refletem as alteragcdes que podem ocorrer
guando um método é transferido para outros laboratérios, analistas ou
equipamentos (RIBANI et al., 2004).

Em CLAE, a robustez pode ser avaliada, por exemplo, variando o
conteudo de acetonitrila na fase mével em + 2%, o pH da fase mével em 0,1
unidades de pH ou a temperatura da coluna em £ 5 °C. Se estas mudancas
estiverem dentro dos limites de exatiddo, precisdo e seletividade aceitaveis,
entdo o método possui robustez e tais variacbes podem ser incorporadas ao
procedimento (RIBANI ET al., 2004).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Solventes e reagentes

A substancia a-(-)-bisabolol, Sigma-Aldrich, de alto grau de pureza foi
utilizada como padréo externo nas andlises por CLAE.

Todos os reagentes e solventes foram grau HPLC (Tedia, J. T. Baker),
exceto o acido fosférico (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Agua ultra-pura foi
obtida através do equipamento Milli-Q Gradient® (Millipore, Advantage A10,
EUA), utilizando-se uma agua com condutividade menor que 0,60 uS/cm em
todas as andlises.

O Oleo essencial extraido do candeeiro foi gentilmente cedido pelo
Laboratério de Pesquisa de Produtos Naturais-LPPN/URCA.

4.2 Desenvolvimento e validacdo do método analitico

4.2.1 Selecao de condi¢cGes cromatogréaficas

A literatura sobre analise de a-(-)-bisabolol em HPLC é muito escassa.
Pouquissimos artigos relatam sobre o assunto. O pouco que foi encontrado
auxiliou selecionar o solvente do a-(-)-bisabolol e o que utilizar como fase
mével da metodologia analitica.

As andlises foram realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade
da Farmace Industria Quimico-Farmacéutica Cearense Ltda., utilizando um
sistema de HPLC (Shimadzu, Japdo) constituido por uma bomba binaria
(Modelo LC-10 ADvp), um detector com comprimento de onda UV/VIS variavel
(Modelo SPD 10 AVP), uma valvula de injecdo manual (Rheodyne ®, EUA)
com um loop de 20 pL, e um desgaseificador (DGU 14A). A coleta de dados e
analises foram realizadas utilizando o software Shimadzu CLASS-VPtv. Um

gradiente de eluicdo foi realizada numa coluna Hypersil Thermo Scientific Cis
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(250 mm x 4,0 mm) (Thermo Scientific, EUA), com tamanho da particula de
5um. A fase mével consistiu de uma solugao de 200mL de acetonitrila, 10 mL
de Acido Fosforico PA e g.s.p. 1000mL de agua ultrapura. A proporgédo de
eluicéo foi de 25:75 dessa solugcdo em acetonitrila pura.

Todas as solucdes foram desgaseificadas e filtradas através de

membrana filtrante de 0,45um de poro (Millipore, Bedford, EUA).

4.2.2 Preparo do padrao

A solugcdo estoque padrao de a-(-)-bisabolol foi preparada com 200mg
dessa substancia para 100mL de solugdo usando o hexano como solvente
correspondendo a concentracdo de 2mg/mL.

Retirando-se através de pipeta 6 mL da solucdo estoque, transferindo
para baldo volumétrico de 50 mL e completando o volume com hexano, obtém-
se a solucado na concentracdo 0,24 mg/mL, o equivalente a 120%, ja que o
produto utilizado na metodologia tem como valor rotulado de 0,20 mg/mL.

Para se chegar a concentracdo equivalente a 110% ou 0,22 mg/mL,
pipeta-se 5,5 mL da solucdo estoque, transfere-se para um baldo volumétrico
de 50 mL completando assim o volume com hexano.

Dando sequéncia as diluicbes da curva de calibracéo, pipetar 5,0 mL da
solucdo estoque, transferir para um baldo de 50 mL, completar o volume com
hexano, obtém-se a solu¢do de padrédo na concentracao 0,20 mg/mL, a mesma
concentracédo indicada no rétulo do produto que serd utilizado na metodologia.

Para se obter a concentracdo de 0,18 mg/mL ou 90%, pipetar 4,5 mL da
solucéo estoque para um baldo de 50 mL e completar o volume com hexano.

E finalmente para se obter a solu¢do em concentracédo de 80% ou 0,16
mg/mL, pipetar 4,0 mL da solugdo estoque para um baldo de 50 mL e
completar o volume com hexano. (Fluxograma 1).

Todas as diluicbes utilizadas na curva de calibracdo sdo preconizadas
na RE N° 899 da ANVISA.
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Bisabolol 200 mG

Hexano Solugdo Padrio
g.s.p 100mL Estoque

4,0ml 4.5mL 5,0mL 5,6mL 8.0mL

Hexano
g.5.p H0mL

0,16 mg/mL 0,18 mg/mL 0,20 mg/mL 0,22 mg/mL 0,24 mg/mL
80% 90% 100% 110% 120%

Fluxograma 01 — Metodologia do preparo das solu¢Bes padrdes de a-(-)-bisabolol a serem

utilizadas na curva de calibracdo do método.

4.2.3 Preparo da amostra

Para se preparar uma solucdo estoque da amostra da solucéo
hidroalcodlica de Bisabolol 20mg/mL foi retirado 1 mL da mesma e transferido
para um baldo volumétrico de 100 mL e completado o volume com hexano. A
partir desta diluicdo foi obtida uma solugdo estoque do cosmético contendo o
BISA em hexano com concentracdo de 2 mg/mL. A partir desta solucéo
estoque, foram obtidas as demais concentragcdes a serem utilizadas no
parametro de exatiddo do método analitico, onde a RE N° 899 da ANVISA
preconiza que trés concentracdes devem ser escolhidas para avaliarmos esse

parametro.
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Retirando-se através de pipeta 6 mL da solucdo estoque, transferindo
para baldo volumétrico de 50 mL e completando o volume com hexano,
obtivemos a solugédo na concentragcao 0,24 mg/mL equivalente a 120% do valor
rotulado do produto em validacao.

Para se chegar a concentracdo equivalente a 110% ou 0,22 mg/mL,
pipetou-se 5,5 mL da solucédo estoque, transferiu-se para um baldo volumétrico
de 50 mL completando assim o volume com hexano.

Dando sequéncia as diluicbes das amostras do cosmético foram
pipetados 5,5 mL da solugdo estoque para baldo volumétrico de 50 mL e
completando o volume com hexano, foi obtido assim a concentracdo de 105%
do valor rotulado o que equivale a 0,21 mg/mL.

Finalizando o processo de obtencdo das solu¢cdes das amostras, foi
pipetado agora 5,0 mL da solucéo estoque, transferido para um baldo de 50 mL
e completado o volume com hexano, foi obtido a solucdo de padrdo na
concentracdo 0,20 mg/mL, a mesma concentracdo indicada no roétulo do
produto a ser utilizado na metodologia.

As diluicdes de 105, 110 e 120% foram utilizadas no parametro de
exatiddo e a diluicdo de 100% foi usada no parametro de preciséo.

(Fluxograma 2).
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Sl 3o Hidroalcodiica
de Besabolol a 7%

1.0miL
Hexano Soluglo Amostra
q.5.p 100mL esingque
5 0mL 5,25mL 5,5mL &.0mL

Hexans
gsp S0mL

0,22 mgimiL
10%

EXATIDAO

Fluxograma 02 — Metodologia do preparo das solu¢cdes das amostras de o-(-)-bisabolol a

serem utilizadas na exatidao e precisao do método.

4.2.4 Método de Validacao

Na validacdo do método analitico utilizado para quantificacdo de a-(-)-
bisabolol em solucdo cosmética hidroalcoodlica, determinou-se 0s seguintes
parametros: especificidade, linearidade, sensibilidade, exatiddo, precisdo e
robustez. Os dados foram submetidos a analise estatistica utilizando o EXCELe
software para obtencdo dos parametros de desvio padrao relativo e

coeficientes de correlacéo.
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4.2.4.1 Especificidade

A especificidade é a capacidade do método distinguir o analito de outros
componentes na amostra. Especificidade em um método de HPLC ¢é
demonstrado pela separacédo do analito de outros potenciais componentes, tais
como impurezas, produtos de degradacdo, ou excipientes (DONG, 2006).
Nessa pesquisa, serd demonstrada a especificidade pela injecdo de uma
amostra do branco, onde 100 mL de hexano HPLC foram transferidos
volumetricamente para um baldo volumétrico de 100 mL. Com isso sera
verificado o comparativo do pico contendo o ativo de interesse no estudo e um
placebo sem o a-(-)-bisabolol podendo ser verificado assim 0s possiveis
interferentes que poderiam aparecer na leitura da amostra quando se
comparada com o padrao.

Como o produto a ser analisado e uma solucdo hidroalcodlica de
bisabolol + hidroquinona, uma solugdo hidroalcodlica contendo a mesma
guantidade de hidroquinona sera analisada, podendo ser observado assim que
os demais componentes da formulacdo ndo irdo interferir no sinal de

guantificacdo da substancia de interesse, o BISA.

4.2.4.2 Linearidade

A linearidade entre a area do pico e a concentracdo sera determinada
utilizando uma curva de calibracdo obtida com solucfes padrbes a cinco niveis
de concentracdo do padrdo de a-(-)-bisabolol. As concentracbes do composto
na solucdo considerada como 100% sera 0,20 mg/mL. Utilizar-se-&o também
as concentracdes de 80%, 90%, 110% e 120% (Fluxograma 1) (Anvisa, 2003).
Os dados de area do pico versus concentracdo da substancia seréo tratados

por andlise de regressao linear.

4.2.4.3 Sensibilidade
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O limite de deteccdo (LOD) e o limite de quantificacdo (LOQ) ser&o
determinados da curva de calibragdo do padrédo de BISA. Serdo calculados
LOD e LOQ, empregando-se as formulas abaixo, em que DP € o desvio padrao

da resposta e IC € a inclinacéo da curva de calibracdo (ANVISA, 2003).

LOD=DP x 3 LOQ =DP x 10
IC IC

4.2.4.4 Exatidao

A exatiddo sera avaliada pela média dos valores de recuperacéo
encontrados, através do comparativo de concentracdes conhecidas da amostra
de a-(-)-bisabolol a trés niveis de concentracdo (105%, 110% e 120%). Para
avaliacao da recuperacao de a-(-)-bisabolol sera calculado pela formula abaixo
utilizando o que realmente foi encontrado em teor na leitura do cromatograma e
a concentracao tedrica da amostra a ser corrida. Cada solugao foi injetada em
triplicata. Como as injecdes serdo em triplicata, a média seré obtida através

das mesmas.

Recuperacéao (%) = (concentracdo encontrada) x 100

concentracao original

4.2.4.5 Precisao

A precisdo do método serd investigada em relacdo a repetibilidade
(intracorrida) e precisdo intermediaria (inter-corrida) pela determinacdo da
solucédo padrdo a 100%. Para executar a preciséo intra-corrida do método, a

amostra sera injetada 6 vezes em uma sequéncia de corrida e a precisao inter-
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corrida determinada pela injecdo da amostra em diferentes dias (6 injecdes por

dia) e por outro analista.

4.2.4.6 Robustez

A amostra sera analisada sob as condi¢cfes definidas neste estudo e
comparada a resposta do método diante das seguintes altera¢gdes: variacdo no
pH da fase mdével com a utilizagdo de acido cloridrico para causar essa
variacao, diluicdo da amostra do produto cosmético em etanol para verificar se
h& variacbes significativas com a troca do diluente e analise do 6leo essencial
do candeeiro para verificar se o método tem a robustez de analisar outras
substancias que contém o a-(-)-bisabolol, como também alteracdes no fluxo de

injecao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento e validacdo de método de analise do a -(-)-bisabolol

5.1.1 Adequabilidade do sistema cromatografico e Especificidade

O método de analise do a-(-)-bisabolol por CLAE conduzido neste
estudo objetivou o desenvolvimento de um sistema cromatografico capaz de
eluir e apresentar boa resolucdo na identificacdo e quantificacdo do a-(-)-
bisabolol em solucéo hidroalcodlica utilizada como cosmético, abrindo assim
uma vasta possibilidade de pesquisa nessa area, ja que a literatura sobre o
assunto é escassa e a utilizacdo do a-(-)-bisabolol para tal finalidade é cada
vez mais crescente.

Na fase inicial, também definiu-se a concentracdo do a-(-)-bisabolol na
solucdo padrdo, de forma que as concentracdes dos mesmos estivessem
proximas a valores estimados para a amostra.

A tabela abaixo mostra os resultados nas analises de adequabilidade do
sistema obtendo-se o desvio padrdo menor que 5,0%. ApoOs definicdo e

verificacdo das condicbes cromatograficas, a metodologia foi validada.

InjecBes Areas
1 8702454,0
2 8704944,0
3 8711628,0
4 8725239,0
5 8729989,0
Critério de Aceitacao Resultado Obtido
Média das Areas - 8714850,8
Desvio Padréo Relativo <5,0% 0,1400000

Tabela 1. Resultados das analises de adequabilidade da metodologia analitica
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A especificidade pode ser observada no cromatograma apresentado nas
Figuras 2 a 7, na qual ndo ha pico referente a substancia analisada. Dessa
forma, o solvente elou fase mével ndo apresentam interferéncia nos
constituintes da formulagdo, sendo especifico para determinagdo de a-(-)-
bisabolol nas condi¢cdes estudadas. Além disso, foi comprovado também que
outras substancias existentes na formulagdo como a hidroquinona néo interfere
nos resultados quando comparamos a amostra do solvente mais hidroquinona

e auséncia do a-(-)-bisabolol.
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Figura 2. Cromatograma do ensaio de Especificidade Placebo 1 — Hexano + Hidroquinona
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5.1.2 Linearidade

A linearidade do método foi determinada pela constru¢do de curvas de

calibracdo dos padrbes de a-(-)-bisabolol utilizando as concentracfes de 0,16;

0,18; 0,20; 0,22; e 0,24 mg/mL que correspondem as faixas de 80 a 120% da

concentracéo de trabalho.

Resultados
% Concentracédo (mg/mL) Obtidos Fator (Area/Conc)

80 0,16 7092314 4432696
90 0,18 7926174 4403430
100 0,20 8755553 4377776
110 0,22 9474160 4306436
120 0,24 10244812 4268671

Critério de Aceitacao Resultado

R > 0,99 0,9996000

Critério de Aceitacéo Resultado

DPR <5,0% 1,56785509

Tabela 2. Resultados obtidos no ensaio da linearidade para a-(-)-bisabolol e os valores de

coeficiente de correlagéo (r) e desvio padréo relativo (DPR)

O Fator de relacao (FR) expressa a relacao existente entre os resultados

obtidos e a concentracdo, pela razdo entre 0s mesmos. Em uma curva

analitica, os FR devem ser semelhantes entre si e préximos do valor da

inclinacdo da reta. Calcularam-se os FR e o DPR entre eles. Recomenda-se

que o DPR seja inferior a 5% (AEFI, 2001).

Nas Figura 8 esta representada a curva analitica de BISA por CLAE e a

equacdo da reta, calculados por regressao linear pelo método dos minimos

guadrados.
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Figura 8. Curva de calibragcéo construida a partir dos resultados do ensaio de linearidade do a-
(-)-bisabolol

O coeficiente de correlacdo revelou ser superior a 0,99 para todos o0s
padrdes, indicando correlagdo linear entre suas concentracfes e as areas nas

faixas 80 a 120% da concentracdo de trabalho.

5.1.3 Sensibilidade

O LOD, definido como a menor concentracdo absoluta do analito em
uma amostra que pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado
sob as condi¢bes deste estudo, foi 5,16%

O LOQ, definido como a menor concentracdo de analito que pode ser
guantificado e determinado com aceitavel precisdo e exatiddo, resultou
17, 21%.

5.1.4 Recuperacao
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A exatiddo foi estimada pela analise da amostra de concentracéo
conhecida, comparando o valor medido com o valor real e utilizando o método
de adicdo de padréo.

Os resultados de exatiddo evidenciaram uma concordancia entre os
resultados encontrados na andlise da solucdo hidroalcodlica de BISA,
comprovando que o método é exato. O percentual recuperado pode ser
visualizado na Tabela 3.

O valor de porcentagem de recuperacao para o a-(-)-bisabolol foi de
100,20%, para e o desvio padrédo relativo foi 0,10%. Portanto, os valores
médios de recuperacdo estdo entre os 98% e 102% recomendados pela
legislacdo brasileira vigente de validacdo de métodos e os valores de DPR
abaixo de 2,0%.

Apesar dos resultados estarem dentro das especificacdes
recomendadas, os valores de recuperacao maiores que 100 % poderiam estar
relacionados a erros analiticos ou a efeitos da matriz, valendo ressaltar que foi

utilizada a mesma coluna cromatogréfica para execuc¢ao de todos os ensaios.

Resultado | Recuperacgao Média
Conc. % a- o =
)- Encontrado % Recuperagéo DPR
bisabolol a-(-)- -()-bi 9
bisabolol a-(-)-bisabolol %
105% 105,780% 100,74
105% 105,914% 100,87 100,87 0,12
105% 106,042% 100,99
110% 109,994% 99,99
110% 110,077% 100,07 100,08 0,09
110% 110,182% 100,17
120% 119,469% 99,56
120% 119,577% 99,65 99,64 0,08
120% 119,663% 99,72
Médias 100,20 0,10

Tabela 3 - Resultados obtidos no ensaio de exatidao para o a-(-)-bisabolol e os valores médios
de recuperacgéo e DPR
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5.1.5 Preciséo

A precisdo do método foi determinada em dois dias consecutivos de
analise por analistas diferentes, porém com 0 mesmo equipamento, obtendo-se
os valores de repetibilidade (intra-corrida) e precisdo intermediaria (inter-
corridas). Os valores dos teores de a-(-)-bisabolol e os valores de DPR para

avaliar as precisdes estao representados na Tabela 4.

12 corrida - Analista A - Data: 08/01/13
Amostra Concentra¢cdo (mg/mL) Area Fator de Correlagdo
1 0,2 8784167 43920835
2 0,2 8795448 43977240
3 0,2 8803102 44015510
4 0,2 8804341 44021705
5 0,2 8810936 44054680
6 0,2 8816651 44083255
Critério de Aceitacao Resultado Obtido
DPR 1 <5,0% 0,131000
22 corrida - Analista B - Data: 10/01/13
Amostra Concentracao (g/L) Area Fator de Correlagéo
1 0,2 9036692 45183460
2 0,2 9043820 45219100
3 0,2 8980614 44903070
4 0,2 8964566 44822830
5 0,2 8996569 44982845
6 0,2 9014780 45073900
Critério de Aceitacdo Resultado Obtido
DPR 2 <5,0% 0,348000
Precisdo Intercorrida
Critério de Aceitacdo Resultado Obtido
DPR <5,0% 1,221000

Tabela 4 - Resultados obtidos no ensaio de precisdo para a-(-)-bisabolol e os valores DPR
(intra-corrida e inter-corrida)

O ensaio de precisdo intra-corrida de seis réplicas auténticas na
concentracdo 100% de BISA, apresentou como resultado na 12 corrida os
desvios padrao relativos de 0,131 e DPR de 0,348 para 22 corrida, atendendo
as exigéncias normativas (ANVISA, 2003). O aumento do DPR entre a 12
corrida e 22 corrida pode ser explicada pelo efeito do analista, ou seja, a forma
como a amostra foi injetada, uma vez que eles utilizaram a mesma amostra.

Os valores de desvio padrao relativo para a precisdo inter-corrida (n=12)
foi de 1,221, valores inferiores ao limite estabelecido pela legislacao brasileira
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vigente de validacdo de método, cujo DPR deve ser menor que 5,0% (ANVISA,

2003).

5.1.6 Robustez

A variagcdo dos parametros de pH da fase mdvel ndo alterou, de forma

significativa,

as concentracbes encontradas

na amostra da solugéo

hidroalcodlica de BISA. Outro parametro a ser alterado foi a injecdo do fluxo e

do solvente para verificarmos se essa alteracao influenciaria os resultados de

guantificacdo. Os resultados do teor de a-(-)-bisabolol demonstram a robustez

do método encontrados em cada condigcdo testada estdo representados nas

Tabela 5 e 6.
Condicbes Cx Tempo de 0 o 0
Avaliadas Descricéo Retencao (min) Teor (%) | Média Teor (%) DPR
Adicao de HCI Padréo 7,125 101,437
0,0008M Amostra 7,125 101,564 101,500 0,09
Adic&o de HCI Padrédo 7,123 101,696
101,758 0,09
0,0012M Amostra 7,124 101,821
Tabela 5 - Resultados do ensaio de robustez, com varia¢des do pH da fase mével.
CondicGes o Tempo de 0 L 0
Avaliadas Descricdo Retencio (min) Teor (%) | Média Teor (%) DPR
Fluxo 0,9 Padrédo 7,993 101,494
mL/min Amostra 7,991 101,596 101,545 0,07
Fluxo 1,1 Padrao 6,565 101,494
mL/min Amostra 6,564 101,484 101,489 0,01

Tabela 6 - Resultados do ensaio de robustez, com varia¢cdes do fluxo de injecdo e troca de
solvente (hexano - etanol).

5.1.7 Aplicabilidade
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Além da utilizacdo da metodologia validada no controle de qualidade de
medicamentos e cosmeéticos que possuam a substancia em questédo, o BISA,
em sua formulagdo, podemos estender a importancia do estudo abordado na
aplicacdo em oOleos essenciais como o do candeeiro (Vanillosmopis arborea
Baker).

Com a aplicabilidade desse estudo em 6leos contendo o a-(-)-bisabolol
em sua composicao, favorecera a extragdo e comercializacéo dessa substancia
na regidao da Chapada do Araripe, aumentando assim possibilidades de renda
para os agricultores da regiao.

Analises do oOleo essencial do candeeiro em etanol foram realizadas com
sucesso, e essa metodologia pode ser estendida para tal finalidade, identificar
e quantificar o a-(-)-bisabolol em 6leos esséncias, dentre eles o do candeeiro.

Como a concentragdo do produto cosmeético em analise no estudo
possue como valor rotulado e 0,20 mg/mL de BISA, para prepararmos o padrao
na mesma concentracdo pegou-se 20 mg de diluiu-se em qg.s.p 100 mL de
etanol.

O dleo foi pesado na mesma quantidade, ou seja, 20 mg e diluido em
g.s.p. 100 mL de etanol.

Com o comparativo dos resultados, obtém-se a tabela abaixo:

Cond_ic;ﬁes Descricéo Tempo de_Retengéo Teor (%) Concentracéao
Avaliadas (min) mg/mL
Padrao 7,291 101,494 0,202988
Oleo Essencial Oleo 7,259 109,946 0,219892
do Candeeiro Padréo 7,273 101,601 0,203202
Oleo 7,242 109,876 0,219752

Tabela 7 - Resultados do ensaio de quantificagdo do a-(-)-bisabolol no 6leo essencial do
candeeiro.

As figuras a seguir demonstram como a metodologia pode ser aplicada

para estudos em 6leos esséncias contendo o BISA:
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Figura 9 - Cromatograma do ensaio de quantificacdo do a-(-)-bisabolol no éleo essencial do

candeeiro.
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6 CONCLUSOES

H
1

O método analitico por CLAE para quantificacdo de a-(-)-bisabolol em
solucdo hidroalcodlica foi validado demonstrando especificidade,
linearidade, precisao, exatidao e robustez.

Todos os resultados obtidos nesta validacdo estdo dentro das
especificacdes preconizadas pelo guia nacional de validacdo de método
analitico (ANVISA, 2003).

A metodologia de quantificacdo do a-(-)-bisabolol pode ser aplicada em
solucbes hidroalcodlicas cosmeéticas disponiveis no mercado que
contém essa substancia.

Este trabalho ressalta a importancia do desenvolvimento e validacéo de
métodos de quantificacdo e de controle de qualidade de solucbes
cosmeéticas. Além disso, pretende incentivar a realizacdo de mais
estudos nessa mesma linha de pesquisa, uma vez que 0 assunto
estudado é pobre em literatura e a substancia j4 € bastante utilizada na
producao de cosmeéticos.

Favorecer a utilizacdo do candeeiro de forma a atender um processo de
renda para agricultores, j& que esta metodologia pode ser estendida
para o controle de qualidade de 6leos essenciais que possuam o a-(-)-

bisabolol em sua composicéao.
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Anexo I: Teste de Adequacéao 1-5

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validacdo Alfa-Bisabolol.lch
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Suitability 1.lcd
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Suitability 1
Data de Aquisicdo: 13/11/2014 20:33:28

Vol. Injegdo: 20

mAU

Cromatograma

500—:
400-
300—:
200—:

100+

<}

8702454 17,077 71007

PDA Multi 1 200nm,4nm

PDA Ch1 200nm

9 10
min

Pico

Amostra

Tempo de Retencdo

Area

Concentracdo

1

Alfa-Bisabolol

7,077

8702454

100,700

Total

8702454
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Anexo II: Teste de Adequacéo 2-5

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validac¢do Alfa-Bisabolol.lcb
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Suitability 2.lcd
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Suitability 2
Data de Aquisicdo: 13/11/2014 20:44:57

Vol. Injecdo: 20

Cromatograma
mAU
=] PDA Multi 1 200nm,4nm
500
&
400 5
] o
~
<
1 ~
3004 <
] 3
)
B
200
100-
0 S
= T T A 1 1 T L Y P
0 2 3 4 5 6 7 8 9 10
min
PDA Ch1 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracdo
1 Alfa-Bisabolol 7,075 8704944 100,729
Total 8704944
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Anexo lll: Teste de Adequacéao 3-5

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Valida¢do Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabalol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Suitability 3.lcd
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Suitability 3

Data de Aquisi¢do: 13/11/2014 20:56:27

Vol. Injegdo: 20

Cromatograma
mAU
= PDA Multi 1 200nm,4nm|
500
400 3
| =
5
i I~
3001 o>
i 2
=
[==]
200
100-
o -
| T L | T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
min
PDA Ch1l 200nm ]
Pico Amostra Tempo de Retengdo Area Concentracdo
1 Alfa-Bisabolol 7,073 8711628 100,806
Total 8711628
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Anexo IV: Teste de Adequacao 4-5

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Valida¢do Alfa-Bisabolol.Ilcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Suitability 4.lcd

Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Suitability 4
Data de Aquisicdo: 13/11/2014 21:07:56

Vol. Injegdo: 20

mAU

Cromatograma

aoo]
o]
300{
200—:

100+

lol

8725239 /7,067 7 1009

PDA Multi 1 200nm,4nm)|

PDA Ch1 200nm

9 10
min

Pico

Amostra

Tempo de Retencdo

Area

Concentracdo

1

Alfa-Bisabolol

7,067

8725239

100,964

Total

8725239
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Anexo V: Teste de Adequacao 5-5

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Valida¢do Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Suitability 5.lcd
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Suitability 5
Data de Aquisi¢do: 13/11/2014 21:19:26

Vol. Injegdo: 20

mAU

Cromatograma

s00]
o]
300—:
200—:

100

=

8729989 /7,063 7 T0T,01

PDA Multi 1 200nm,4nm|

PDA Ch1 200nm

9 10
min

Pico

Amostra

Tempo de Retencdo

Area

Concentracdo

1

Alfa-Bisabolol

7,063

8729989

101,019

Total

8729989
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Anexo VI: Cromatrograma da Solucao do Padréo de Bisabolol 1-2

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validagdo Alfa-Bisabolol.Ilcbh
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Padrdo 1-2.lcd
Identificagcdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Padrio 1-2

Data de Aquisi¢do: 13/11/2014 21:17:09

Vol. Injecdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm

.
lol

87235457, 125799.0

min

PDA Ch1 200nm ]
Pico Amostra Tempo de Retencio Area Concentracdo

1 Alfa-Bisabolol 7,125 8723545 99,000
Total 8723545
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Anexo VII: Cromatrograma da Solucao do Padréo de Bisabolol 2-2

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti ms\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validacdo Alfa-Bisabolol.lcb
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Padrdo 2-2.lcd
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Padrdo 2-2

Data de Aquisicdo: 13/11/2014 21:28:41

Vol. Injecdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm|

lol

500

400

300+

872830277,127799

200+

100+

min

PDA Ch1 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracdo

1 Alfa-Bisabolol 7,121 8728302 99,027
Total 8728302
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Anexo VIII: Teste de seletividade, Placebo 1 (Solvente + Hidroquinona) 1-2

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSolutions\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validagdo Alfa-Bisabolol.lcb

Identificagcdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSolutions\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol seletividade Placebo A 1-2.

Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol seletividade Placebo A 1-2
Data de Aquisicdo: 14/11/2014 02:15:42
Vol. Injegdo: 20

mAU

Cromatograma

PDA Multi 1 200nm,4nm

min

DA Ch1 200nm i}
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracdo
Total

72



Anexo IX: Teste de seletividade, Placebo 1 (Solvente + Hidroquinona) 2-2

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSolutions\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validac3do Alfa-Bisabolol.Icb

Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSolutions\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol seletividade Placebo A 2-2.lc

Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol seletividade Placebo A 2-2
Data de Aquisi¢do: 14/11/2014 02:27:10
Vol. Injegao:

mAU

20

Cromatograma

PDA Multi 1 200nm,4nm

PDA Ch1 20

min

Pico

Amostra

Tempo de Retencdo

Area

Concentracao

Total

73



Anexo X: Teste de seletividade, Placebo 2 (Solvente) 1-2

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Valida¢do Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol seletividade Plac
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol seletividade Placebo B 1-2

Data de Aquisi¢do: 14/11/2014 02:10:39

Vol. Injegdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm

2]

min

PDA Ch1 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retengdo Area Concentracgdo

Total
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Anexo Xl: Teste de seletividade, Placebo 2 (Solvente) 2-2

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti os\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Validagdo Alfa-Bisabolol.Ich

Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol seletividade Plac

Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol seletividade Placebo B 2-2
Data de Aquisi¢do: 14/11/2014 02:22:08
Vol. Injegdo: 20

Cromatograma
mAU
i PDA Multi 1 200nm,4nm
o
2
1;
ol
1_
2]
| T T T L T T T R
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
min
PDA Chl 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retengdo Area Concentracdo
Total
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Anexo XlI: Teste de Linearidade, Concentragao 80%

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Valida¢do Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Linearidade 80.l¢
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Linearidade 80

Data de Aquisi¢do: 13/11/2014 21:40:10

Vol. Inje¢do: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm)|

=]

400

7092314 7711278

min

PDA Ch1 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracao

1 Alfa-Bisabolol 7,112 7092314 80,466
Total 7092314
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Anexo XllI: Teste de Linearidade, Concentragao 90%

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validagdo Alfa-Bisabolol.Icb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Linearidade 90.l¢
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Linearidade 90

Data de Aquisi¢do: 13/11/2014 21:51:40

Vol. Injegdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm

=)

500+

400

300

7926174 /7,109 789

200

100+

PDA Ch1 200nm ]
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentragdo

1 Alfa-Bisabolol 7,109 7926174 89,926
Total 7926174
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Anexo XIV: Teste de Linearidade, Concentragao 100%

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Valida¢do Alfa-Bisabolol.lcb
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Linearidade 100.

Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Linearidade 100

Data de Aquisicdo: 13/11/2014 22:03:09

Vol. Injegdo: 20

mAU

Cromatograma

so0]
o]
300—:
200—:

100+

e}

8755553 77,700799

PDA Multi 1 200nm,4nm)

PDA Ch1 200nm

9 10

min

Pico

Amostra

Tempo de Retencdo

AI’EB

Concentraciao

1

Alfa-Bisabolol

7,100

8755553

99,336

Total

8755553

78



Anexo XV: Teste de Linearidade, Concentragao 110%

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Valida¢ido Alfa-Bisabolol.lcb
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Linearidade 110.
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Linearidade 110

Data de Aquisicdo: 13/11/2014 22:14:37

Vol. Injegdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm)|

lol

600+

500

9474160 /7,1057 107 &4

min

PDA Ch1 200nm ]
Pico Amostra Tempo de Retencio Area Concentracdo

1 Alfa-Bisabolol 7,105 9474160 107,489
Total 9474160
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Anexo XVI: Teste de Linearidade, Concentragao 120%

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti @s\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Validac¢do Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Linearidade 120.
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Linearidade 120

Data de Aquisi¢do: 13/11/2014 22:26:06

Vol. Injecdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm|

.
lol

10244812 /77,1087 118,

min

PDA Ch1 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracdo

1 Alfa-Bisabolol 7,108 10244812 116,233
Total 10244812
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Anexo XVII: Teste de Exatidao, Solucéo do Padrao de Bisabolol 1-2

Meétodo: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validacdo Alfa-Bisabolol.lch
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Exatiddo Padrao
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Exatiddo Padrao 1-2

Data de Aquisi¢do: 14/11/2014 00:09:28

Vol. Injecdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm

i<}

500

400

300

8838955 /7,123 799

200+

100+

min

PDA Ch1 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracdo

1 Alfa-Bisabolol 7,123 8838955 99,683
Total 8838955
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Anexo XVIII: Teste de Exatidao, Solucéo do Padrao de Bisabolol 2-2

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validacdo Alfa-Bisabolol.lcb
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Exatiddo Padrao .

Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Exatidao Padrao 2-2
Data de Aquisi¢cdo: 14/11/2014 00:20:57
Vol. Injegdo: 20

mAU

Cromatograma

soo]
o]
300{
200{

100

k<)

8846539 /7,728 799

PDA Multi 1 200nm,4nm

PDA Ch1 200nm

Pico

Amostra

Tempo de Retencido

Area

Concentracdao

1

Alfa-Bisabolol

7,128

8846539

99,769

Total

8846539
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Anexo XIX: Teste de Exatidao, Concentragcdo 105% 1-3

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Valida¢io Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Exatiddo 105 1-:

Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Exatiddo 105 1-3

Data de Aquisi¢do: 14/11/2014 00:27:19

Vol. Injegdo: 20

mAU

Cromatograma

k<]

8977738 /716071057

PDA Multi 1 200nm,4nm|

PDA Ch1l 200nm

Pico

Amostra

Tempo de Retencdo

Area

Concentracao

1

Alfa-Bisabolol

7,160

8977738

105,780

Total

8977738
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Anexo XX: Teste de Exatidao, Concentragcédo 105% 2-3

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validagdo Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Exatiddo 105 2-:

Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Exatiddo 105 2-3
Data de Aquisi¢do: 14/11/2014 00:38:48
Vol. Injecdo: 20

mAU

Cromatograma

600{
soo]
400{
300{
200—:

100

898911177,157 71059

PDA Multi 1 200nm,4nm)

PDA Ch1 20

min

Pico

Amostra

Tempo de Retencdo

Area

Concentracdo

1

Alfa-Bisabolol

7,151

8989111

105,914

Total

8989111
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Anexo XXI: Teste de Exatidao, Concentragcdo 105% 3-3

Meétodo: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validagdo Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti ms\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Exatiddo 105 3-

Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Exatiddo 105 3-3
Data de Aquisi¢do: 14/11/2014 00:50:18
Vol. Injegdo: 20

mAU

Cromatograma

600{
500,
400
300{
200{

100+

k=)

8999917 77,1597 106

PDA Multi 1 200nm,4nm)|

DA Ch1 20

9 10
min

Pico

Amostra

Tempo de Retencdo

Area

Concentracdo

1

Alfa-Bisabolol

7,159

8999917

106,042

Total

8999917
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Anexo XXII: Teste de Exatidao, Concentragédo 110% 1-3

Meétodo: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validacdo Alfa-Bisabolol.lch
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Exatiddo 110 1-:

Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Exatiddo 110 1-3
Data de Aquisicdo: 14/11/2014 01:01:46
Vol. Injegdo: 20

mAU

Cromatograma

600{
50(%:
400—:
300~
200{

100-]

=)

9335343 77,1607 109.9

PDA Multi 1 200nm,4nm|

PDA Chl 200nm

9 10

min

Pico

Amostra

Tempo de Retengdo

;‘-\rea

Concentracdo

1

Alfa-Bisabolol

7,160

9335343

109,994

Total

9335343

86



Anexo XXIII: Teste de Exatidao, Concentracédo 110% 2-3

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti a@s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Valida¢do Alfa-Bisabolol.lcb
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Exatiddo 110 2-:

Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Exatiddo 110 2-3

Data de Aquisicdo: 14/11/2014 01:13:15

Vol. Injegdo: 20

mAU

Cromatograma

600-
500
400{
300~
200~

100

=

9342400/ 7, 1737 110,07

PDA Multi 1 200nm,4nm|

DA Ch1 20

9 10

min

Pico

Amostra

Tempo de Retengéo

AI’EB

Concentracao

1

Alfa-Bisabolol

7,173

9342400

110,077

Total

9342400

87



Anexo XXIV: Teste de Exatiddo, Concentracao 110% 3-3

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validacio Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Exatiddo 110 3-:

Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Exatiddo 110 3-3
Data de Aquisicdo: 14/11/2014 01:24:45
Vol. Injecdo: 20

Cromatograma

mAU
o PDA Multi 1 200nm,4nm)|
600
500-]
=
4004 2
] <
@
4 ==}
300+ o
1 2
(=2}
200;
100-
G_ -
T T [ T L L S
0 2 5 6 8 9 10
min
PDA Ch1 200nm ]
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracdo
1 Alfa-Bisabolol 7,165 9351289 110,182
Total 9351289

88



Anexo XXV: Teste de Exatiddo, Concentracao 120% 1-3

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validacdo Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Exatiddo 120 1-:

Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Exatiddo 120 1-3

Data de Aquisigdo: 14/11/2014 01:36:13

Vol. Injegdo: 20

Cromatograma
mAU
b =) PDA Multi 1 200nm,4nm
600
500-] =
] 2
] 2
400+ [~
N I~
S
] 5
300 @
A (=2}
200
100+
Gi -
" I I T T 1T T L L P
0 2 3 4 5 6 8 9 10
min
PDA Ch1 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracdo
1 Alfa-Bisabolol 7,178 9935710 119,469
Total 9935710
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Anexo XXVI: Teste de Exatiddo, Concentracao 120% 2-3

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validacio Alfa-Bisabolol.lcb
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Exatiddo 120 2-:
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Exatidao 120 2-3

Data de Aquisigdo: 14/11/2014 01:47:42

Vol. Injegdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm)|

S

600

9944703/ 7,181/ 1195

min

PDA Chl 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracdo

1 Alfa-Bisabolol 7,181 9944703 119,577
Total 9944703

90



Anexo XXVII: Teste de Exatiddo, Concentracdo 120% 3-3

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Valida¢Zo Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Exatiddo 120 3-:
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Exatiddo 120 3-3
Data de Aquisigdo: 14/11/2014 01:59:10

Vol. Injegdo: 20

Cromatograma
mAU
° PDA Multi 1 200nm,4nm)|
600
500-]
1 &
] 5
400 [~
i ~
o
Tl
1 2
300 )
B (2]
200
100
G_ —
T I T 1 T T 1 I P Y P
0 2 3 4 5 6 7 8 9 10
min
PDA Ch1 200nm ]
Pico Amostra Tempo de Retengdo Area Concentracdo
1 Alfa-Bisabolol 7,187 9951855 119,663
Total 9951855

91



Anexo XXVIII: Teste de Precisdo, Analista 1, Amostra 1-6

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validagdo Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analist
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analista 1 Amostra 1

Data de Aquisi¢do: 13/11/2014 22:37:35

Vol. Injegdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm)

5

8784167 /7,113 799,61

PDA Ch1 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracao

1 Alfa-Bisabolol 7,113 8784167 99,661
Total 8784167

92



Anexo XXIX: Teste de Precisao, Analista 1, Amostra 2-6

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validagdo Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analist
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analista 1 Amostra 2

Data de Aquisi¢do: 13/11/2014 22:49:03

Vol. Injecdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm|

s

8795448 77,1167 99.7

min

DA Ch1 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracao

1 Alfa-Bisabolol 7,116 8795448 99,789
Total 8795448

93



Anexo XXX: Teste de Precisao, Analista 1, Amostra 3-6

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validagdo Alfa-Bisabolol.Icb
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analist
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analista 1 Amostra 3

Data de Aquisi¢do: 13/11/2014 23:00:33

Vol. Injegdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm

lol

500+

400

300

880310277,1715799

200+

100

min

PDA Ch1 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retengdo Area Concentracdo

1 Alfa-Bisabolol 7,115 8803102 99,876
Total 8803102

%94



Anexo XXXI: Teste de Precisao, Analista 1, Amostra 4-6

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Valida¢do Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analist

Identificagcdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analista 1 Amostra 4

Data de Aquisicdo: 13/11/2014 23:12:03

Vol. Injecdo: 20

mAU

Cromatograma

500{
400-
300{
200—:

100+

lol

880434177, 120799.8

PDA Multi 1 200nm,4nm)|

PDA Ch1 200nm

9 10

min

Pico

Amostra

Tempo de Retengio

Area

Concentragao

1

Alfa-Bisabolol

7,120

8804341

99,890

Total

8804341

95



Anexo XXXII: Teste de Precisdo, Analista 1, Amostra 5-6

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Valida¢do Alfa-Bisabolol.Icb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analist
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analista 1 Amostra 5

Data de Aquisi¢do: 13/11/2014 23:23:32

Vol. Injecdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm|

isabolol

500

400+

300+

8810936 / 7,718/ 99.9

200+

100+

PDA Ch1 200nm ]
Pico Amostra Tempo de Retencao Area Concentracdao

1 Alfa-Bisabolol 7,118 8810936 99,965
Total 8810936

96



Anexo XXXIII: Teste de Precisdo, Analista 1, Amostra 6-6

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validag¢do Alfa-Bisabolol.Icb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analist
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analista 1 Amostra 6

Data de Aquisi¢do: 13/11/2014 23:35:02

Vol. Injecdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm

k=]

500

400

300

8816651 /7,127 7 100,02

200

100

PDA Ch1 200nm ]
Pico Amostra Tempo de Retengdo Area Concentracdo

1 Alfa-Bisabolol 7,127 8816651 100,029
Total 8816651

97



Anexo XXXIV: Teste de Precisao, Analista 2, Amostra 1-6

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Validacdo Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analist
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analista 2 Amostra 1

Data de Aquisicdo: 14/11/2014 04:11:53

Vol. Injegdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm|

5

9036692 /7,127 7 101.9

min

PDA Ch1 200nm

Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracao
1 Alfa-Bisabolol 7,127 9036692 101,913
Total 9036692

98



Anexo XXXV: Teste de Precisdo, Analista 2, Amostra 2-6

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validagdo Alfa-Bisabolol.Icb
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analist

Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analista 2 Amostra 2

Data de Aquisicdo: 14/11/2014 04:23:23

Vol. Inje¢do: 20

mAU

Cromatograma

s00]
o]
300{
200{

100+

5

9043820/ 7,135/ T0T.9¢

PDA Multi 1 200nm,4nm

DA Ch1 20

Pico

Amostra

Tempo de Retencao

AFEB

Concentracdo

1

Alfa-Bisabolol

7,135

9043820

101,994

Total

9043820

99



Anexo XXXVI: Teste de Precisao, Analista 2, Amostra 3-6

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validagdo Alfa-Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analist

Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analista 2 Amostra 3

Data de Aquisicdo: 14/11/2014 04:34:53

Vol. Injecdo: 20

mAU

Cromatograma

so0|
o]
300—:
200{

100

k=)

8980614 17,1267 101.2

PDA Multi 1 200nm,4nm)|

PDA Ch1 200nm

9 10

min

Pico

Amostra

Tempo de Retencdo

Area

Concentracdo

1

Alfa-Bisabolol

7,126

8980614

101,281

Total

8980614

100



Anexo XXXVII: Teste de Precisao, Analista 2, Amostra 4-6

Meétodo: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti ms\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validacio Alfa-Bisabolol.lch
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analist

Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Prescisdao Analista 2 Amostra 4
Data de Aquisicdo: 14/11/2014 04:46:22
Vol. Inje¢do: 20

mAU

Cromatograma

PDA Multi 1 200nm,4nm

PDA Ch1 20

min

Pico

Amostra

Tempo de Retencdo

AFEB

Concentracdo

1

Alfa-Bisabolol

7,125

8964566

101,100

Total

8564566

101



Anexo XXXVIII: Teste de Precisdo, Analista 2, Amostra 5-6

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validagio Alfa-Bisabolol.lcb
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analist
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analista 2 Amostra 5

Data de Aquisicdo: 14/11/2014 04:57:51

Vol. Injegdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm|

=)

500+

400

300

8996569 / 7,1207 TOT. 2

200+

100

PDA Ch1 200nm ]
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracdo

1 Alfa-Bisabolol 7,120 8996569 101,461
Total 8996569

102



Anexo XXXIX: Teste de Precisao, Analista 2, Amostra 6-6

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validacdo Alfa-Bisabolol.lcb
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analist
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Prescisdo Analista 2 Amostra 6

Data de Aquisicdo: 14/11/2014 05:09:20

Vol. Injegdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm

lol

500

400+

300

9014780/7,712710

200

100+

min

PDA Ch1 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retengdo Area Concentracao

1 Alfa-Bisabolol 7,112 9014780 101,666
Total 9014780

103



Anexo LX: Teste de Robustez, Solu¢céo Padrédo com 0,0008M de HCL 1-2

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti es\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validacdo Alfa-Bisabolol.Icb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Robustez HCL 0,(
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Robustez HCL 0,0008 M Padrdo

Data de Aquisigdo: 14/11/2014 03:24:35

Vol. Injegdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm)|

lol

8994432 /71257 TOT.Z:

min

PDA Ch1 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentragao

1 Alfa-Bisabolol 7,125 8994432 101,437
Total 8994432

104



Anexo LXI: Teste de Robustez, Amostra com 0,0008M de HCL 2-2

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validagdo Alfa-Bisabolol.Icb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Robustez HCL 0,(

Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Robustez HCL 0,0008 M Amostra

Data de Aquisi¢do: 14/11/2014 03:36:04

Vol. Inje¢do: 20

mAU

Cromatograma

s00]
400{
300{
200{

100+

3

9005713 77,1257 1015

PDA Multi 1 200nm,4nm)|

PDA Ch1 20

9 10
min

Pico

Amostra

Tempo de Retencdo

Area

Concentracdo

1

Alfa-Bisabolol

7,125

9005713

101,564

Total

9005713

105



Anexo LXII: Teste de Robustez, Solugéo Padréo com 0,0012M de HCL 1-2

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Validag¢do Alfa-Bisabolol.Icb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Robustez HCL 0,(
Identificagcdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Robustez HCL 0,0012 M Padréo

Data de Aquisicdo: 14/11/2014 03:47:33

Vol. Injecdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm)|

k<)

500

400

300+

9017416 77,1237 101

200

100+

min

PDA Ch1 200nm ]
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracdo

1 Alfa-Bisabolol 7,123 9017416 101,696
Total 9017416

106



Anexo LXIII: Teste de Robustez, Amostra com 0,0012M de HCL 2-2

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1l\Sequencias\Bisabolol\Validacdo Alfa-Bisabolol.lcbh
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti ms\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Robustez HCL 0,(
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Robustez HCL 0,0012 M Amostra

Data de Aquisigdo: 14/11/2014 03:59:02

Vol. Injegdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm)|

k<)

9028562 / 7,124 7101.8

min

PDA Ch1 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracdo

1 Alfa-Bisabolol 7,124 9028562 101,821
Total 9028562

107



Anexo LXIV: Teste de Robustez, Padrao de Bisabolol em etanol 1-2

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Projectl\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Padrdo 1-2.lcd

Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Padrdo 1-2
Data de Aquisi¢do: 30/12/2014 18:30:16

Vol. Injecdo: 20

Cromatograma
mAU
500 ] PDA Multi 1 200nm,4nm|
400+
300 N
i I~
o
=
i 8
=
200 ®
100
0~
I T i 1 T T T
0 2 4 5 6 8 9 10
min
PDA Ch1 200nm _
Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracao
1 Alfa-Bisabolol 7,291 8786755 101,494
Total 8786755

108



Anexo LXV: Teste de Robustez, Padrdo de Bisabolol em etanol 2-2

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol.lcb
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Padrdo 2-2.lcd
Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Padrao 2-2
Data de Aquisi¢do: 30/12/2014 18:41:45

Vol. Injecdo: 20

mAU

Cromatograma

100

L9
L

S

8790604 / 7,273 71076l

PDA Multi 1 200nm,4nm|

o

PDA Ch1 200nm

9 10

min

Pico

Amostra

Tempo de Retencdo

Area

Concentracao

1

Alfa-Bisabolol

7,273

8750604

101,601

Total

8750604

109



Anexo LXVI: Teste de Robustez, Padrao de Bisabolol em etanol fluxo 0,9

Método: Bisabolol 0.9.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Nova pasta\Val. Met. Bisabolol Robustez Flt
Identificagdo da Amostra: Validagdo de Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Nova pasta\Val. Met. Bisabolol Robustez Fluxc
Identificagdo da Amostra: Val. Bisabolol Fluxo 0,9 Padrdo
Data de Aquisicdo: 30/12/2014 20:33:16

Vol. Injegdo: 20

mAU

Cromatograma

500
400—:
300{
20(#:

100

lol

(]
f=2]
(s3]
M~
-
o
—
(3]
wn
w
M~
[=2]

PDA Multi 1 200nm,4nm|

PDA Ch1 200nm

min

Pico

Amostra

Tempo de Retencio

Area

Concentracao

1

Alfa-Bisabolol

7,993

9755312

101,494

Total

9755312
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Anexo LXVII: Teste de Robustez, Amostra em etanol fluxo 0,9

Método: Bisabolol 0.9.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Nova pasta\Val. Met. Bisabolol Robustez Flux
Identificacdo da Amostra: Validagdo de Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Nova pasta\Val. Met. Bisabolol Robustez Fluxo Q
Identificagdo da Amostra: Val. Bisabolol Fluxo 0,9 Amostra

Data de Aquisigdo: 30/12/2014 20:44:45

Vol. Injecdo: 20

Cromatograma
mAU
1 ° PDA Multi 1 200nm,4nm)|
500 9
400
. >
300 .cia_
=4
2
1 5
200
100+
0
] T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

min

PDA Chl 200nm

Pico Amostra Tempo de Retencdo Area Concentracdo
1 Alfa-Bisabolol 7,991 9765104 101,596
Total 9765104

111



Anexo LXVIIIl: Teste de Robustez, Padrdo de Bisabolol em etanol fluxo 1,1

Método: Bisabolol 1,1.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Nova pasta\Bisabolol Robustez Fluxo 1,1.lct
Identificagdo da Amostra: Validagdo de Bisabolol
Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Nova pasta\Val. Bisabolol Fluxo 1,1 Padrao.lcd

Identificagdo da Amostra: Val. Bisabolol Fluxo 1,1 mL/min Padrdo
Data de Aquisicdo: 30/12/2014 21:07:24
Vol. Injegdo: 20

mAU

Cromatograma

500_,
400—:
300—:
200{

100

=}

8003849 76,5657 10T

PDA Multi 1 200nm,4nm)|

DA Ch1 200nm

min

Pico

Amostra

Tempo de Retencdo

Area

Concentracdo

1

Alfa-Bisabolol

6,565

8003849

101,494

Total

8003849
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Anexo LXIX: Teste de Robustez, Amostra em etanol fluxo 1,1

Método: Bisabolol 1,1.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Nova pasta\Bisabolol Robustez Fluxo 1,1.Ict
Identificacdo da Amostra: Validagdo de Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Nova pasta\Val. Bisabolol Fluxo 1,1 Amostra.l¢
Identificagdo da Amostra: Val. Bisabolol Fluxo 1,1 mL/min Amostra

Data de Aquisicdo: 30/12/2014 21:18:54

Vol. Injecdo: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm|

S

500

4004

300+

8003035 76,5647 101.4!

200

100

min

PDA Ch1 200nm ]
Pico Amostra Tempo de Retengao Area Concentracdo

1 Alfa-Bisabolol 6,564 8003035 101,484
Total 8003035
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Anexo L: Teste de aplicabilidade, Cromatograma do 6leo do candeeiro em
etanol 1-2

Método: Bisabolol.lcm

Sequencia: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol.Ilcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol

Arquivo: C:\LabSoluti @s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Oleo Candieiro 1
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Oleo Candieiro 1-2

Data de Aquisi¢do: 30/12/2014 18:53:33

Vol. Inje¢do: 20

Cromatograma

mAU

PDA Multi 1 200nm,4nm

so0]
o]
300—:
200—:

100

PDA Ch1 200nm

Pico Amostra Tempo de Retengdo Area Concentracdo
1 Alfa-Bisabolol 7,259 9512641 109,946
Total 9512641
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Anexo LI: Teste de aplicabilidade, Cromatograma do 6leo do candeeiro

em etanol 2-2

Método: Bisabolol.lcm
Sequencia: C:\LabSoluti as\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol.lcb
Identificagdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol )
Arquivo: C:\LabSoluti a@s\Data\Project1\Sequencias\Bisabolol\Val. Met. Bisabolol Oleo Candieiro 2

Identificacdo da Amostra: Val. Met. Bisabolol Oleo Candieiro 2-2

Data de Aquisicdo: 30/12/2014 19:05:02

Vol. Injecdo: 20

mAU

Cromatograma

a0
4[)0{
300—:
200—:

100+

k<)

9506571 /77,2427 109

PDA Multi 1 200nm,4nm|

PDA Ch1 200nm

9 10

min

Pico

Amostra

Tempo de Retencdo

Area

Concentracdo

1

Alfa-Bisabolol

7,242

9506571

109,876

Total

9506571
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Anexo LII: RE 899 de 2003 — Guia de Validacdo de Métodos Analiticos e
Bioanaliticos
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revoga:
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'j Versao para impressao

23 Enviar por email

RESOLUGAO-RE N° 899, DE 29 DE MAIO DE 2003

O Adjunto da Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria, no uso da atribuigdo, que Ihe confere a
Portaria n.° 238, de 31 de margo de 2003, considerando o disposto no art.111, inciso II, alinea "a" § 3° do Regimento
Interno aprovado pela Portaria n® 593, de 25 de agosto de 2000, republicada no DOU de 22 de dezembro de 2000,
considerando que a matéria foi submetida a apreciacao da Diretoria Colegiada, que a aprovou em reunido realizada em
6 de margo de 2003, resolve:

Art. 10 Determinar a publicagdo do "Guia para validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos" anexo

Art. 29 Fica revogada a Resolugao RE n° 475, de 19 de margo de 2002.

Art. 30 Esta Resolugdo entra em vigor na data de sua publicagdo.

DAVI RUMEL

ANEXO

GUIA PARA VALIDAGAO DE METODOS ANALITICOS E

BIOANALITICOS

METODOS ANALITICOS

1. Consideragdes gerais

1.1. As informagdes contidas nesse Anexo apresentam as caracteristicas a serem consideradas durante a validagdo de
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procedimentos analiticos. O objetivo de uma validacdo é demonstrar que o método € apropriado para a finalidade
pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-quantitativa efou quantitativa de farmacos e outras substancias

em produtos farmacéuticos.

1.2. Essas informacdes aplicam-se a:

1.2.1. técnicas analiticas que facam uso de métodos de cromatografia gasosa (CG) ou cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE);

1.2.2. métodos ndo-cromatograficos, desde que estes oferecam uma seletividade aceitdvel (por ex. titulometria,
espectrofotometria UV-VIS);

1.2.3. testes imunolégicos ou microbioldgicos, desde que observado o grau de variabilidade usualmente associado a
estas técnicas.

1.3. A validagdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que 0 método atenda as exigéncias das aplicagoes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade, linearidade,
intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacdo, exatiddo, adequados a analise.

1.4. Deve-se utilizar substdncias de referéncia oficializadas pela Farmacopéia Brasileira ou, na auséncia destas, por
outros codigos autorizados pela legislacdo vigente. No caso da inexisténcia dessas substancias, sera admitido o uso de
padroes de trabalho, desde que a identidade e o teor sejam devidamente comprovados.

1.5. Para efeito desse guia, considera-se corrida analitica as medigbes sucessivas de um mesmo analito, efetuadas nas
mesmas condicdes: método, analista, instrumentacao, local, condigbes de utilizacdo e em intervalo de tempo curto entre

as medigoes.

1.6. No caso de metodologia analitica descrita em farmacopéias ou formularios oficiais, devidamente reconhecidos pela
ANVISA, a metodologia sera considerada validada.

1.7. No caso de metodologia analitica ndo descrita em farmacopéias ou formulrios oficiais, devidamente reconhecidos
pela ANVISA, a metodologia sera considerada validada, desde que sejam avaliados os parametros relacionados a seguir,
conforme especificado nas Tabelas 1 e 2.

1.7.1. Especificidade e Seletividade

1.7.2. Linearidade

1.7.3. Intervalo

1.7.4. Precisdo

1.7.5. Limite de deteccdo (sensibilidade)

1.7.6. Limite de quantificacdo

1.7.7. Exatiddo

1.7.8. Robustez

1.8. No caso da transferéncia de metodologias da matriz para suas subsidiarias no Brasil efou das empresas nacionais

para os centro de estudos de equivaléncia farmacéutica, a metodologia serd considerada validada, desde que sejam
avaliados os parametros de precisdo, especificidade e linearidade. Copia de toda a documentacao original da validagdo
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da metodologia devera ser anexada, como prova de que a metodologia foi originalmente validada e devera conter, no

minimo, todos os parametros relacionados no item 1.7.

1.9. Para a garantia da qualidade analitica dos resultados, todos os equipamentos utilizados na validagdo devem estar

devidamente calibrados e os analistas devem ser qualificados e adequadamente treinados.

1.10. Os testes sdo classificados em 4 categorias, conforme a Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo dos testes, segundo sua finalidade:

Categoria Finalidade do teste

1 Testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo
em produtos farmacéuticos ou matérias-primas

11 Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinagao
de impurezas e produtos de degradagao em produtos
farmacéuticos e matérias-primas

111 Testes de performance (por exemplo: dissolucdo, liberagdo
do ativo)

v Testes de identificacdo

1.11. Para cada categoria sera exigido um conjunto de testes, relacionados na Tabela 2.

Tabela 2. Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico, sequndo sua finalidade:

Pardmetro Categoria I Categoria I1 Categoria II1 Categoria IV
Quantitativo Ensaio limite

Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisdo Sim Sim Nao Sim Nao
Repetibilidade

Intermediaria ** ** Nao ** Nao
Limite de deteccdo N&o N&o Sim * Nao
Limite de|Nao Sim Nao * Nao
quantificacdo

Exatiddo Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

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

** gp houver comprovacao da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovacdo da Precisdo

Intermediaria.

1.12. metodologia analitica devera ser revalidada nas seguintes circunstancias:

1.12.1. mudangas na sintese da substancia ativa;

1.12.2. mudancas na composicao do produto acabado;

1.12.3. mudangas no procedimento analitico.
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Determinadas outras mudangas podem requerer validagdo também, dependendo da natureza das mudangas.
2. Metodologia
2.1. Especificidade e Seletividade

Ea capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenca de outros componentes tais

como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz.

2.1.1. Para andlise qualitativa (teste de identificacdo) é necessario demonstrar a capacidade de selecdo do método entre
compostos com estruturas relacionadas que podem estar presentes. Isto deve ser confirmado pela obtencdo de
resultados positivos (preferivelmente em relagdo ao material de referéncia conhecido) em amostras contendo o
farmaco, comparativamente com resultados negativos obtidos com amostras gue ndo contém o farmaco, mas
compostos estruturalmente semelhantes.

2.1.2. Para analise quantitativa (teor) e analise de impurezas, a especificidade pode ser determinada pela comparacdo
dos resultados obtidos de amostras (farmaco ou medicamento) contaminadas com quantidades apropriadas de
impurezas ou excipientes e amostras ndo contaminadas, para demonstrar que o resultado do teste ndo € afetado por
esses materiais. Quando a impureza ou o padrdo do produto de degradacdo ndo estiverem disponiveis, pode-se
comparar os resultados do teste das amostras contendo impurezas ou produtos de degradacdo com os resultados de
um segundo procedimento bem caracterizado (por exemplo metodologia farmacopéica ou outro procedimento validado).
Estas comparaces devem incluir amostras armazenadas sob condicGes de estresse (por ex. luz, calor umidade,

hidrdlise acida/basica, oxidagao).

2.1.3. Em métodos cromatograficos, deve-se tomar as precauches necessarias para garantir a pureza dos picos
cromatograficos. A utilizacdo de testes de pureza de pico (por exemplo, com auxilio de detector de arranjo de
fotodiodos ou espectrometria de massas) sdo interessantes para demonstrar que o pico cromatografico € atribuido a um

s0 componente.
2.2. Linearidade

Ea capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a
concentragdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado.

2.2.1. Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela analise de, no minimo, 5 concentragdes diferentes. Estas
concentracoes devem seguir os intervalos da Tabela 3.

2.2.2. Se houver relacdo linear aparente apds exame visual do grafico, os resultados dos testes deverdo ser tratados por
métodos estatisticos apropriados para determinacdo do coeficiente de correlacdo, interseccdo com o eixo Y, coeficiente
angular, soma residual dos quadrados minimos da regressao linear e desvio padrdo relativo. Se nao houver relacdo

linear, realizar transformacdo matematica.

2.2.3. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo (r) deve ser = 0,99.

2.2.4. Deve-se apresentar as curvas obtidas (experimental e a resultante do tratamento matematico).

2.3. Intervalo

O intervalo especificado é a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior de um método analitico.
Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da aplicacdo pretendida do método (Tabela 3). E

estabelecido pela confirmacao de que o método apresenta exatidao, precisio e linearidade adequados quando aplicados

a amostras contendo quantidades de substancias dentro do intervalo especificado.
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Tabela 3. Limites porcentuais do teor do analito que devem estar contidos no intervalo de linearidade para alguns
métodos analiticos.

Ensaio Alcance

Determinacdo quantitativa do analito em matérias-primas|De 80% a 120% da concentracdo tedrica do teste
ou em formas farmacéuticas

Determinagdo de impurezas Do nivel de impureza esperado até 120% do limite maximo

especificado. Quando apresentarem importancia

toxicoldgica ou efeitos farmacolégicos inesperados, os
limites de quantificacdo e deteccdo devem ser adequados
as quantidades de impurezas a serem controladas

Uniformidade de contetdo De 70% a 130% da concentracdo tedrica do teste

Ensaio de dissolucdo De + 20% sobre o valor especificado para o intervalo.

Caso a especificacdo para a dissolucdo envolva mais que
um tempo, o alcance do método deve incluir -20% sobre o
menor valor e +20% sobre o maior valor.

2.4. Precisdo

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de uma amostragem multipla
de uma mesma amostra. Esta é considerada em trés niveis.

2.4.1. Repetibilidade (precisdo intra-corrida): concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo
com o mesmo analista e mesma instrumentacdo. A repetibilidade do método é verificada por, no minimo, 9 (nove)
determinagdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3 (trés) concentracdes, baixa, média e alta, com 3
(trés) réplicas cada ou minimo de 6 determinagGes a 100% da concentracdo do teste;

2.4.2. Precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas): concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas
obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Para a determinacdo da precisdo

intermedidria recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes.

2.4.3. Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial): concordancia entre os resultados obtidos em laboratdrios
diferentes como em estudos colaborativos, geralmente aplicados & padronizacdo de metodologia analitica, por exemplo,
para inclusio de metodologia em farmacopéias. Estes dados ndo precisam ser apresentados para a concessdo de
registro. A precisdo de um método analitico pode ser expressa como o desvio padrdo ou desvio padrdo relativo
(coeficiente de variacdo) de uma série de medidas. A precisdo pode ser expressa como desvio padrao relativo (DPR) ou
coeficiente de variacdo (CV%), segundo a férmula,

3]

PPR=-22_x100
CMD

em que, DP é o desvio padrdo e CMD, a concentracdo média determinada. O valor maximo aceitavel deve ser definido
de acordo com a metodologia empregada, a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do
método, ndo se admitindo valores superiores a 5%.

2.5. Limite de Detecgao

Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém nao
necessariamente quantificado, sob as condiges experimentais estabelecidas.
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2.5.1. O limite de deteccdo € estabelecido por meio da analise de soluces de concentragbes conhecidas e decrescentes
do analito, até o menor nivel detectavel;

2.5.2. No caso de métodos ndo instrumentais (CCD, titulagdo, comparacdo de cor), esta determinacdo pode ser feita
visualmente, onde o limite de deteccdo é o menor valor de concentracdo capaz de produzir o efeito esperado (mudanca
de cor, turvagdo, etc).

2.5.3. No caso de métodos instrumentais (CLAE, CG, absor¢do atdmica), a estimativa do limite de deteccdo pode ser
feita com base na relagdo de 3 vezes o ruido da linha de base. Pode ser determinado pela equacao,

3 ,";
LD = DP x

c

em que: DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de calibracdo construidas
contendo concentragdes do farmaco proximas ao suposto limite de quantificagdo. Este desvio padrdo pode ainda ser
obtido a partir da curva de calibracdo proveniente da analise de um nimero apropriado de amostras do branco; IC é a

inclinacdo da curva de calibragdo.
2.6. Limite de Quantificacdo

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as
condiches experimentais estabelecidas. O limite de quantificagdo é um pardmetro determinado, principalmente, para
ensaios quantitativos de impurezas, produtos de degradacdo em farmacos e produtos de degradacdo em formas
farmacéuticas e & expresso como concentracdo do analito (por exemplo, porcentagem p/p ou p/V, partes por milhdo) na
amostra.

2.6.1. O limite de quantificacdo € estabelecido por meio da andlise de solucBes contendo concentragoes decrescentes do
farmaco até o menor nivel determindvel com precisio e exatiddo aceitdveis. Pode ser expresso pela equacao,

.
=20

I(

em que: DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no minimo, 3 curvas de calibracdo construidas
contendo concentragbes do farmaco proximas ao suposto limite de quantificagdo. Este desvio padrdo pode ainda ser
obtido a partir da curva de calibracdo proveniente da analise de um apropriado nimero de amostras do branco; IC é a
inclinagdo da curva de calibragdo.

2.6.2. Também pode ser determinado por meio do ruido. Neste caso, determina-se o ruido da linha de base e

considera-se como limite de quantificagdo aquela concentracdo que produza relagdo sinal-ruido superior a 10:1.
2.7. Exatiddo

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relagdo ao valor

verdadeiro.
Varias metodologias para a determinacdo da exatiddo estdo disponiveis:
2.7.1. Farmaco

2.7.1.1. aplicando-se a metodologia analitica proposta na analise de uma substancia de pureza conhecida (padrdo de
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referéncia);

2.7.1.2. comparacdo dos resultados obtidos com aqueles resultantes de uma segunda metodologia bem caracterizada,

cuja exatiddo tenha sido estabelecida;
2.7.2. Forma Farmacéutica

2.7.2.1. na andlise de uma amostra, na qual quantidade conhecida de farmaco foi adicionada a uma mistura dos
componentes do medicamento (placebo contaminado);

2.7.2.2. nos casos em que amostras de todos os componentes do medicamento estdo indisponiveis, aceita-se a analise
pelo método de adicdo de padrdo, no qual adiciona-se quantidades conhecidas do analito (padrdo de referéncia) ao
medicamento.

2.7.3. Impurezas

2.7.3.1. andlise pelo método de adicdo de padrdo, no qual adiciona-se quantidades conhecidas de impurezas efou
produtos de degradagdo ao medicamento ou ao farmaco;

2.7.3.2. no caso da indisponibilidade de amostras de certas impurezas e/ou produtos de degradacdo, aceita-se a
comparacao dos resultados obtidos com um segundo método bem caracterizado (metodologia farmacopéica ou outro
procedimento analitico validado). A exatiddo é calculada como porcentagem de recuperacao da quantidade conhecida
do analito adicionado & amostra, ou como a diferenca porcentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida
dos intervalos de confianca.

A exatiddo do método deve ser determinada apds o estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da
especificidade do mesmo, sendo verificada a partir de, no minimo, 9 (nove) determinagdes contemplando o intervalo
linear do procedimento, ou seja, 3 (trés) concentragdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada. A exatiddo é
expressa pela relagdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica

correspondente:

concentragao média experimental
Exatidao = -- eeemeeeee= X 100
concentragdo tedrica

2.8. Robustez

A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variagtes dos
parametros analiticos. Indica sua confianca durante o uso normal. Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se
considerar a avaliagdo da robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método a variagbes nas condigdes analiticas,
estas deverdo ser controladas e precaucies devem ser incluidas no procedimento.

A Tabela 4 relaciona os principais parametros que podem resultar em variacdo na resposta do método.

Tabela 4. Fatores que devem ser considerados na determinacdo da robustez do método analitico.

Preparo das Amostras - Estabilidade das solucbes analiticas

- Tempo de extracao

Espectrofotometria * Variagao do pH da solugdo

- Temperatura
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- Diferentes fabricantes de solventes

Cromatografia Liquida * Variagdo do pH da fase mavel

* Variagdo na composicdo da fase maovel

- Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

- Temperatura

* Fluxo da fase mével

Cromatografia Gasosa - Diferentes lotes ou fabricantes de colunas

- Temperatura

* Velocidade do gas de arraste

METODOS BIOANALITICOS

1. Definigbes

Amostra - termo geral que abrange: controles, brancos, amostras processadas e desconhecidas.

Amostra branco - amostra de uma matriz bioldgica na qual nenhum analito foi adicionado, utilizada para avaliar a

especificidade do método bioanalitico.

Amostra de Controle de Qualidade (CQ) - amostra de matriz biolégica adicionada do analito, usada para monitorar o
desempenho de um método bioanalitico e para avaliar a integridade e validade dos resultados das amostras

desconhecidas analisadas numa corrida individual.

Amostra processada - extrato final (anterior & andlise instrumental) de uma amostra que foi submetida a varias

manipulacbes (ex.: diluicio, extracdo, concentracdo).

Amostra desconhecida - amostra bioldgica que é objeto de analise.

Analito - composto guimico especifico a ser mensurado, podendo ser o farmaco ndo-transformado, biomolécula ou seu

derivado, metabdlito ou produto de degradacdo em uma matriz biologica.

Corrida analitica (ou lote) - conjunto completo de amostras em estudo, com um nimero apropriado de padrdes e CQs

para sua validacdo e que tem sua analise completa nas mesmas condigdes.

Especificidade - habilidade do método bicanalitico de medir e diferenciar o analito de componentes que possam estar
presentes na amostra, tais como metabdlitos, impurezas, compostos de degradacdo ou componentes da matriz.

Estabilidade - parametro que visa determinar se um analito mantém-se quimicamente inalterado numa dada matriz sob

condigbes especificas, em determinados intervalos de tempo.

Exatiddo - representa o grau de concordancia entre os resultados individuais encontrados e um valor aceito como
referéncia. Faixa de quantificacdo - corresponde a uma faixa de concentracdo, incluindo o LSQ e o LIQ, que pode ser
confidvel e reprodutivelmente quantificada com exatidao e precisdo, por meio da relacdo concentracdo-resposta.

Limite de Deteccdo (LD) - menor concentracdo de um analito que o procedimento bioanalitico consegue diferenciar

confiavelmente do ruido de fundo.

Limite Inferior de Quantificacdo (LIQ) - menor guantidade de um analito numa amostra que pode ser determinada

quantitativamente com precisdo e exatid3o aceitaveis.

Limite Superior de Quantificacdo (LSQ) - maior quantidade de um analito numa amostra que pode ser determinada

quantitativamente com precisdo e exatiddo.
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Linearidade - corresponde a capacidade do método de fornecer resultados diretamente proporcionais a concentracao da

substancia em exame (analito).

Matriz biolégica - material distinto de origem bioldgica, que pode ser amostrado e processado de modo reprodutivel.

Método - descricdo compreensivel de todos os procedimentos usados em andlises de amostras.

Padrdo de calibragdo - matriz biolégica a qual foi adicionada uma quantidade conhecida de analito. Os padrdes de
calibragdo sdo usados para construir a curva de calibracdo, com a qual sdo determinadas as concentragbes do analito

nos CQs e nas amostras desconhecidas em estudo.

Padrdo Interno (PI) - composto, geralmente com caracteristicas estruturais similares ao analito, adicionado aos padrdes
de calibracdo e amostras em concentragoes conhecidas e constantes, para facilitar a determinacdo do analito.

Precisdo - representa o grau de repetibilidade entre os resultados de analises individuais, quando o procedimento é

aplicado diversas vezes numa mesma amostra homogénea, em idénticas condicbes de ensaio.

Recuperacao - eficiéncia de extracdo de um meétodo analitico, expressa como a porcentagem da quantidade conhecida
de um analito, obtida da comparacdo dos resultados analiticos de amostras branco acrescidas de padrdo e submetidas
ao processo de extracdo, com os resultados analiticos de solugBes padrdo ndo extraidas.

Reprodutibilidade - precisdo entre dois laboratérios. Também representa a precisdo do método sob as mesmas

condicbes operacionais, num curto periodo de tempo.

Validagdo parcial - modificacdo no método bioanalitico validado que ndo requer a necessidade de uma revalidagdo total.

Validacdo total - estabelecimento de todos os pardmetros de validagdo de um método bioanalitico, aplicaveis a analise

das amostras.

2. Consideragbes gerais

2.1. As informagbes contidas neste guia aplicam-se a métodos bioanaliticos, tais como cromatografia gasosa (CG),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e estas combinadas com espectrometria de massa (MS) tais como LC-MS,
LC-MS-MS, CG- MS, CG-MS-MS, utilizados na determinacdo quantitativa de farmacos ef/ou metabdlitos em matrizes
bioldgicas, tais como sangue, soro, plasma ou urina. Também se aplica a outras técnicas analiticas, tais como métodos
microbiolégicos e imunoldgicos, ou para outras matrizes biologicas, embora, nestes casos, pode-se observar um alto

grau de variabilidade.

2.2. A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as exigéncias das aplicacbes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar precisdo, exatiddo, linearidade,
limite de deteccdo e limite de quantificacdo, especificidade, reprodutibilidade, estabilidade e recuperacdo adequadas a
andlise. Desse modo, é importante ressaltar que todos os equipamentos e materiais devem apresentar-se devidamente

calibrados e os analistas devem ser qualificados e adequadamente treinados.

2.3. Deve-se utilizar substdncias quimicas de referéncia e fou padries biologicos oficializados pela Farmacopéia
Brasileira ou por outros codigos autorizados pela legislacdo vigente. Serdo admitidos estudos utilizando padrdes
secundarios desde que seja comprovada sua certificacdo, na auséncia de substancias quimicas de referéncia efou

padrdes bioldgicos farmacopéicos.

2.4. Para os estudos de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia deve-se utilizar padr@o interno, sempre que métodos

cromatograficos forem utilizados. Deve-se justificar a impossibilidade de sua utilizacdo.

2.5. Deve ser realizada validacdo total antes da implementacdo de um método bioanalitico para a quantificacdo de um
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farmaco efou metabdlitos.

2.6. Devem ser realizadas validagbes parciais quando ocorrerem modificacbes no método bioanalitico ja validado. Os
ensaios de validagdo parcial podem ser desde uma pequena determinacgdo, como a determinacdo da exatiddo e precisdo
intra-ensaio, até proximo de uma validacdo total. As mudancas tipicas que podem requerer uma validacdo parcial
incluem, entre outras:

2.6.1. transferéncias de métodos entre laboratdrios e analistas;

2.6.2. mudancas na metodologia analitica, por exemplo, substituicao do sistema de deteccao;

2.6.3. mudanga de anticoagulante na coleta das amostras;

2.6.4. mudanga de matriz, por exemplo, de plasma para urina;

2.6.5. mudanga no procedimento de preparacdo da amostra;

2.6.6. mudancas relevantes na faixa de concentracio;

2.6.7. mudangas de instrumentos e/ou "softwares”;

2.6.8. demonstracao de seletividade do analito na presenca de medicacdes concomitantes;

2.6.9. demonstracdo de seletividade do analito na presenca de metabdlitos especificos.

2.7. A avaliacdo da robustez deve ser considerada durante a fase de desenvolvimento do método. Constatando-se
suscetibilidade a variacbes nas condiches analiticas, estas deverdao ser adequadamente controladas ou precaucbes
deverdo ser incluidas no procedimento.

Exemplos de variagoes:

2.7.1. estabilidade das solucbes analiticas.

2.7.2. tempo de extracao.

Variagdes tipicas em cromatografia liquida:

2.7.3. influéncia da variacdo de pH da fase mdvel.

2.7.4. influéncia da variacdo da composicdo da fase mdvel.

2.7.5. diferentes colunas (diferentes lotes e/ou fabricantes).

2.7.6. temperatura.

2.7.7. velocidade de fluxo.

Variactes tipicas em cromatografia gasosa:

2.7.8. diferentes colunas (diferentes lotes e/ou fabricantes);

2.7.9. temperatura;
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2.7.10. velocidade de fluxo.

3. Validacdo pré - estudo

3.1. Especificidade

3.1.1. Deve-se analisar amostras da matriz bioldgica (sangue, plasma, soro, urina, ou outra) obtidas de seis individuos,
sendo quatro amostras normais, uma lipémica e uma hemolisada, sob condicbes controladas referentes ao tempo,
alimentacdo e outros fatores importantes para o estudo. Cada amostra branco deve ser testada utilizando o
procedimento e as condigdes cromatograficas propostas. Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos

com solucdo aquosa do analito, em concentracdo préxima ao LIQ.

3.1.2. Qualquer amostra branco que apresentar interferéncia significativa no tempo de retencio do farmaco, metabodlito
ou padrdo interno, deve ser rejeitada. Caso uma ou mais das amostras analisadas apresentarem tal interferéncia, novas
amostras de outros seis individuos devem ser testadas. Caso uma ou mais das amostras deste grupo apresentarem
interferéncia significativa no tempo de retencdo do farmaco, o método deve ser alterado visando elimina-la.

3.1.3. Os interferentes podem ser componentes da matriz bioldgica, metabdlitos, produtos de decomposicdo e
medicamentos utilizados concomitantemente ao estudo. A interferéncia da nicotina, cafeina, produtos de venda isenta

de prescricdo e metabdlitos deve ser considerada sempre que necessario.

3.1.4. Caso o método seja destinado & quantificacdo de mais de um farmaco, cada um deve ser injetado separadamente
para determinar os tempos de retencdo individuais e assegurar que impurezas de um farmaco ndo interfiram na analise

do outro.

3.1.5. A resposta de picos interferentes no tempo de retencdo do farmaco deve ser inferior a 20% da resposta do LIQ.
As respostas de picos interferentes no tempo de retencdo do farmaco e do padrdo interno devem ser inferiores,
respectivamente, a 20% e 5% da resposta na concentracao utilizada.

3.2. Curva de calibracao/linearidade

3.2.1. A curva de calibracdo representa a relagdo entre a resposta do instrumento e a concentracdo conhecida do
analito Deve-se gerar uma curva de calibracdo para cada farmaco e corrida analitica, a qual sera usada para calcular a
concentracdo do farmaco nas amostras, utilizando-se a mesma matriz bioldgica proposta para o estudo. A curva de
calibracdo deve incluir a andlise da amostra branco (matriz biolégica isenta de padrdo do farmaco e do padréo interno),
da amostra zero (matriz bioldgica mais o padrdo interno) e de, no minimo, 6 (seis) amostras contendo padrdo do
farmaco e padrdo interno, contemplando o limite de variacdo esperado, do LIQ até 120% da concentracdo mais alta

gue se pretende analisar.

3.2.2. Para a determinacdo da curva de calibracdo, deve-se analisar amostras extraidas da matriz apropriada, no minimo
6 (seis) concentragdes diferentes. Procedimentos alternativos devem ser justificados, como na obtencdo de uma

correlacdo ndo-linear, em que um maior nimero de concentracbes de padries serdo necessarios.

3.2.3. Os resultados devem ser analisados por métodos estatisticos apropriados como, por exemplo, o célculo de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados. Deve-se apresentar as curvas obtidas (experimental e a
resultante do tratamento matematico), o coeficiente de correlacdo linear, o coeficiente angular e o intercepto da reta.

3.2.4. Critérios de aceitacdo da curva de calibracio:
3.2.4.1. desvio menor ou igual a 20% (vinte por cento) em relacdo a concentracdo nominal para o LIQ;

3.2.4.2. desvio menor ou igual a 15 % (quinze por cento) em relagdo a concentracdo nominal para as outras

concentraces da curva de calibragdo;
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3.2.4.3. no minimo quatro de seis concentracies da curva de calibragdo devem cumprir com os critérios anteriores,

incluindo o LIQ e a maior concentracdo da curva de calibragdo;
3.2.4.4. o coeficiente de correlacdo linear deve ser igual ou superior a 0,98.
3.3. Precisdo

3.3.1. A repetibilidade do método € verificada utilizando-se, no minimo, 3 (trés) concentracbes (baixa, média e alta),
contemplando a faixa de variacio do procedimento, realizando-se, no minimo, 5 (cinco) determinacbes por
concentragdo.

3.3.2. A precisdo deve ser determinada em uma mesma corrida (precisdo intra-corrida) e em corridas diferentes
(precisdo intercorridas).

3.3.3. Pode ser expressa como desvio padrdo relativo (DPR) ou coeficiente de variagdo (CV%), ndo se admitindo valores
superiores a 15%, exceto para o LIQ, para o qual se admite valores menores ou iguais a 20%, segundo a formula:

DP

DPR = WK 100

onde, D P é o desvio padrdo e C M D, a concentracdo média determinada.
3.4. Exatidédo

3.4.1. A exatiddo do método deve ser determinada utilizando-se, no minimo, 3 (trés) concentragbes (baixa, média e
alta), contemplando a faixa de variacdo do procedimento, realizando-se, no minimo, 5 (cinco) determinacGes por
concentragdo.

3.4.2. A exatiddo deve ser determinada em uma mesma corrida analitica (exatiddo intra-corrida) e em corridas
diferentes (exatiddo inter-corridas).

3.4.3. O desvio ndo deve exceder 15%, exceto para o limite de quantificacdo, para o qual se admite desvios menores ou
iguais a 20%.

3.4.4. A exatid3o € expressa pela relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracao
tedrica correspondente:

concentragio méla experimantal

Exatidio= x100
concaniracio tadrica

3.5. Limite inferior de quantificacdo (LIQ)

3.5.1. Estabelecido por meio da andlise de matriz bioldgica contendo concentracbes decrescentes do farmaco até o
menor nivel quantificdvel com precisdo e exatiddo aceitaveis.

3.5.2. Pode-se, também, utilizar a razdo de 5:1 entre o sinal e o ruido da linha de base, devendo-se especificar o
método utilizado para determinacao do LIQ.

3.5.3. O LIQ deve ser, no minimo, cinco vezes superior a qualquer interferéncia da amostra branco no tempo de
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retencdo do farmaco.

3.5.4. O pico de resposta do farmaco no LIQ deve ser identificavel e reprodutivel com precisdo de 20% (vinte por
cento) e exatiddo de 80 - 120 % (oitenta a cento e vinte por cento), através da andlise de, no minimo, 5 (cinco)

amostras de padres.

3.6. Limite de deteccao (LD)

Estabelecido por meio da andlise de solucbes de concentractes conhecidas e decrescentes do farmaco, até o menor
nivel detectavel. Recomenda-se que o LD seja de 2 a 3 vezes superior ao ruido da linha de base.

3.7. Recuperacdo

A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extracdo de um método analitico dentro de um limite de variacdo.
Porcentagens de recuperacdo do analito e do padrdo interno proximos a 100% sao desejaveis, porém, admite-se

valores menores, desde que a recuperacao seja precisa e exata.

3.7.1. Este teste deve ser realizado comparando-se os resultados analiticos de amostras extraidas a partir de trés
concentracdes (baixa, média e alta), contemplando a faixa de linearidade do método, com os resultados obtidos com

solugbes padrdo ndo extraidas, que representam 100% de recuperacio.

3.7.2. O célculo da recuperacdo deve ser feito em fungdo da relacdo de area do padrdo extraido e ndo extraido, tanto

para o analito quanto para o padrao interno separadamente.

3.8. Controle de qualidade (CQ)

3.8.1. CQ do limite inferior de quantificacdo (CQ-LIQ): mesma concentracdo de LIQ.

3.8.2. CQ de baixa concentracdo (CQB): menor ou igual 3 x LIQ.

3.8.3. CQ de média concentracdo (CQM): aproximadamente a média entre CQB e CQA

3.8.4. CQ de alta concentragdo (CQA): 75 a 90% da maior concentracido da curva de calibracdo.

3.9. Estudo de estabilidade do farmaco em liquidos biolégicos:

3.9.1. Consideractes especificas relevantes Para a realizacdo do estudo de estabilidade devem ser observados os
parametros de exatiddo, precisdo, linearidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, especificidade, limite de
variacdo e robustez, previamente validados. A estabilidade do farmaco em liquidos biolgicos depende de suas
propriedades quimicas, da matriz bioldgica e do material de acondicionamento utilizado. A estabilidade determinada
para um tipo de matriz e de material de acondicionamento especifico ndo pode ser extrapolada para outros.

As condicbes de realizacdo dos ensaios de estabilidade devem reproduzir as reais condigdes de manuseio e analise das
amostras. Deve ser avaliada a estabilidade do analito durante a coleta e manuseio da amostra, apos armazenagem de
longa duracdo (congelamento) e curta duracdo (2 temperatura ambiente), apds ciclos de congelamento e
descongelamento e nas condigdes de analise. Deve-se incluir também avaliacdo da estabilidade do analito nas solugdes-
padrao, preparadas com solvente apropriado em concentractes conhecidas. As determinagdes de estabilidade devem
utilizar um conjunto de amostras, preparadas a partir de uma solucdo estoque recente do farmaco em analise,
adicionado & matriz bioldgica isenta de interferéncia.

3.9.2. Estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento

Deve-se testar a estabilidade do farmaco apds trés ciclos de congelamento e descongelamento, utilizando-se, no
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minimo, trés amostras das concentracdes baixa e alta determinadas na validacdo do método analitico, nas seguintes
condicbes: as amostras devem ser congeladas a temperatura indicada para o armazenamento e mantidas por 24 horas,
sendo entdo submetidas ao descongelamento a temperatura ambiente. Quando completamente descongeladas, as
amostras devem ser novamente congeladas a temperatura indicada para o armazenamento, por 12 a 24 horas e, assim
sucessivamente, até contemplar os trés ciclos, quantificando-se o farmaco nas amostras apds o terceiro ciclo. Os

resultados devem ser comparados com aqueles obtidos da analise das amostras recém-preparadas.

3.9.3. Estabilidade de curta duracdo Para verificacdo dessa estabilidade utilizam-se, no minimo, trés amostras das
concentracoes baixa e alta determinadas na validacdo do método analitico. Cada uma delas deverd permanecer a
temperatura ambiente de 4 (quatro) a 24 (vinte e quatro) horas (baseado no tempo em que as amostras do estudo
serdao mantidas a temperatura ambiente) e analisadas. Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos da

analise das amostras recém-preparadas.

3.9.4. Estabilidade de longa duracdo

3.9.4.1. O tempo de armazenamento para o estudo de estabilidade de longa duracdo deve exceder o intervalo de tempo
compreendido entre a coleta da primeira amostra e a andlise da ultima, de acordo com o cronograma apresentado no
protocolo de estudo de biodisponibilidade relativa/bioequivaléncia.

3.9.4.2. A temperatura utilizada no ensaio deve reproduzir a recomendada para armazenamento das amostras,

normalmente igual a -20 °C.

3.9.4.3. Para verificacdo dessa estabilidade utilizam-se, no minimo, trés amostras das concentracfes baixa e alta
determinadas na validacio do método analitico. As concentragbes de todas as amostras de estabilidade devem ser
comparadas com a média dos valores anteriormente calculados para as amostras do primeiro dia do teste.

3.9.5. Estabilidade pds-processamento Em caso de utilizagdo de equipamentos que empregam sistemas automaticos de
amostragem/injecdo, deve-se realizar estudo de estabilidade do farmaco, na amostra processada para analise, incluindo
o0 adrdo interno, na temperatura sob a qual o teste sera realizado e por periodo de tempo superior a duragdo da corrida
analitica. Utiliza-se, no minimo, trés amostras das concentragbes baixa e alta determinadas na validacdo do método

analitico. Os resultados devem ser comparados com aqueles obtidos da analise das amostras recém-preparadas.

3.9.6. Estabilidade das soluctes-padrao

3.9.6.1. Deve ser avaliada a estabilidade das soluges-padrao do farmaco e do padrdo interno, mantidas a temperatura

ambiente por, no minimo, 6 (seis) horas apds preparagao.

3.9.6.2. Em caso de tais solugbes serem armazenadas sob refrigeracdo ou congelamento, a estabilidade também deve

ser avaliada, contemplando a temperatura e o periodo de armazenamento das mesmas.

3.9.6.3. Os resultados desse teste devem ser comparados com aqueles obtidos utilizando-se solucdes recentemente
preparadas do farmaco e do padrao interno.

3.9.7. Anélise dos resultados As amostras serdo consideradas estaveis quando ndo se observar desvio superior a 15%
do valor obtido das amostras recém-preparadas, com excecdo do LIQ, para o qual se aceita desvio de até 20%.
Qualquer que seja o método estatistico utilizado para avaliar os resultados dos estudos de estabilidade, este devera

estar descrito claramente no procedimento operacional padréo (POP).

4. Critérios de aplicacdo do método bioanalitico validado

4.1. A andlise de todas as amostras de um analito em matriz bioldgica deve ser concluida dentro do periodo de tempo
para o qual a estabilidade tenha sido determinada.
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4.2. Uma corrida analitica deve conter: amostras de CQ, padrdes de calibracio e amostras desconhecidas de um ou
mais vo- luntarios do estudo. E preferivel que todas as amostras de um mesmo voluntario sejam analisadas numa Gnica
corrida.

4.3. Na@o é permitido estimar a concentragdo das amostras através de extrapolacdo da curva de calibracdo abaixo do
LIQ ou acima do maior padrdo. Em vez disso, a curva deve ser redefinida ou as amostras de concentragdes superiores

devem ser diluidas e reanalisadas.

4.4. No uso rotineiro do método analitico validado, sua precisdo e exatiddo devem ser monitoradas regularmente para
assegurar a continuidade do desempenho satisfatdrio. Para atingir este objetivo, amostras de CQ devem ser analisadas
juntamente com as demais amostras, em cada corrida analitica.

4.5. As amostras de CQ devem ser incorporadas em intervalos adequados, dependendo do nimero total de amostras da

corrida, sempre em igual nimero de replicatas de cada concentragdo (CQB, CQM e CQA).

4.6. O nimero de amostras de CQ (em miultiplos de trés) a ser incorporado em cada corrida analitica ndo deve ser
inferior a 5% (cinco por cento) do nimero de amostras desconhecidas. Para corridas analiticas constituidas de até 120
amostras, pelo menos 6 (seis) CQs (uma duplicata de cada concentracdo) devem estar presentes.

4.7. Os resultados das amostras de CQ servirdo de base para aceitacdo ou rejeicdo da corrida analitica. No minimo,
67% (quatro de seis) das amostras de CQ devem estar dentro de mais ou menos 15% dos seus respectivos valores
nominais, exceto para o LIQ, para o qual se admite desvios menores ou iguais a 20%; 33% (duas de seis) amostras de
CQ podem estar fora destes limites, mas ndo para a mesma concentragao.
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