‘;n
/\

S
/ XXVIl Encontro Anual de Iniciagao Cientifica e o | c
L‘ IV Encontro Anual de Iniciagao Cientifica JUnior 2018

DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA PARA SEPARACAO E ANALISE DE
TRICLOSAN E TRICLOCARBAN

Denise Santinon (PIBIC/Fundacgéo Araucaria/UEPG), Patricia Los Weinert
(Orientador), e-mail: patilos@yahoo.com.br

Universidade Estadual de Ponta Grossa/Departamento de Quimica-Bacharelado em
Quimica Tecnologica

Quimica Analitica, Instrumentacgédo analitica
Palavras-chave: Triclosan, Triclocarban, CLAE, planejamento de experimentos.
Resumo

Triclosan e triclocarban sao utilizados como antibactericidas em produtos de higiene
pessoal e cosméticos. Neste trabalho foi desenvolvido e otimizado um método para
a andlise destes analitos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A
otimizacao foi realizada utilizando a ferramenta de planejamento de experimentos.
As condi¢cbes encontradas como as melhores para a separagéo e quantificacdo dos
analitos triclosan e triclocarban foram: FM de MeOH:H20 (80:20), coluna de 25 cm,
fluxo de 0,8 mL min?! e temperatura da coluna de 40 °C. O método foi validado
avaliando-se os parametros: linearidade, exatidao, precisao, repetibilidade, limite de
deteccao, limite de quantificacdo e porcentagem de recuperacdo conforme previsto
pela ANVISA. O método foi aplicado para andlise de amostras de produtos que
continham Triclosan e triclocarban obtendo-se bons resultados.

Introducao

Produtos de higiene pessoal tais como sabonetes, pasta de dentes, enxaguatérios
bucais, normalmente, contém entre 0,1 a 1% (v/v) de triclosan (5-cloro-2-(2,4-
diclorofenoxi)fenol, em sua formulacdo (MOYO, 2015). No Brasil, de acordo com a
resolucdo RDC n° 29 de 2012 da ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
(ANVISA, 2012) a méaxima concentracao permitida de triclosan a ser adicionada na
composicdo de produtos de higiene pessoal é de 0,3%. Outro antibactericida
normalmente usado é o triclocarban (1-(4-chlorophenyl)-3-(3,4-dichlorophenyl) urea)
eficaz contra bactérias gram-positivas, possui efeitos semelhantes ao triclosan como
bioacumulacao, devido estar presente em ambientes aquéticos, que é inserido na
cadeia alimentar, e efeitos hormonais (LUCIO,2015). Segundo a ANVISA este
composto pode ser utilizado em produtos de higiene pessoal que sdo enxaguados e
sua concentragdo maxima permitida € 1,5% (ANVISA, 2012).

Dentro deste contexto ha necessidade do monitoramento das quantidades de TCS
(triclosan) e TCB (triclocarban) em formulagbes uma vez que o uso de forma
indiscriminada e nao controlada em diversos produtos e o descarte sem o devido
tratamento pode causar sérios danos ao meio ambiente e a saude da populacéo
pelo desenvolvimento de micro-organismos resistentes. Ha necessidade de
metodologias analiticas que possibilitem a quantificacéo apropriada de TCS e TCB,
simples de realizar, que consiga distinguir os dois analitos e que sejam rapidas,
gerem menos residuos e utilizem reagentes ambientalmente mais seguros.
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Materiais e Métodos

Materiais e Equipamentos utilizados no desenvolvimento do método de CLAE

Todos os reagentes e solventes utilizados no trabalho foram de grau HPLC. O
Equipamento utilizado foi um HPLC Shimadzu equipado com unidades de
bombeamento de solventes LC-20AT, auto-injetor SIL-20A HT, forno de colunas
CTO-20A, detector de rede de fotodiodos SPD-M20A e controlador do sistema CBM-
20A e software LCsolution. Para a separacao foram utilizadas colunas Shimadzu C-
18 Shim-pack VP-ODS de 2 dimensdes (150 mm x 4.6 e de 250 mm X 4.6).

Preparo das solucdes padrédo de TCS e TCB para o método CLAE

Para a preparacéo da solucdo estoque de 1,0 mg mL%, foi pesado 100,0 mg de TCS
ou de TCB e dilui-se com metanol e transferiu-se para um baldo de 100,0 mL. Ent&o
filtrou-se a solucdo com um filtro de 25 mm de diametro e poro de 0,45 um e
transferiu-se para um frasco ambar o qual foi mantido sob refrigeracéo. Solucbes de
trabalho foram adequadamente preparadas diariamente a partir da diluicdo de
aliquotas da solucdo estoque com a propria fase mével da analise.

Analise das amostras

As amostras de produtos de higiene pessoal (pasta de dente, desodorante em
creme (para pés e axilas) e creme corporal) foram adquiridas no comércio local e
analisadas pelo método proposto.

Para a andlise das amostras de produtos de higiene pessoal, solucbes de
concentracdo aproximadamente 12 pg mL. A solucdo da amostra foi entdo diluida
com a propria fase mével de modo a obter uma solucdo de concentracdo de 5 g
mL-1, filtrada em filtro de diametro de poro de 0,45 um, transferidas para os vials e
analisadas de acordo com as condi¢cdes que foram otimizadas e a partir da curva
analitica.

Resultados e Discusséao

A metodologia proposta envolve a separagdo cromatogréfica simultdnea de TCS e
TCB utilizando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
UV. Neste sentido para o desenvolvimento do método analitico proposto, algumas
condicbes cromatograficas foram testadas para verificar quais eram as mais
promissoras, para entdo otimiza-las utilizando ferramentas quimiométricas. Nestes
experimentos foram avaliados a dimensédo da coluna cromatogréafica, a propor¢cao
dos solventes metanol (MEOH), acetonitrila (ACN) e H20 ultra pura na composicéo
da fase movel (FM), o volume de injecédo e o fluxo da fase mével. Para todos os
experimentos (10 no total) a temperatura da coluna foi mantida fixa em 40°C, e as
solucdes de TCS e TCB injetadas foram adequadamente diluidas na composi¢céao da
fase mével do teste para uma concentracdo final de 20 pug mL*. A partir destes
resultados preliminares e com objetivo de encontrar uma condicdo experimental que
apresentasse separacdo adequada com o menor tempo de retencdo possivel, um
planejamento fatorial completo 2* foi realizado para estudar a influéncia da
Temperatura, composi¢ao da fase movel, fluxo e dimenséo da coluna. Os resultados
obtidos no planejamento foram tratados no programa Statistica®.

Foram monitorados como resposta varios parametros considerados importantes no
desenvolvimento de métodos cromatograficos: a area para ambos os analitos (TCS
e TCB), altura do pico para ambos 0s compostos, a resolucéo dos picos e separagcao
dos picos. Para cada uma das respostas monitoradas foram obtidos os modelos
matematicos e os mesmos foram avaliados individualmente por meio da ANOVA
com nivel de confianga de 95%. Os efeitos estimados para as variaveis analisadas

_ Universidade Estadual de Ponta Grossa - UEPG
' E Dias 23 e 21 de outubro de 2018 - I1SSN 1676-0003



‘;n
/\

S
/ XXVIl Encontro Anual de Iniciagao Cientifica e o | c
Lv IV Encontro Anual de Iniciagao Cientifica JUnior 2018

demonstraram que a melhor condicdo experimental ndo é facilmente encontrada
considerando cada uma das respostas isoladamente, dificultando a interpretacao
dos resultados. Para que exista um equilibrio entre as condi¢cbes experimentais para
os fatores analisados, utilizou-se uma funcédo global para otimiz4-las, de modo que
foi possivel obter indicacdes a respeito da melhor regido experimental. Neste sentido
aplicou-se a funcdo desejabilidade de Derringer e Suich para avaliar todas as
respostas analisadas simultaneamente, maximizando a um unico valor, chamado de
desejabilidade global. Os resultados permitiram definir e fixar a fase movel
MeOH:H20 80:20 e o uso da coluna de 250 mm. As variaveis temperatura e fluxo
foram ent&o otimizadas utilizando um planejamento composto central.

Ao analisar os dados obtidos no planejamento composto central e considerando as
mesmas respostas ja avaliadas no primeiro estudo constatou-se que as respostas
Resolucao e Separacdo apresentaram em todos 0s experimentos valores superiores
aos aceitaveis para fins quantitativos e puderam ser desconsideradas na andlise
final para obtencao da funcao desejabilidade global que foi de 0,98.

Com os resultados deste planejamento a superficie de resposta foi obtida, a partir da
qgual determinou-se que as melhores condi¢cdes experimentais seriam utilizar o fluxo
de 0,8 mL min! e a temperatura da coluna de 40 °C. Apés ter o método otimizado,
um experimento de verificacdo foi realizado e o cromatograma obtido esta
apresentado na Figura 1.
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Figura 1- Cromatograma obtido para a separacdo de TCB e TCS utilizando a condi¢édo otimizada.

Com a condicdo experimental otimizada foram construidas curvas analiticas para 0s
dois compostos e determinou-se que uma relacao linear foi obtida para ambos os
compostos em concentracdes de 0,05 mg L? — 10,0 mg L, com coeficiente de
correlagcdo r= 0,999. Para validagdo da metodologia proposta foram avaliadas
algumas figuras de mérito e os resultados estao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1- Principais figuras de mérito avaliadas para o método cromatografico
proposto para a determinacao de triclosan e triclocarban

Parametro Triclosan Triclocarban
Linearidade 0,5a10 mgmL+? 0,2a10 mgmL+?
Equacédo da reta y =21207x - 609,51 y = 36173x - 2642,2
Coeficiente de correlagédo |1 0,9939

(r)

Limite de Deteccéo 0,06 mg mL1 0,01 mg mL™*?

Limite de Quantificacdo 0,20 mg mL1 0,1 mg mL1
Precisao intermediaria 1,90% (4 dias; 2 analistas, | 1,78% (4 dias; 2 analistas,
(5,0 mg mL?) n=6) n=6)

Precisédo intradia (50 mg | 2,12 % (n=6) 2,34 % (n=6)

mL1)

Exatiddo 99,3-104,0 % 98,0 — 103,6 %
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A especificidade e exatiddo podem ser avaliados por meio de teste adicdo de padréo
e recuperacdo. Para avaliar as taxas de recuperagdo, a partir de quantidades
conhecidas e adicionadas as amostras pré-analisadas contendo o equivalente a 1,5
mg L. As médias porcentuais de recuperacéo de TCS encontram-se entre 99,3 —
104,0 % e de 98,0 103,6% para o TCB, evidenciando novamente a boa exatiddo do
método proposto.

O método proposto foi aplicado na determinacdo da porcentagem de TCS em oito
amostras e 0 TCB em uma amostra. No Brasil a porcentagem maxima permitida de
TCS em produtos de higiene pessoal é de 0,3%, e de acordo com os resultados
obtidos na aplicacdo do método proposto as porcentagens encontradas de triclosan
estdo dentro da margem estabelecida. Para o TCB € recomendado pela ANVISA
que se for adicionado a produtos que serdo enxaguados como é o caso dos
sabonetes em barra a porcentagem maxima permitida € de 1,5% e no caso de ser
adicionado a produtos cosmeéticos sem enxague essa quantidade cai para 0,2%. A
amostra analisada foi sabonete em barra que segundo o rétulo continha TCB em sua
composicdo e o valor encontrado foi de 1,39%, valor este abaixo do maximo
permitido, portanto atende as recomendacdes da ANVISA.

Conclusodes

Estudou-se a separagdo de triclosan e triclocarban simultaneamente através da
cromatografia liqguida de alta eficiéncia com deteccdo UV, para isto avaliou-se os
parametros: dimenséo da coluna cromatogréfica, a propor¢ao dos solventes metanol
(MEOH), acetonitrila (ACN) e H20 ultra pura na composi¢do da fase moével (FM), o
volume de injecé@o e o fluxo da fase movel. Fixou-se a FM de MeOH:H20 (80:20), a
coluna de 25 cm, o fluxo de 0,8 mL min! e a temperatura da coluna de 40 °C. assim
foi alcancada uma boa separagdo dos picos, e estudou-se a relacao linear das
curvas obtidas. Os valores encontrados nas amostras estdo dentro dos valores
permitidos pela ANVISA, assim pode-se comprovar que este método € linear, exato,
preciso, reprodutivel, determina o limite de deteccéo, o limite de quantificacdo e a
porcentagem de recuperacao.
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