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RESUMO. A eficacia de substancias clareadoras, como o acido kéjico (AK), pode ser avaliada, em relacio
a capacidade de penetracio, através de estudos de permeacio, que necessitam de métodos de quantificacio
especificos. Neste trabalho, desenvolveu-se método espectrofotométrico para a quantificacdo do AK em so-
lucéo salina. O comprimento de onda de maxima absorcéo foi 268 nm e a curva de calibracfo, apresentou-
se linear na faixa de 0,05 a 4,00 yg/mL. O limite de deteccio e quantificacao foram 0,06 e 0,18 pug/mL, res-
pectivamente. A precisao foi de 2,3 a 5,3% intra-dia, 1,6 a 54 % inter-dia e exatidao de 98 a 101%.

SUMMARY . “Quantfication of Kojic Acid in vitro Permeation Studies”. The pigmentation-lowering agents effi-
cacy, like kojic acid (KA), can be evaluated according to its penetration capacity, by permeation studies that need
specific quantification methods. In this work, a spectrophotometric method have been developed for KA quan-
tification in saline solution. The wave length of maximum absorbance was 268 nm and calibration curve was lin-
ear from 0.05 to 4.00 u/gmL. Detection and quantification limits were 0.06 and 0.18 yg/mL respectively. The
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precision was 2.3 to 5.3% intraday, 1.6 to 5.4% interday, and the accuracy was 98 to 101%.

INTRODUCAO

O acido kéjico (AK) € uma substancia de ori-
gem natural, obtida a partir de processos fer-
mentativos por fungos Aspergillus e Penicillum
16 amplamente utilizada como aditivo em ali-
mentos e como ativo despigmentante em produ-
tos de uso tépico 179 O AK é denominado qui-
micamente como 5-hidroxi-2-(hidroximetil)pi-
ran-4-ona , 5-hidroxi—hidroximetil-B-pirona, 5-
hidroxi-2-(hidroximetil)-4H-piran-4-ona, ou hi-
droximetil-5-hidroxi-y-pirona 1011, sendo perten-
cente ao grupo dos acidos fenodlicos, com duas
hidroxilas e, deste modo, dois prétons ioniza-
veis 1112 cuja formula estrutural esta representa-
da na Figura 1.

O mecanismo de acao dos clareadores en-
volve a inibicdo do processo enzimatico-oxidati-
vo da melanogénese, o desenvolvimento de ati-
vidade melanotéxica e degradacio dos melanos-
somas. O mecanismo de acio do AK ocorre por
inibicdo da melanogénese, através da quelacao
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Figura 1. Férmula estrutural do acido kéjico.

de ions Cu?* necessarios a atividade da enzima
tirosinase 813,

Os produtos contendo clareadores sao apli-
cados na pele para o tratamento de manchas hi-
percrémicas devido a producao aumentada do
pigmento melanina. A eficicia desses produtos
esta relacionada a capacidade de penetracao
dos principios ativos, avaliada por métodos in
vitro € in vivo.

Na determinacao da capacidade de pene-
tracio empregando-se métodos in vitro, utili-
zam-se sistemas formados por dois comparti-
mentos separados entre si por uma membrana
semi-permeavel, denominados células de di-
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fusio ou de Franz 4. Em um compartimento
aplica-se a formulacio ou solucao saturada do
ativo, e no outro, um fluido capaz de manter a
estabilidade da membrana e de solubilizar a
substincia em anilise. A avaliacio da pene-
tracdo € efetuada através da quantificacio de
substincias presentes em amostras retiradas do
fluido receptor em intervalos de tempo regula-
res e determinacao de curvas de liberacido
(quantidade em func¢io do tempo) e parimetros
como fluxo (quantidade liberada por area de
membrana pelo tempo) e permeabilidade (irea
de membrana permeada pelo tempo). Nesses
estudos, o método de quantificacio da substan-
cia em anilise deve ser especificamente desen-
volvido e validado, tendo-se em vista as con-
dicoes experimentais tais como tipo de fluido
receptor (composicao, pH), temperatura, luz e
duracdo do ensaio.

Na literatura sao descritos alguns métodos
para a anilise do AK, entre os quais, métodos
eletroquimicos 79, cromatograficos, sobretudo a
cromatografia liquida de alta eficéncia (CLAE)
31517 enzimaticos 18, imuno-enzimaticos 1° e es-
pectrofotométricos 20,21,

Métodos eletroquimicos, como o desenvolvi-
do por Shih & Zen 9 embora de baixo custo e
de facil manuseio e com adequado limite de de-
teccio (0,17 mM), podem sofrer interferéncia na
presenca de ions.

Os métodos cromatograficos 31517 tém sido
amplamente citados na anilise de AK devido a
excelente sensibilidade, entretanto a utilizaciao
de técnicas cromatogrificas exige procedimen-
tos pré-analiticos como extracao, purificacao
pré-concentracio, que muitas vezes tornam o0s
procedimentos laboriosos.

Métodos imuno-enzimdticos 319 e enzimati-
cos 18 também tém sido aplicados na determi-
nacido de AK. Sao métodos que geralmente
apresentam grande especificidade, no entanto, o
uso de substincias altamente purificadas, como
as enzimas, pode elevar o custo analitico.

Métodos espetrofotométricos, em geral, po-
dem sofrer interferéncias dos componentes co-
mo observado no trabalho de Gomara et al. 20.
Deste modo, Correr et al. 2! desenvolveram um
método espetrofotométrico empregando proces-
so de calibracio multivariada para a eliminacio
de interferéncia advinda de matrizes.

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvi-
mento de um método analitico quantitativo que
permitisse andlise direta e uso de aparatos sim-
ples para a determinacio de AK oriundo de en-
saios de permeacio in vitro, usados para ob-
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tencao de valores de concentracio necessarios
para os calculos dos parametros de avaliacio da
penetracao.

MATERIAL E METODOS

O método proposto foi adaptado do trabalho
de Majmudar et al. 15, procedeu-se a selecio do
comprimento de onda ultravioleta, em seguida a
construcao da curva de calibracdo e a validacao.
Todos os reagentes utilizados foram de grau
analitico e as solucdes preparadas com agua
destilada e filtradas em membranas de 0,45 pm
de porosidade. As solucdes de AK foram manti-
das a aproximadamente 15 °C, por periodo infe-
rior a 8 h, em solucio salina, pH 5.

O método de avaliacio do poder de pene-
tracio do AK foi efetuado utilizando-se células
de difusao vertical marca LOGAN modelo SDFC
VTC-200, com membranas selecionadas e lava-
das, obtidas a partir de mudas de pele de cobra
Crotalus durissus terrificus, acopladas entre o
compartimento doador e o receptor, sendo este
preenchido com soluc¢io salina mantida a 34+2
°C e agitacao de 100 rpm. As membranas foram
pré-tratadas com solucio aquosa de alcool iso-
propilico e propilenoglicol durante 1 h, e em
seguida, ap6s enxaglie com agua destilada, re-
ceberam 1 mL da solucao saturada AK. A partir
dai e em intervalos de tempo subseqiientes de
1,5 h foram retiradas aliquotas de 0,5 mL do
compartimento receptor para quantificacio es-
pectrofotométrica do AK.

Solucoes utilizadas

- Solucio salina: cloreto de sédio 0,9% m/v.

- Solucao despigmentante: AK 3,9% m/v.

- Soluc¢ao para varredura no espectro (selecio
do comprimento de onda): solu¢io salina
contendo 10 pg/mL de AK.

- Solugdes para constru¢ao da curva de cali-
bracdo: solu¢des salina contendo 0,05; 0,10;
0,20; 0,40; 0,60; 0,80; 1,00; 2,00 e 4,00 pg/mL
de AK.

- Solugdes aquosas de dlcool isopropilico
71,25% e propilenoglicol 3,75% para pré-tra-
tamento das membranas de muda de pele de
cobra.

Curva de calibracdo

Para obtencido da curva de calibracio foram
feitas medidas de absorvancia utilizando 6 repli-
catas de solucdes padrio de AK de concen-
tracao entre 0,05 a 4,00 pg / mL com leitura em
268 nm. Determinou-se a equacao da reta, o va-
lor do coeficiente de correlacdo linear, desvio
padrio e linearidade.
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Pardmetros analiticos

Os parametros analiticos do método foram
estipulados segundo critério descrito na norma
RE n° 899 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sa-
nitaria (ANVISA) 22, com avaliacdo dos parime-
tros linearidade, limite de deteccao (LD), limite
de quantificacao (LQ), precisao e exatidio, ob-
servando-se as condicdes experimentais do es-
tudo de permeacio.

Para avaliacio da linearidade da curva de ca-
libracao procedeu-se a comparacio de varian-
cias 2325 através do calculo da razdao entre as
médias quadriticas da regressao (MQR) e mé-
dias quadraticas dos residuos (MQr), e compa-
racio com o valor da distribuicio F tabelado,
para o grau de confianca desejado (95%) com 1
e 7 graus de liberdade.

Com os valores de absorvancia obtidos para
6 replicatas no intervalo de concentra¢ao de 0,2
a 1,0 pg/mL foram obtidos valores médios para
cada concentracao e seus desvios-padrio. A
partir desses valores, calcularam-se o valor de
absorvancia médio da faixa de concentracoes e
também o desvio padrio médio (DPmeédio), uti-
lizados para a obtencao dos parametros limites
de deteccao (LD) e quantificacao (LQ), através
da relacao entre esse valor e a inclinacao (a)
que foi obtida na reta de regressio (y = ax +b),
usando o fator multiplicador apropriado 22, ex-
presso nas equacoes [1] e [2].

LD = (DPmédio X 3)/a (1]
LQ = (DPmédio x 10)/a (2]

A precisdao, expressa pela porcentagem do
coeficiente de variacao (CV%), foi calculada pe-
la equacio [3], a partir dos valores de concen-
tracio média e desvio-padrao (DP), sendo cada
valor obtido através de trés determinacdes em
triplicata das concentracoes tedricas (alta, média
e baixa). Além disso, essas nove determinacdes
foram efetuadas trés vezes, sendo todas no mes-
mo dia e em dias diferentes, permitindo-se as-
sim a analise das variacdes intra-dia e inter-dia,
respectivamente. Os valores de concentracio te-
orica utilizados foram de 0,2, 1,0 e 2,0 pg/mL de
AK.

CV% = (DP x 100)/Conc. Média (3]

A exatiddo, calculada pela equacido (4], ex-
pressa a relacio entre o valor médio obtido e o
valor tedrico calculado para cada uma das trés
concentracdes (alta, média e baixa), equivalen-
tes a 0,2, 1,0 e 2,0 pg/mL de AK.
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Exatiddo = (Valor médio obtido
x 100)/Valor tedrico (4]

Pardametros de avaliacdo da penetracdo

Com os valores de absorvancia obtidos nos
varios intervalos de tempo de coleta de 0 até
22,5 h, efetuou-se o cilculo das concentracoes
de AK (pg) no fluido receptor para cada uma
das quatro replicatas, e calculadas as médias das
concentracdes. Esses valores médios de concen-
tracao foram divididos pelo valor da area de
membrana utilizada obtendo-se a quantidade li-
berada por area (pg/cm?). A curva de liberacio
da concentracio de AK foi construida relacio-
nando-se os valores de quantidade liberada por
area pelo tempo (h), e determinada a reta de re-
gressao e sua equaciao. O parimetro fluxo
(pg/cmz/h) foi estimado a partir do coeficiente
angular da reta, e a permeabilidade (cmx10-4/h),
pela divisio desse coeficiente pela concentracio
da solu¢do de AK aplicada na membrana 2°.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A selecio do comprimento de onda foi feita
por varredura do espectro de ultravioleta na fai-
xa compreendida entre 200 a 350 nm com a fi-
nalidade de verificar qual o comprimento de on-
da de maior absorvincia para a solu¢ao de AK
3,9% p/v em solucao salina. Na Figura 2, pode-
se verificar a presenca de dois picos de ab-
sor¢io maxima de radiacdo ultravioleta, em 216
e 268 nm, para a solucdo de AK avaliada.

Embora o pico de absorcao tenha sido me-
nor para o comprimento de onda equivalente a

1.0000

Absorvancia

6.0088

328.8

200.8

Comprimento de Onda (nm)
Figura 2. Espectro de absorc¢io da radiacao ultraviole-
ta na solucao de AK 10 pg/mL em solucio salina.

268 nm, este foi selecionado porque apresenta
maior seletividade de absorcio em relaciao
aquele de 216 nm, em que pode ocorrer ab-
sorcdo de interferentes como o cloreto de sodio,
metilparabeno 20, queratina e os outros contami-
nantes provenientes das membranas. Além dis-



s0, esses possiveis interferentes, eventualmente
lixiviados da muda de pele de cobra, foram eli-
minados através de tratamento prévio das mem-
branas e também se procedeu a filtracao das
amostras em filtros de ésteres de celulose com
0,4 pm de porosidade, como comprovado atra-
vés das andlises realizadas com o branco. O
comprimento de onda selecionado de 268 nm
estd proximo daqueles utilizados por Majmudar
et al. 15, Burdock et al. 3 e Gomara et al. 20, em
seus métodos de andlise, respectivamente, 254,
267 e 269 nm.

A curva de calibracao foi construida obser-
vando-se a faixa de concentracao a ser detecta-
da em experimentos de permeacio do despig-
mentante. Empregou-se maior nimero de deter-
minacdes para minimizar o erro devido a incer-
teza na estimativa da concentracio, ja que ¢ um
fator de influéncia 23. A reta de calibracio obe-
dece a equacao: y = 0,0579 x - 0,0017, onde, y =
absorvincia; x = valor da concentracio de AK,
em pg/mL e o coeficiente de correlacio r =
0,9973.

Na analise da linearidade obtida, a razao das
médias quadriticas da regressao pelas médias
quadrdticas dos residuos, foi igual a 1304,4 ,
sendo aproximadamente 180 vezes maior que o
valor de Ftabelado (F, 1,7 = 5,59), indicando
linearidade da reta obtida.

Segundo Barros Neto et al. 25, a adequada li-
nearidade pode ser confirmada quando se ob-
tém uma razao de pelo menos 10 vezes o valor
de Ftabelado. Além disso, o coeficiente de cor-
relacao linear de 0,9973 também indica boa cor-
relacao entre os valores de concentracao utiliza-
dos (0,05 a 4,00 pg/mL) e a absorvancia.

Os parametros analiticos do método propos-
to considerados foram: limite de deteccdao e de
quantificacao, exatidao e precisao. Gomara et al.
20 no desenvolvimento de um método espectro-
fotométrico de quantificacio de AK estudaram
pH, temperatura de amostras e tempo de arma-
zenamento como parametros de robustez. Estes
autores verificaram que o AK nio sofre influén-
cia do pH do meio em valores inferiores a 7 de-
vido ao baixo grau de ionizacao. Além disso, as
amostras de AK apresentaram-se estaveis até 8h,
em temperatura nao superior a 35 °C. No pre-
sente trabalho, foram respeitadas as condicodes
adequadas para quantificacio.

Os limites de deteccio e de quantificacao fo-
ram calculados considerando-se a faixa inferior
da curva de calibracio (concentracoes de 0,20;
0,40; 0,60; 0,80 e 1,00 pg/mL) contemplando va-
lores a serem obtidos nos experimentos de di-
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fusao, para o qual o método foi desenvolvido.
Foram obtidos os limites de deteccio e de
quantifica¢do equivalentes a 0,06 e 0,18 pg/mL,
respectivamente. Quando se compara o limite
de deteccio com valores obtidos da literatura
em métodos que empregam a CLAE 151619 verifi-
ca-se que o método proposto apresenta resulta-
dos proximos. Outros métodos, além da CLAE
também apresentaram limite de deteccao ade-
quado, como exemplo, o trabalho de Shih 17
que analisou o AK proveniente de formulacoes,
obteve o limite de deteccao de 20 pg e o méto-
do eletroquimico proposto por Shih & Zen 9 pa-
ra a determinacao do AK veiculado em formu-
lacoes, que apresentou limite de deteccao infe-
rior ao proposto, equivalente a 0,17 pM (0,024
pg/mL).

A precisao foi calculada através do coeficien-
te de variacio com os dados referentes as va-
riacoes intra-dia e inter-dia (Tabela 1). A dife-
renca entre os valores de coeficiente de va-
riacdo intra-dia e inter-dia poder ser decorrente
da forma de armazenamento e reconstituicao da
solucio-mie de AK, utilizada na execucio do
experimento, sendo esta sempre armazenada
em geladeira e reconstituida com auxilio de
banho de ultra-som até verificada completa dis-
solucdo. Nos experimentos intra-dia, o armaze-
namento ocorreu por no maximo 12 h, e naque-
las inter-dia, por até 36 h.

Para a obtencio da precisio procedeu-se a
repeticio do método para concentracoes pré-es-
tabelecidas (ou tedricas), varias vezes no mes-
mo dia e também em dias diferentes, e calcu-
lou-se a média e desvio-padrio em relacdo as
concentracoes determinadas (ou calculadas). Es-
se parimetro estima a dispersao das medidas,
que incluem as variabilidades tanto decorrentes
dos equipamentos e das condi¢oes nas quais fo-
ram utilizados, quanto dos operadores. Como o
procedimento envolvido no método inclui di-
versas etapas, possiveis fontes de variacao po-
dem ser oriundas de pesagem da amostra, das
diluicoes volumétricas e do instrumento analiti-
co, embora as operacdes tivessem sido padroni-
zadas e efetuadas sempre pelo mesmo analista.
Para o método proposto, a precisao obtida este-
ve compreendida na faixa de 2,3 a 5,3%, para o
coeficiente de variacdo intra-dia, e na faixa de
1,6 a 5,4%, para o coeficiente de variacio inter-
dia (Tabela 1). Somente os valores correspon-
dentes as menores concentracdes estiveram li-
geiramente superiores aos padrdes propostos
pela literatura especializada, que estipula o ma-
ximo de 5% 21. Contudo, segundo Cuadradro e
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Concentracio Tedrica (pg/mL)

(n=9)
0,2 1,0 2,0
Dados de variacao Intra-dia
Concentracao Média (ng/mL) 0,1961 1,0123 1,9607
Desvio-padrao 0,0104 0,0329 0,0441
CV% Intra-dia 5,3 3,3 2,3
Dados de variacao Inter-dia
Concentracao Média (ng/mL) 0,1994 1,0017 1,9681
Desvio-padrao 0,0107 0,0159 0,0519
CV% Inter-dia 5,4 1,6 2,6
Exatidao
Concentracao Média (ng/mL) 0,1969 1,0121 1,9603
Desvio-padrao 0,0397 0,0622 0,0743
Exatidao (%) 98 101 98

Tabela 1. Valores de concentracio média, desvio-padrio e coeficientes de variacio (CV%) intra-dia, inter-dia e
exatidao para o AK das solucdes de concentracoes tedricas de 0,2, 1,0 e 2,0 pg/mL (n = 9).

Forn 27, o critério de aceitabilidade para pre-
cisao de bioensaios corresponde a £15% do va-
lor da concentracio tedrica para as concen-
tracoes baixa, média e alta, e desse modo, o
método pode ser considerado preciso.

A exatidao do método espectrofotométrico
foi calculada relacionando-se os valores deter-
minados das médias de absorvancia para as
concentracoes tedricas de 0,2, 1,0 e 2,0 pg/mL.
Para o método proposto, obteve-se a exatidao
entre 98 e 101% (Tabela 1), compativeis com
aqueles preconizados ou citados pela literatura
especializada, entre 100 + 2% 20.28,

Os valores de concentracao de AK foram uti-
lizados para construcido da curva de liberacao
do AK, que ¢é utilizada para se avaliar o poder
de penetra¢io do AK nas membranas utilizadas
nos experimentos (Figura 3). A equacao da reta
obtida apresentou a equacio y = 1,9194x +
1,7176, com coeficiente de correlacdo igual a
0,9991. O parametro fluxo médio obtido foi
igual a 1,919 pg/cm?/h, e estima a quantidade
de AK que consegue atravessar a drea da mem-
brana em relaciao ao tempo. Nas membranas uti-
lizadas, quando se aplicaram solucdes de AK a
39 mg/ mL, a permeabilidade média foi igual a
0,492 cmx10-4/h.

CONCLUSAO

O método proposto mostrou-se adequado
para a quantificacao do AK por espectrofotome-
tria no ultravioleta a 268 nm, em solucao salina
nas concentracdes acima de 0,18 pg/mL na faixa
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Figura 3. Curva de liberacao, equacao da reta e coefi-

ciente de correlacio do AK obtidos nos ensaios de

difusao (n=4).

de 0,20 a 4,00 pg/mL, com as vantagens do uso
de aparelhagem simples, de baixo custo. Além
disso, o método desenvolvido foi adequado pa-
ra a determinacao dos parimetros indicadores
do poder de penetracao do AK in vitro.
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