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RESUMO 
 
 

Plantas medicinais produzem grande variedade de substâncias 

químicas, de diferentes classes metabólicas e o fazem em diferentes 

proporções. O bisabolol é um álcool sesquiterpênico, monocíclico, insaturado e 

opticamente ativo podendo ser encontrado nos óleos essenciais de cabreuva 

(Myrocarpus fastigiatus), camomila-alemã (Matricaria recutita), Capitu 

(Siparuna guianensis) e candeeiro (Vanilosmopsis arborea Baker), espécie 

abundante na região da chapada do Araripe. Um método de quantificação do 

-(-)-bisabolol em uma solução hidroalcoólica por cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) foi desenvolvido e validado. Uma solução hidroalcoólica 

obtida em farmácia de manipulação de -(-)-bisabolol a 2% e o óleo essencial 

extraído do candeeiro foram analisados. Um padrão de -(-)-bisabolol foi 

utilizado para calibração. A análise foi conduzida pela utilização de coluna 

cromatográfica Thermo Scientific Hypersil C18 (250 mm x 4.0 mm; tamanho da 

partícula, 5μm), como fase estacionária, e mistura de acetonitrila e solução 

tampão de fosfato como fase móvel, com fluxo de 1,0 mL/min e detecção no 

comprimento de onda de 200 nm. O método proposto foi validado, conforme 

resolução RE nº. 899/2003 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária. No 

método, a linearidade foi demonstrada com coeficiente de correlação (r) maior 

que 0.9996, e de acordo com a RE nº. 899/2003 da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária o critério mínimo para r aceitável deve ser igual a 0,99. 

Além disso, os picos cromatográficos mostraram boa resolução. Com os 

parâmetros da validação, incluindo precisão, especificidade, exatidão e 

robustez, esse método demonstrou boa repetibilidade e sensibilidade e pode 

ser convenientemente utilizado para quantificação de α-(-)-bisabolol em 

soluções hidroalcoólicas utilizando essa substância em sua formulação com 

utilização cosmética. Além do mais, apresenta as vantagens de fácil 

preparação da amostra e curto tempo de análise entre cada injeção.  

 

Palavras-chave: -(-)-bisabolol, candeeiro, CLAE, quantificação, validação. 
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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 

alemã (Matricaria recutita), Capitu (Siparuna guianensis) and candeeiro 

(Vanilosmopsis arborea Baker), abundant in region of Araripe. A method to 

quantify  - (-) - bisabolol in a water-alcohol solution by high performance liquid 

chromatography (HPLC) was developed and validated. A hydroalcoholic 

solution obtained in  manipulation Pharmaceuticals - (-) - 2% bisabolol and 

essential oil extracted from the lamp were analyzed. A standard  - (-) - 

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, 5μm) 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 

quantification of α - (-) - 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: α-(-)-bisabolol, candeeiro, HPLC, quantitation, validation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Apresentação 

 

O α-(-)-bisabolol [1-metil-4 (1,5-dimetil-1-hidroxihex-4 (5) -enil) -  

ciclohexeno-1] (BISA) (Fig. 1) é um álcool sesquiterpeno monocíclico 

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 cosméticos (WALECZEK et al, 2003;.. 

PERBELLINI et al, 2004; BHATIA et al., 2008). Vários estudos têm 

demonstrado atividades do α-(-)-bisabolol. Estudos mais antigos mostraram o 

poder antiinflamatório (JAKOVLEV et al, 1979;. GUILLOT et al, 1983;. MILLER 

et al., 1996), e de proteção gástrica (TORRADO et al., 1995) e mais 

recentemente anticancerígeno (CAVALIERI et al, 2004;.. DARRA et al, 2008) e 

anti mutagênico (GOMES-CARNEIRO et al., 2005).  

 

 

Figura 1. Estrutura química do α-(-)-bisabolol. Fonte: Autor 

 

O BISA tem sido atribuído como um dos principais componentes de uma 

vasta gama de extratos de plantas com atividade antimicrobiana (HERNÁNDEZ 

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 farmacêuticos. 

De acordo com o informativo técnico da PharmaSpecial e Sarfam o α-(-)-

bisabolol é indicado em produtos de higiene e infantis, e também em cremes 

para peles delicadas, óleos bronzeadores, protetores solares, loções pós-sol, 
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pós barba, pós depilação, pastas dentais e todo tipo de produto cosmético a 

ser usado em peles sensíveis e delicadas. 

 Vanillosmopsis arborea Baker é nativa da chapada do Araripe, no 

Nordeste do Brasil, no estado do Ceara. São poucos os estudos relativos ao 

uso tradicional desta planta. No entanto, estudos têm demonstrado que o óleo 

essencial da Vanillosmopsis apresenta ação antimicrobiana, antiinflamatória  e 

a atividade gastroprotetora. (COLARES et.al., 2013). 

O óleo do candeeiro é rico em α-(-)-bisabolol, presente em produtos 

dermatológicos, e além de apresentar atividades antimicrobiana, antifúngica e 

antiinflamatória, possui também  baixa toxicidade (MATOS  et al, 1998). O (-)-α-

bisabolol apresenta-se como 80,43% de sua  composição. O restante, 

propanoato de etila (5,87% ), etanoato de propila (9,00%), o metil-eugenol 

(2,39%), óxido-bisabolol (2,31%), totalizando 100% na identificação do óleo  

essencial (SANTOS, 2009).  

Estudos já demonstraram atividades biológicas com o óleo de  

Vanillosmopsis arbórea Baker, dentre os quais pode ser destacado pesquisas 

realizadas pela Universidade Regional do  Cariri, demonstrando efeito 

gastroprotetor do óleo 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,  

antiinflamatória,  antinociceptiva, ansiolítica, sedativa, depressora  do sistema 

nervoso central (SANTOS et al., 2009). 

Por outro lado, um dos impedimentos para aceitação de produtos 

vegetais é a falta de padronização de controle de qualidade (SHINDE et al., 

2009). Análises químicas e técnicas cromatográficas podem ser usadas para 

ajudar na identificação de material vegetal ou extrato. Técnicas 

cromatográficas, tais como Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), 

Cromatografia de Camada Delgada (CCD), Cromatografia Gasosa (CG), 

eletroforese capilar e métodos espectroscópicos como infravermelho (IR), 

ressonância magnética nuclear (RMN) e ultravioleta e visível (UV-Vis) podem 

ser usados como impressões digitais no processo de identificação e 

quantificação de metabólitos secundários (SHAW e BUT,1995). 

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

(-)-bisabolol é um líquido transparente viscoso de coloração incolor/levemente 
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amarelado e odor característico floral, levemente adocicado. Possui índice de 

refração ( 20 °C) de 1,493 – 1,497 e rotação óptica -55 a -58°. O α-(-)-bisabolol 

tem densidade (20 °C) 0,925 a 0,933 e é completamente solúvel em álcool 

absoluto, álcool etílico, isopropílico e óleos naturais, minerais e sintéticos; 

insolúvel em água e glicerina, podendo ser obtida solução aquosa límpida com 

o auxílio de solubilizantes. 

A fim de controlar a qualidade dos medicamentos à base de plantas de 

uma maneira mais adequada, metodologias analíticas bem fundamentadas 

devem ser utilizadas. Estas, quando não descritas em compêndios oficiais ou 

formulários nacionais, devem ser validadas. A Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA) define o processo de validação como uma garantia, por 

meio de estudos experimentais, que o método atenda às exigências das 

aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade dos resultados.  

Visando colaborar para o controle de produtos cosméticos que tenham 

como componente o α-(-)-bisabolol proveniente da extração de plantas 

medicinais pretende-se desenvolver uma metodologia de análise por 

Cromatografia Líquida de Alta Eficiência. O método será validado em 

conformidade com a regulamentação RE 899 de 2003 da ANVISA. Os 

seguintes parâmetros de validação foram avaliados: especificidade, 

linearidade, sensibilidade, exatidão, precisão e robustez (ANVISA, 2003). 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 

Fornecer dados científicos que facilitem o controle de qualidade de 

produtos contendo o α-(-)-bisabolol em sua formulação, podendo servir como 

base para elaboração de monografia desta substância na Farmacopéia 

Brasileira. 

 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

 

- Desenvolver e validar método analítico, utilizando Cromatografia 

Líquida de Alta Eficiência para determinação quantitativa de α-(-)-bisabolol; em 

solução hidroalcoólica. 

- Aplicação do método validado para determinação do teor de α-(-)-

bisabolol em solução hidroalcoólica, forma usada em cosméticos. 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

3.1 Considerações gerais 

 

 

No Brasil, a Chapada do Araripe, um dos mais importantes microclimas 

do Ceará, destaca-se no Nordeste brasileiro por sua geomorfologia, devido a 

seu relevo tabuliforme e níveis altimétricos que influenciaram na manifestação 

de padrões vegetacionais distintos (CAVALCANTI, 1994) com sua riqueza em 

espécies nativas atrai uma intensa atividade antrópica que resulta em 

deteriorização e risco de extinção para várias formas de vida que ali habitam. 

Uma das plantas que sofre mais conseqüências dessas ações é o 

candeeiro (Vanillosmopis arborea Baker), pequeno arbusto pertencente à 

família Asteraceae, que pode atingir até 4 metros de altura, de ramos sulcados, 

comum nas encostas da Chapada do Araripe no estado do Ceará, sendo que 

muitas populações desse vegetal já foram dizimadas (CAVALCANTI e NUNES, 

2002).  

Existem poucos estudos sobre o uso tradicional da planta. No entanto, 

estudos biológicos e farmacológicos mostraram que seu óleo essencial possui 

atividades antimicrobianas, anti-inflamatórios e de proteção gastrointestinais 

(COLARES et. al., 2013). 

O óleo essencial da madeira desta planta é constituído por alfa bisabolol, 

um sesquiterpeno que está presente em teores elevados e cujo uso principal é 

em produtos dermatológicos, por apresentar atividades antibacteriana, 

antifúngica e antiinflamatória (LIMA et al., 2006) indicado para produtos de 

higiene e cuidado do bebê e de crianças, para cremes de peles delicadas, 

bronzeadores, protetores solares, loções após sol, pós-barba, pós-depilação, 

creme dental, enxagüatório bucal e protetores labiais (MAPRIC, 2007). 

 Pode-se extrair o α-(-)-bisabolol da camomila [Chamomilla recutita (L.) 

Rauschert] que é uma espécie aromática de interesse farmacológico, 

alimentício e cosmético devido à presença de óleo essencial em seus capítulos 

florais cujos principais constituintes são, camazuleno e α-(-)-bisabolol com 

reconhecida atividade terapêutica. Industrialmente a camomila é usada para a 
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extração da essência, que tem largo emprego como aromatizante na 

composição de sabonetes, perfumes e loções, bem como conferir odor e sabor 

agradáveis 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 à família Asteraceae e contém óleos essenciais, taninos, flavonóides 

e ácidos.  A infusão feita a partir de suas folhas é indicado como analgésico, 

anti-espasmódico, digestivo, diurético, anti-séptico, adstringentes, emoliente, e 

agente de cura, bem como para o tratamento de hemorróidas (Silva et al., 

1995). 

Reis et al. (1996) citam que a manejo racional aparece como opção para 

obtenção de matéria prima de interesse farmacêutico e redução do extrativismo 

nas formações florestais. Muito tem sido falado a respeito dos cuidados 

necessários na produção de plantas medicinais, uma vez que a produção dos 

princípios ativos por estas plantas depende de uma série de fatores durante o 

crescimento vegetal, seu estabelecimento e nos procedimentos após a coleta. 

O α-(-)-bisabolol possui reconhecido valor econômico, sendo um 

terpenóide insaturado e hidroxilado, com 1677 citações, sendo que destas, 459 

correspondem a patentes de vários países do mundo. (LIMA et al., 2006) 

 

 

3.1.1 -(-)-bisabolol 

 

De acordo com boletim técnico da PharmaSpecial α-(-)-bisabolol é 

indicado para todos os tipos de formulações cosméticas devido a sua 

estabilidade e compatibilidade com a pele. O seu efeito anti-irritante o torna 

especialmente indicado para peles sensíveis. É um líquido oleoso transparente, 

de cor límpida a amarelada, perfume doce, floral e amadeirado. 

Boletim técnico da Marpric recomenda o seu uso em produtos pós-

barba; formulações pós-depilatória; lenços umedecidos; desodorantes e 

antiperspirantes; produtos de proteção solar e pós Sol; higiene bucal (creme 

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

sensível. 

 

3.2 Controle de qualidade de extratos vegetais 

 

 

Plantas medicinais produzem diferentes substâncias químicas 

(alcalóides, taninos, flavonóides, saponinas, entre outros) e o fazem em 

diferentes proporções, dependendo do habitat, da pluviosidade, do 

oferecimento de luz às plantas, das características dos solos, enfim, das 

características climáticas, além do seu potencial genético. Algumas 

substâncias químicas são características de uma determinada espécie vegetal, 

servindo como parâmetros para a sua caracterização e identificação 

(MIGLIATO et al.,2007; GOBBO-NETO e LOPES, 2007). 

Marcadores químicos podem ser utilizados para ajudar na identificação 

de materiais vegetais, definir especificações para matérias-primas, padronizar 

preparações botânicas durante todos os aspectos do processo de fabricação e 

obter perfis de estabilidade (LAZAROWYCH e PEKOS, 1998).  

Os diferentes métodos existentes para a padronização físico-química de 

fitoterápicos e extratos vegetais incluem, entre outros, técnicas 

cromatográficas, como a cromatografia em camada delgada (CCD), que 

permitem a quantificação de componentes de interesse diretamente ou 

indiretamente, após separação e extração dos compostos, seguida de 

determinação química ou físico-química (SONAGLIO et al., 1986). No entanto, 

esta metodologia é considerada obsoleta, principalmente pelo advento das 

técnicas mais sensíveis como cromatografia líquida e gasosa acopladas a 

espectrômetro de massas ou ressonância magnética nuclear, entre outras. A 

técnica acoplada CCD densitometria, empregando placas de alta eficiência 

(HPTLC), tem sido utilizada em análise de ativos de drogas vegetais e seus 

extrativos, tanto qualitativa quanto quantitativamente (KLEIN et al., 2009). 

 

 

3.2.1 Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 
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A Cromatografia Líquida de Alta Performace  ou Eficiência (CLAE), 

em inglês HPLC (High Performace Liquid Chromatography), que se tornou sigla 

oficial no meio analítico brasileiro, ou, ainda, cromatografia em fase líquida, 

pode ser conceituada como um método físico-químico de separação. É usada 

em casos em que a amostra a analisar está em solução, sendo os constituintes 

a serem separados chamados de solutos. A separação resulta de um equilíbrio 

de distribuição do soluto entre duas fases: uma fase fixa sólida (chamada de 

estacionária), empacotada no interior de uma coluna, e uma fase móvel, que 

atravessa a fixa contida na coluna. (LEITE, 2008). 

A CLAE é considerada um método rápido e preciso, permitindo a 

separação e doseamento de quantidades relativamente pequenas de material 

(SIMÕES et al., 2000). 

A mais importante das vantagens da CLAE é sua versatilidade. Ela pode 

ser aplicada tanto para compostos orgânicos como para inorgânicos. As 

amostras podem ser liquidas ou sólidas, iônicas ou covalentes; os gases são 

as únicas amostras não determinadas pela CLAE. As amostras típicas 

analisadas pela CLAE são: aminoácidos, explosivos, lipídeos polares, 

metabólitos de animais e plantas, pigmentos de plantas, polímeros sintéticos 

polissacarídeos, produtos farmacêuticos, proteínas e tintas (COLLINS et al., 

1997). 

A separação por CLAE conduz a um registro de um conjunto de sinais 

(picos), em que cada um corresponde a um dos constituintes a sofrer 

separação; tal conjunto denomina-se cromatograma. (LEITE, 2008). 

Entre os suportes mais comumente usados, encontram-se substâncias 

inorgânicas como gel de sílica e alumina (óxido de alumínio), que são 

geralmente utilizadas para separar compostos lipofílicos. Materiais orgânicos 

como celulose, poliamida e géis de dextrano são aplicados na separação de 

substâncias hidrofílicas, como aminoácidos e açúcares. Outras alternativas 

utilizadas são os materiais modificados quimicamente, como a celulose 

acetilada ou gel de sílica substituído por cadeias orgânicas alifáticas de C8 a 

C18 (FALKENBERG et al., 2000). 

A CLAE pode utilizar diferentes tipos de detectores específicos. Os 

detectores mais frequentemente utilizados em cromatografia líquida de alta 
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eficiência são os espectrofotométricos (UV/Vis). Eles são utilizados para 

detectar compostos com grupamentos cromóforos e podem apresentar 

comprimento de onda fixo, variável ou múltiplo. Os detectores de comprimento 

de onda fixo operam em um único valor, geralmente, 254 nm. Os detectores de 

comprimento de onda variáveis contêm uma fonte contínua de emissão, como 

uma lâmpada de deutério ou xenônio e geram radiação monocromática a um 

valor selecionado pelo operador, podendo ainda ser programados para alterar 

o comprimento de onda durante o desenvolvimento da análise. Já os múltiplos 

medem, simultaneamente, a absorbância em dois ou mais comprimentos de 

onda, sendo denominados detectores de arranjo de diodos (DAD). Além 

desses, o cromatográfo líquido de alta eficiência pode ser acoplado a 

detectores de índice de refração, fluorimétricos, eletroquímicos, de 

espectrometria de massa e de condutividade (BRASIL, 2010). 

 

 

3.3 Validação de Métodos Analíticos 

 

 

A validação é um conjunto de procedimentos que visa estabelecer que a 

metodologia analítica é capaz de gerar resultados confiáveis. Os 

procedimentos para validação estão descritos em resoluções e guias. As 

resoluções são documentos com poder de lei; os guias são documentos que 

sugerem uma linha de trabalho a ser seguida e são, portanto, abertos para 

interpretação (RIBANI et al., 2004). 

Conforme a resolução de nº 899 da Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA, 2003), o objetivo de uma validação é demonstrar que o 

método é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a determinação 

qualitativa, semiquantitativa e/ou quantitativa de fármacos e outras substâncias 

em produtos farmacêuticos. 

A validação deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o 

método atenda às exigências das aplicações analíticas, assegurando a 

confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade, 

linearidade, intervalo, precisão, sensibilidade, limite de quantificação, exatidão, 

adequados à análise (ANVISA, 2003). 
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A especificidade é indicada para testes de identificação do princípio 

ativo, excluindo-se a necessidade dos outros parâmetros. Excetuando-se o 

limite de detecção, os demais parâmetros devem ser avaliados para os testes 

de quantificação de impurezas. Para o ensaio limite de impurezas, em que não 

é necessária a análise quantitativa, a avaliação do limite de detecção e da 

especifidade é suficiente. Para os testes de determinação quantitativa, é 

indicado que se avaliem todos os parâmetros, exceto os limites de detecção e 

quantificação (ICH, 2005). 

A especificidade pode ser obtida de várias maneiras. A primeira forma 

de se avaliar é comparando a matriz isenta da substância de interesse e a 

matriz adicionada com esta substância (padrão), sendo que, nesse caso, 

nenhum interferente deve eluir no tempo de retenção da substância 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 avaliação com detectores modernos 

(arranjo de diodos, espectrômetro de massas), que comparam o espectro do 

pico obtido na separação com o de um padrão e utiliza-se isto como uma 

indicação da presença do composto puro (HUBER, 1998; JENKE, 1998; 

VESSMAN et al., 2001). Essas duas maneiras são as mais utilizadas. 

A linearidade corresponde à capacidade do método em fornecer 

resultados diretamente proporcionais à concentração da substância em exame, 

dentro de uma determinada faixa de aplicação (ICH, 2005; USP, 2011; 

SWARTZ e KRULL, 1988).  

A correlação entre o sinal medido (área ou altura do pico) e a 

concentração da espécie a ser quantificada muito raramente é conhecida. Na 

maior parte dos casos, a relação matemática entre o sinal e a massa da 

espécie de interesse deve ser determinada empiricamente, a partir de sinais 

medidos para massas ou concentrações conhecidas dessa espécie 

(AUGUSTO et al., 2000). Essa relação matemática, muitas vezes, pode ser 

expressa como uma equação de reta, obtida por análise de regressão linear, 

chamada de curva analítica (BARROS NETO et al., 2002).  

Para verificar se a equação de regressão linear é estatisticamente 

significativa podem ser efetuados os testes de ajuste do modelo linear, validade 

da regressão, sua eficiência e sua eficiência máxima (BARROS NETO et al., 
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2001; CHUI et al., 2001). A ANVISA (2003) recomenda um coeficiente de 

correlação igual ou maior que 0,99.  

A precisão representa a dispersão de resultados entre ensaios 

independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou 

padrões, sob condições definidas (ICH, 2005; INMETRO, 2003).  

A precisão em validação de métodos é considerada em três níveis 

diferentes: repetitividade; precisão intermediária; reprodutibilidade. A exatidão 

representa o grau de concordância entre os resultados individuais encontrados 

em um determinado ensaio e um valor de referência 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 

variações. Diz-se que um método é robusto quando ele não é afetado por uma 

modificação pequena e deliberada em seus parâmetros. A robustez de um 

método cromatográfico é avaliada, por exemplo, pela variação de parâmetros, 

como a concentração do solvente orgânico, pH e força iônica da fase móvel em 

CLAE, programação da temperatura, natureza do gás de arraste em CG, bem 

como o tempo de extração, agitação, etc.  

As mudanças introduzidas refletem as alterações que podem ocorrer 

quando um método é transferido para outros laboratórios, analistas ou 

equipamentos (RIBANI et al., 2004).  

Em CLAE, a robustez pode ser avaliada, por exemplo, variando o 

conteúdo de acetonitrila na fase móvel em ± 2%, o pH da fase móvel em 0,1 

unidades de pH ou a temperatura da coluna em ± 5 ºC. Se estas mudanças 

estiverem dentro dos limites de exatidão, precisão e seletividade aceitáveis, 

então o método possui robustez e tais variações podem ser incorporadas ao 

procedimento (RIBANI ET al., 2004). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Solventes e reagentes 

 

 

A substância a-(-)-bisabolol, Sigma-Aldrich, de alto grau de pureza foi 

utilizada como padrão externo nas análises por CLAE. 

Todos os reagentes e solventes foram grau HPLC (Tedia, J. T. Baker), 

exceto o ácido fosfórico (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Água ultra-pura foi 

obtida através do equipamento Milli-Q Gradient® (Millipore, Advantage A10, 

EUA), utilizando-se uma água com condutividade menor que 0,60 μS/cm em 

todas as análises. 

O óleo essencial extraído do candeeiro foi gentilmente cedido pelo 

Laboratório de Pesquisa de Produtos Naturais-LPPN/URCA. 

 

 

4.2 Desenvolvimento e validação do método analítico 

 

 

4.2.1 Seleção de condições cromatográficas 

 

A literatura sobre análise de α-(-)-bisabolol em HPLC é muito escassa. 

Pouquíssimos artigos relatam sobre o assunto. O pouco que foi encontrado 

auxiliou selecionar o solvente do α-(-)-bisabolol e o que utilizar como fase 

móvel da metodologia analítica. 

As análises foram realizadas no Laboratório de Controle de Qualidade 

da Farmace Indústria Químico-Farmacêutica Cearense Ltda., utilizando um 

sistema de HPLC (Shimadzu, Japão) constituído por uma bomba binária 

(Modelo LC-10 ADvp), um detector com comprimento de onda UV/VIS variável 

(Modelo SPD 10 AVP), uma válvula de injeção manual (Rheodyne ®, EUA) 

com um loop de 20 μL, e um desgaseificador (DGU 14A). A coleta de dados e 

análises foram realizadas utilizando o software Shimadzu CLASS-VPTM. Um 

gradiente de eluição foi realizada numa coluna Hypersil Thermo Scientific C18 
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(250 mm x 4,0 mm) (Thermo Scientific, EUA), com tamanho da partícula de 

5μm. A fase móvel consistiu de uma solução de 200mL de acetonitrila, 10 mL 

de Ácido Fosfórico PA e q.s.p. 1000mL de água ultrapura. A proporção de 

eluição foi de 25:75 dessa solução em acetonitrila pura. 

Todas as soluções foram desgaseificadas e filtradas através de 

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

 

 

4.2.2 Preparo do padrão 

 

  

A solução estoque padrão de a-(-)-bisabolol foi preparada com 200mg 

dessa substância para 100mL de solução usando o hexano como solvente 

correspondendo a concentração de 2mg/mL. 

Retirando-se através de pipeta 6 mL da solução estoque, transferindo 

para balão volumétrico de 50 mL e completando o volume com hexano, obtém-

se a solução na concentração 0,24 mg/mL, o equivalente a 120%, já que o 

produto utilizado na metodologia tem como valor rotulado de 0,20 mg/mL. 

Para se chegar à concentração equivalente a 110% ou 0,22  mg/mL, 

pipeta-se 5,5 mL da solução estoque, transfere-se para um balão volumétrico 

de 50 mL completando assim o volume com hexano. 

Dando sequência às diluições da curva de calibração, pipetar 5,0 mL da 

solução estoque, transferir para um balão de 50 mL, completar o volume com 

hexano, obtém-se a solução de padrão na concentração 0,20 mg/mL, a mesma 

concentração indicada no rótulo do produto que será utilizado na metodologia. 

Para se obter a concentração de 0,18 mg/mL ou 90%, pipetar 4,5 mL da 

solução estoque para um balão de 50 mL e completar o volume com hexano. 

E finalmente para se obter a solução em concentração de 80% ou 0,16 

mg/mL, pipetar 4,0 mL da solução estoque para um balão de 50 mL e 

completar o volume com hexano. (Fluxograma 1). 

Todas as diluições utilizadas na curva de calibração são preconizadas 

na RE Nº 899 da ANVISA. 
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Fluxograma 01 – Metodologia do preparo das soluções padrões de -(-)-bisabolol a serem 

utilizadas na curva de calibração do método. 

 
 

 

4.2.3 Preparo da amostra 

 

 

Para se preparar uma solução estoque da amostra da solução 

hidroalcoólica de Bisabolol 20mg/mL foi retirado 1 mL da mesma e transferido 

para um balão volumétrico de 100 mL e completado o volume com hexano. A 

partir desta diluição foi obtida uma solução estoque do cosmético contendo o 

BISA em hexano com concentração de 2 mg/mL. A partir desta solução 

estoque, foram obtidas as demais concentrações a serem utilizadas no 

parâmetro de exatidão do método analítico, onde a RE Nº 899 da ANVISA 

preconiza que três concentrações devem ser escolhidas para avaliarmos esse 

parâmetro. 
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Retirando-se através de pipeta 6 mL da solução estoque, transferindo 

para balão volumétrico de 50 mL e completando o volume com hexano, 

obtivemos a solução na concentração 0,24 mg/mL equivalente a 120% do valor 

rotulado do produto em validação. 

Para se chegar à concentração equivalente a 110% ou 0,22  mg/mL, 

pipetou-se 5,5 mL da solução estoque, transferiu-se para um balão volumétrico 

de 50 mL completando assim o volume com hexano. 

Dando sequência às diluições das amostras do cosmético foram 

pipetados 5,5 mL da solução estoque para balão volumétrico de 50 mL e 

completando o volume com hexano, foi obtido assim a concentração de 105% 

do valor rotulado o que equivale a 0,21 mg/mL. 

 Finalizando o processo de obtenção das soluções das amostras, foi 

pipetado agora 5,0 mL da solução estoque, transferido para um balão de 50 mL 

e completado o volume com hexano, foi obtido a solução de padrão na 

concentração 0,20 mg/mL, a mesma concentração indicada no rótulo do 

produto a ser utilizado na metodologia. 

As diluições de 105, 110 e 120% foram utilizadas no parâmetro de 

exatidão e a diluição de 100% foi usada no parâmetro de precisão. 

(Fluxograma 2). 
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Fluxograma 02 – Metodologia do preparo das soluções das amostras de -(-)-bisabolol a 

serem utilizadas na exatidão e precisão do método. 

 

 
 
 
4.2.4 Método de Validação 

 

 

Na validação do método analítico utilizado para quantificação de α-(-)-

bisabolol em solução cosmética hidroalcoólica, determinou-se os seguintes 

parâmetros: especificidade, linearidade, sensibilidade, exatidão, precisão e 

robustez. Os dados foram submetidos à análise estatística utilizando o EXCEL® 

software para obtenção dos parâmetros de desvio padrão relativo e 

coeficientes de correlação. 
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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 separação do analito de outros potenciais componentes, tais 

como impurezas, produtos de degradação, ou excipientes (DONG, 2006). 

Nessa pesquisa, será demonstrada a especificidade pela injeção de uma 

amostra do branco, onde 100 mL de hexano HPLC foram transferidos 

volumetricamente para um balão volumétrico de 100 mL. Com isso será 

verificado o comparativo do pico contendo o ativo de interesse no estudo e um 

placebo sem o α-(-)-bisabolol podendo ser verificado assim os possíveis 

interferentes que poderiam aparecer na leitura da amostra quando se 

comparada com o padrão. 

Como o produto a ser analisado e uma solução hidroalcoólica de 

bisabolol + hidroquinona, uma solução hidroalcoólica contendo a mesma 

quantidade de hidroquinona  será analisada, podendo ser observado assim que 

os demais componentes da formulação não irão interferir no sinal de 

quantificação da substância de interesse, o BISA.  

 

 

4.2.4.2 Linearidade 

 

 

A linearidade entre a área do pico e a concentração será determinada 

utilizando uma curva de calibração obtida com soluções padrões a cinco níveis 

de concentração do padrão de α-(-)-bisabolol. As concentrações do composto 

na solução considerada como 100% será 0,20 mg/mL. Utilizar-se-ão também 

as concentrações de 80%, 90%, 110% e 120% (Fluxograma 1) (Anvisa, 2003). 

Os dados de área do pico versus concentração da substância serão tratados 

por análise de regressão linear. 

 

 

4.2.4.3 Sensibilidade 
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O limite de detecção (LOD) e o limite de quantificação (LOQ) serão 

determinados da curva de calibração do padrão de BISA. Serão calculados 

LOD e LOQ, empregando-se as fórmulas abaixo, em que DP é o desvio padrão 

da resposta e IC é a inclinação da curva de calibração (ANVISA, 2003). 

 

LOD = DP x 3             LOQ = DP x 10 

     IC                                 IC 

 

 

4.2.4.4 Exatidão 

 

 

A exatidão será avaliada pela média dos valores de recuperação 

encontrados, através do comparativo de concentrações conhecidas da amostra 

de α-(-)-bisabolol a três níveis de concentração (105%, 110% e 120%). Para 

avaliação da recuperação de α-(-)-bisabolol será calculado pela fórmula abaixo 

utilizando o que realmente foi encontrado em teor na leitura do cromatograma e 

a concentração teórica da amostra a ser corrida. Cada solução foi injetada em 

triplicata. Como as injeções serão em triplicata, a média será obtida através 

das mesmas. 

 

Recuperação (%) = (concentração encontrada) x 100 

                            concentração original 

 

 

4.2.4.5 Precisão 

 

 

A precisão do método será investigada em relação a repetibilidade 

(intracorrida) e precisão intermediária (inter-corrida) pela determinação da 

solução padrão a 100%. Para executar a precisão intra-corrida do método, a 

amostra será injetada 6 vezes em uma sequência de corrida e a precisão inter-
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corrida determinada pela injeção da amostra em diferentes dias (6 injeções por 

dia) e por outro analista. 

 

4.2.4.6 Robustez 

 

 

A amostra será analisada sob as condições definidas neste estudo e 

comparada a resposta do método diante das seguintes alterações: variação no 

pH da fase móvel com a utilização de ácido clorídrico para causar essa 

variação, diluição da amostra do produto cosmético em etanol para verificar se 

há variações significativas com a troca do diluente e análise do óleo essencial 

do candeeiro para verificar se o método tem a robustez de analisar outras 

substâncias que contém o -(-)-bisabolol, como também alterações no fluxo de 

injeção. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.1 Desenvolvimento e validação de método de análise do α -(-)-bisabolol 

 

 

5.1.1 Adequabilidade do sistema cromatográfico e Especificidade 

 

 

O método de análise do α-(-)-bisabolol por CLAE conduzido neste 

estudo objetivou o desenvolvimento de um sistema cromatográfico capaz de 

eluir e apresentar boa resolução na identificação e quantificação do α-(-)-

bisabolol em solução hidroalcoólica utilizada como cosmético, abrindo assim 

uma vasta possibilidade de pesquisa nessa área, já que a literatura sobre o 

assunto é escassa e a utilização do α-(-)-bisabolol para tal finalidade é cada 

vez mais crescente.  

Na fase inicial, também definiu-se a concentração do α-(-)-bisabolol na 

solução padrão, de forma que as concentrações dos mesmos estivessem 

próximas a valores estimados para a amostra. 

A tabela abaixo mostra os resultados nas análises de adequabilidade do 

sistema obtendo-se o desvio padrão menor que 5,0%. Após definição e 

verificação das condições cromatográficas, a metodologia foi validada. 

 

Injeções Áreas 

 1 8702454,0 

 2 8704944,0 

 3 8711628,0 

 4 8725239,0 

 5 8729989,0 

   Critério de Aceitação Resultado Obtido 

Média das Áreas - 8714850,8 

Desvio Padrão Relativo <5,0% 0,1400000 

 

Tabela 1. Resultados das análises de adequabilidade da metodologia analítica 
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A especificidade pode ser observada no cromatograma apresentado nas 

Figuras 2 a 7, na qual não há pico referente à substância analisada. Dessa 

forma, o solvente e/ou fase móvel não apresentam interferência nos 

constituintes da formulação, sendo específico para determinação de α-(-)-

bisabolol nas condições estudadas. Além disso, foi comprovado também que 

outras substâncias existentes na formulação como a hidroquinona não interfere 

nos resultados quando comparamos a amostra do solvente mais hidroquinona 

e ausência do α-(-)-bisabolol. 

 

 

 
Figura 2. Cromatograma do ensaio de Especificidade Placebo 1 – Hexano + Hidroquinona 
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Figura 3. Cromatograma do ensaio de Especificidade Placebo 2 – Hexano + Hidroquinona 

 

 
Figura 4. Cromatograma do ensaio de Especificidade Placebo 3 – Somente Hexano 
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Figura 5. Cromatograma do ensaio de Especificidade Placebo 4 – Somente Hexano 

 

 
Figura 6. Cromatograma do ensaio de Especificidade Solução Padrão de α -(-)-bisabolol 
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Figura 7. Cromatograma do ensaio de Especificidade Solução Padrão de α-(-)-bisabolol 
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5.1.2 Linearidade 

 

 

 A linearidade do método foi determinada pela construção de curvas de 

calibração dos padrões de α-(-)-bisabolol utilizando as concentrações de 0,16; 

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

concentração de trabalho. 

 

% Concentração (mg/mL) 

Resultados 

Obtidos Fator (Área/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 Aceitação Resultado  

 R > 0,99 0,9996000 

   Critério de Aceitação Resultado  

 DPR < 5,0% 1,56785509 

  

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

coeficiente de correlação (r) e desvio padrão relativo (DPR) 

 

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

obtidos e a concentração, pela razão entre os mesmos. Em uma curva 

analítica, os FR devem ser semelhantes entre si e próximos do valor da 

inclinação 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 está representada a curva analítica de BISA por CLAE e a 

equação da reta, calculados por regressão linear pelo método dos mínimos 

quadrados. 
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Figura 8. Curva de calibração construída a partir dos resultados do ensaio de linearidade do α-

(-)-bisabolol 

 
O coeficiente de correlação revelou ser superior a 0,99 para todos os 

padrões, indicando correlação linear entre suas concentrações e as áreas nas 

faixas 80 a 120% da concentração de trabalho. 

 

 

5.1.3 Sensibilidade 

 

 

O LOD, definido como a menor concentração absoluta do analito em 

uma amostra que pode ser detectado, mas não necessariamente quantificado 

sob as condições deste estudo, foi 5,16%  

O LOQ, definido como a menor concentração de analito que pode ser 

quantificado e determinado com aceitável precisão e exatidão, resultou          

17, 21%. 

 

 

5.1.4 Recuperação 
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A exatidão foi estimada pela análise da amostra de concentração 

conhecida, comparando o valor medido com o valor real e utilizando o método 

de adição de padrão. 

Os resultados de exatidão evidenciaram uma concordância entre os 

resultados encontrados na análise da solução hidroalcoólica de BISA, 

comprovando que o método é exato. O percentual recuperado pode ser 

visualizado na Tabela 3. 

O valor de porcentagem de recuperação para o α-(-)-bisabolol foi de 

100,20%, para e o desvio padrão relativo foi 0,10%. Portanto, os valores 

médios de recuperação estão entre os 98% e 102% recomendados pela 

legislação brasileira vigente de validação de métodos e os valores de DPR 

abaixo de 2,0%. 

Apesar dos resultados estarem dentro das especificações 

recomendadas, os valores de recuperação maiores que 100 % poderiam estar 

relacionados a erros analíticos ou a efeitos da matriz, valendo ressaltar que foi 

utilizada a mesma coluna cromatográfica para execução de todos os ensaios. 

 

Conc. % α-
(-)-

bisabolol 

Resultado Recuperação Média 

DPR 
Encontrado % Recuperação 

-(-)-
bisabolol 

-(-)-bisabolol % 

105% 105,780% 100,74 

100,87 0,12 105% 105,914% 100,87 

105% 106,042% 100,99 

110% 109,994% 99,99 

100,08 0,09 110% 110,077% 100,07 

110% 110,182% 100,17 

120% 119,469% 99,56 

99,64 0,08 120% 119,577% 99,65 

120% 119,663% 99,72 

Médias 
  

100,20 0,10 

Tabela 3 - Resultados obtidos no ensaio de exatidão para o α-(-)-bisabolol e os valores médios 
de recuperação e DPR 
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5.1.5 Precisão 

 

 

A precisão do método foi determinada em dois dias consecutivos de 

análise por analistas diferentes, porém com o mesmo equipamento, obtendo-se 

os valores de repetibilidade (intra-corrida) e precisão intermediária (inter-

corridas). Os valores dos teores de α-(-)-bisabolol e os valores de DPR para 

avaliar as precisões estão representados na Tabela 4. 

 

1ª corrida             -                       Analista A                  -                      Data: 08/01/13 

Amostra Concentração (mg/mL) Área Fator de Correlação 

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 Aceitação Resultado Obtido 

 DPR 1 < 5,0% 0,131000 
 2ª corrida             -                       Analista B                  -                      Data: 10/01/13 

Amostra Concentração (g/L) Área Fator de Correlação 

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 Aceitação Resultado Obtido 

 DPR 2 < 5,0% 0,348000 

 Precisão Intercorrida 
 

 
Critério de Aceitação Resultado Obtido 

 DPR < 5,0% 1,221000 
  

Tabela 4 - Resultados obtidos no ensaio de precisão para α-(-)-bisabolol e os valores DPR 

(intra-corrida e inter-corrida) 

 
O ensaio de precisão intra-corrida de seis réplicas autênticas na 

concentração 100% de BISA, apresentou como resultado na 1ª corrida os 

desvios padrão relativos de 0,131 e DPR de 0,348 para 2ª corrida, atendendo 

às exigências normativas (ANVISA, 2003). O aumento do DPR entre a 1ª 

corrida e 2ª 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 padrão relativo para a precisão inter-corrida (n=12) 

foi de 1,221, valores inferiores ao limite estabelecido pela legislação brasileira 
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vigente de validação de método, cujo DPR deve ser menor que 5,0% (ANVISA, 

2003). 

 

 

5.1.6 Robustez 

 

 

A variação dos parâmetros de pH da fase móvel não alterou, de forma 

significativa, as concentrações encontradas na amostra da solução 

hidroalcoólica de BISA. Outro parâmetro a ser alterado foi a injeção do fluxo e 

do solvente para verificarmos se essa alteração influenciaria os resultados de 

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

do método encontrados em cada condição testada estão representados nas 

Tabela 5 e 6. 

 

Condições 
Avaliadas 

Descrição 
Tempo de 

Retenção (min) 
Teor (%) Média Teor (%) DPR 

Adição de HCl 
0,0008M 

Padrão 7,125 101,437 
101,500 0,09 

Amostra 7,125 101,564 

Adição de HCl 
0,0012M 

Padrão 7,123 101,696 
101,758 0,09 

Amostra 7,124 101,821 

 
Tabela 5 - Resultados do ensaio de robustez, com variações do pH da fase móvel. 
 
 

Condições 
Avaliadas 

Descrição 
Tempo de 

Retenção (min) 
Teor (%) Média Teor (%) DPR 

Fluxo 0,9 
mL/min 

Padrão 7,993 101,494 
101,545 0,07 

Amostra 7,991 101,596 

Fluxo 1,1 
mL/min 

Padrão 6,565 101,494 
101,489 0,01 

Amostra 6,564 101,484 

 
Tabela 6 - Resultados do ensaio de robustez, com variações do fluxo de injeção e troca de 

solvente (hexano  etanol). 
 

 

5.1.7 Aplicabilidade 
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Além da utilização da metodologia validada no controle de qualidade de 

medicamentos e cosméticos que possuam a substância em questão, o BISA, 

em sua formulação, podemos estender a importância do estudo abordado na 

aplicação em óleos essenciais como o do candeeiro (Vanillosmopis arborea 

Baker). 

Com a aplicabilidade desse estudo em óleos contendo o α-(-)-bisabolol 

em sua composição, favorecerá a extração e comercialização dessa substância 

na região da Chapada do Araripe, aumentando assim possibilidades de renda 

para os agricultores da região. 

Análises do óleo essencial do candeeiro em etanol foram realizadas com 

sucesso, e essa metodologia pode ser estendida para tal finalidade, identificar 

e quantificar o α-(-)-bisabolol em óleos essências, dentre eles o do candeeiro. 

Como a concentração do produto cosmético em análise no estudo 

possue como valor rotulado e 0,20 mg/mL de BISA, para prepararmos o padrão 

na mesma concentração pegou-se 20 mg de diluiu-se em q.s.p 100 mL de 

etanol. 

O óleo foi pesado na mesma quantidade, ou seja, 20 mg e diluído em 

q.s.p. 100 mL de etanol.  

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

 

Condições 
Avaliadas 

Descrição 
Tempo de Retenção 

(min) 
Teor (%) 

Concentração 
mg/mL 

Óleo Essencial 
do Candeeiro 

 Padrão 7,291 101,494 0,202988 

Óleo 7,259 109,946 0,219892 

Padrão 7,273 101,601 0,203202 

Óleo 7,242 109,876 0,219752 

Tabela 7 - Resultados do ensaio de quantificação do α-(-)-bisabolol no óleo essencial do 

candeeiro. 
 

As figuras a seguir demonstram como a metodologia pode ser aplicada 

para estudos em óleos essências contendo o BISA: 
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Figura 9 - Cromatograma do ensaio de quantificação do α-(-)-bisabolol no óleo essencial do 

candeeiro. 
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 Figura 10 - Cromatograma do ensaio de quantificação do α-(-)-bisabolol no óleo essencial do 

candeeiro. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

1- O método analítico por CLAE para quantificação de α-(-)-bisabolol em 

solução hidroalcoólica foi validado demonstrando especificidade, 

linearidade, precisão, exatidão e robustez. 

2- Todos os resultados obtidos nesta validação estão dentro das 

especificações preconizadas pelo guia nacional de validação de método 

analítico (ANVISA, 2003). 

3- A metodologia de quantificação do α-(-)-bisabolol pode ser aplicada em 

soluções hidroalcoólicas cosméticas disponíveis no mercado que 

contém essa substância. 

4- Este trabalho ressalta a importância do desenvolvimento e validação de 

métodos de quantificação e de controle de qualidade de soluções 

cosméticas. Além disso, pretende incentivar a realização de mais 

estudos nessa mesma linha de pesquisa, uma vez que o assunto 

estudado é pobre em literatura e a substância já é bastante utilizada na 

produção de cosméticos. 

5- Favorecer a utilização do candeeiro de forma a atender um processo de 

renda para agricultores, já que esta metodologia pode ser estendida 

para o controle de qualidade de óleos essenciais que possuam o α-(-)-

bisabolol em sua composição. 
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Anexo I: Teste de Adequação 1-5 
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Anexo II: Teste de Adequação 2-5 
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Anexo III: Teste de Adequação 3-5 
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Anexo IV: Teste de Adequação 4-5 
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Anexo V: Teste de Adequação 5-5 
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Anexo VI: Cromatrograma da Solução do Padrão de Bisabolol 1-2 
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Anexo VII: Cromatrograma da Solução do Padrão de Bisabolol 2-2 
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Anexo VIII: Teste de seletividade, Placebo 1 (Solvente + Hidroquinona) 1-2 
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Anexo IX: Teste de seletividade, Placebo 1 (Solvente + Hidroquinona) 2-2 
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Anexo X: Teste de seletividade, Placebo 2 (Solvente) 1-2 
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Anexo XI: Teste de seletividade, Placebo 2 (Solvente) 2-2 
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Anexo XII: Teste de Linearidade, Concentração 80% 
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Anexo XIII: Teste de Linearidade, Concentração 90% 
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Anexo XIV: Teste de Linearidade, Concentração 100% 
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Anexo XV: Teste de Linearidade, Concentração 110% 
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Anexo XVI: Teste de Linearidade, Concentração 120% 
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Anexo XVII: Teste de Exatidão, Solução do Padrão de Bisabolol 1-2 
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Anexo XVIII: Teste de Exatidão, Solução do Padrão de Bisabolol 2-2 
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Anexo XIX: Teste de Exatidão, Concentração 105% 1-3 
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Anexo XX: Teste de Exatidão, Concentração 105% 2-3 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

85 
 

Anexo XXI: Teste de Exatidão, Concentração 105% 3-3 
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Anexo XXII: Teste de Exatidão, Concentração 110% 1-3 
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Anexo XXIII: Teste de Exatidão, Concentração 110% 2-3 
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Anexo XXIV: Teste de Exatidão, Concentração 110% 3-3 
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Anexo XXV: Teste de Exatidão, Concentração 120% 1-3 
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Anexo XXVI: Teste de Exatidão, Concentração 120% 2-3 
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Anexo XXVII: Teste de Exatidão, Concentração 120% 3-3 
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Anexo XXVIII: Teste de Precisão, Analista 1, Amostra 1-6 
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Anexo XXIX: Teste de Precisão, Analista 1, Amostra 2-6 
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Anexo XXX: Teste de Precisão, Analista 1, Amostra 3-6 
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Anexo XXXI: Teste de Precisão, Analista 1, Amostra 4-6 
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Anexo XXXII: Teste de Precisão, Analista 1, Amostra 5-6 
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Anexo XXXIII: Teste de Precisão, Analista 1, Amostra 6-6 
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Anexo XXXIV: Teste de Precisão, Analista 2, Amostra 1-6 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

99 
 

Anexo XXXV: Teste de Precisão, Analista 2, Amostra 2-6 
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Anexo XXXVI: Teste de Precisão, Analista 2, Amostra 3-6 
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Anexo XXXVII: Teste de Precisão, Analista 2, Amostra 4-6 
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Anexo XXXVIII: Teste de Precisão, Analista 2, Amostra 5-6 
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Anexo XXXIX: Teste de Precisão, Analista 2, Amostra 6-6 
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Anexo LX: Teste de Robustez, Solução Padrão com 0,0008M de HCL 1-2 
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Anexo LXI: Teste de Robustez, Amostra com 0,0008M de HCL 2-2 
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Anexo LXII: Teste de Robustez, Solução Padrão com 0,0012M de HCL 1-2 
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Anexo LXIII: Teste de Robustez, Amostra com 0,0012M de HCL 2-2 
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Anexo LXIV: Teste de Robustez, Padrão de Bisabolol em etanol 1-2 
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Anexo LXV: Teste de Robustez, Padrão de Bisabolol em etanol 2-2 
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Anexo LXVI: Teste de Robustez, Padrão de Bisabolol em etanol fluxo 0,9 
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Anexo LXVII: Teste de Robustez, Amostra em etanol fluxo 0,9 
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Anexo LXVIII: Teste de Robustez, Padrão de Bisabolol em etanol fluxo 1,1 
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Anexo LXIX: Teste de Robustez, Amostra em etanol fluxo 1,1 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

114 
 

Anexo L: Teste de aplicabilidade, Cromatograma do óleo do candeeiro em 
etanol 1-2 
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Anexo LI: Teste de aplicabilidade, Cromatograma do óleo do candeeiro 
em etanol 2-2 
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Anexo LII: RE 899 de 2003 – Guia de Validação de Métodos Analíticos e 
Bioanalíticos 
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