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O ácido úsnico (AU) é um composto de origem liquênica e tem
demonstrado importantes atividades biológicas, tais como:
antitumoral, antimicrobiano, antiviral, antiproliferativo e
antiinflamatório. Os lipossomas são vesículas lipídicas contendo
espaço aquoso interno e têm sido utilizados como carreadores
coloidais de fármacos, principalmente na terapêutica de câncer e
infecções bacterianas e fúngicas. O objetivo desse trabalho foi
desenvolver e validar um método espectrofotométrico UV para
determinação de ácido úsnico em lipossomas. Os parâmetros de
validação linearidade, precisão, exatidão, robustez, limites de
detecção e quantificação foram determinados segundo diretrizes
internacionais de padronização e Farmacopéia Americana. A faixa
de linearidade foi de 3 a 15 µg.mL-1, a equação de regressão:
absorbância = 0,070 x [AU] (µg.mL-1) + 0,013 e r = 0,9997. A
repetibilidade (coeficiente de variação) do método foi 1,96% e a
precisão intermediária indicou que a diferença entre as médias
foi estatisticamente insignificante (P < 0,05). A exatidão revelou
média percentual de recuperação de 100,4%. O método foi robusto
apesar da variação de temperatura e solventes. Os limites de
detecção e quantificação do ácido úsnico foram de 0,34 e
1,13 µg.mL-1, respectivamente. O doseamento do ácido úsnico nos
lipossomas foi de 96,8% (± 0,2). O método proposto é exato,
preciso e reprodutível sendo capaz de quantificar o ácido úsnico
em matéria-prima e em preparações farmacêuticas.
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INTRODUÇÃO

O ácido úsnico [2,6-diacetil-7,9-dihidroxi-8,9b-
dimetil-1,3-(2H,9H)-dibenzofurano] (Figura 1) é um com-
posto derivado do metabolismo secundário liquênico e de-

sempenha importante papel biológico, conferindo aos
liquens proteção contra microrganismos invasores, raios
UV e ressecamento (Cocchietto et al., 2002). Este deriva-
do liquênico apresenta-se, na forma cristalina, com colora-
ção levemente amarelada e existe na natureza em duas for-
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mas enantioméricas: (+) e (-)-ácido úsnico, dependendo da
posição do grupo metila do carbono quiral 9b
(Ingólfsdóttir, 2002). O ácido úsnico é praticamente inso-
lúvel em água (0,01 g/100 mL a 25 ºC, Merck Index, 1995)
e solúvel em solventes orgânicos, tais como:
dimetilsulfóxido, acetona, clorofórmio, metanol, acetato de
etila e diclorometano (Ingólfsdóttir, 2002). O ácido úsnico
apresenta atividade antimicrobiana (Lauterwein et al.,
1995), em particular contra Streptococcus mutans, agen-
te etiológico de cáries e periodontites (Grasso et al., 1989).

O ácido úsnico, como agente antimicrobiano, é cons-
tituinte de diversas preparações farmacêuticas, tais como:
dentifrício (Grasso et al., 1989), colutório (Ferrarri et al.,
1988; Ghione et al., 1988; Lodetti et al., 2000), óvulos
vaginais (Scirpa et al., 1999), antitranspirante e desodoran-
te (Clothier et al., 2002; Elliott et al., 2005); em cápsulas
como suplemento dietético - LipoKinetix® (Neef et al.,
2004), atualmente fora do mercado devido à
hepatoxicidade; em microesferas (Ribeiro-Costa et al.,
2004) e nanocápsulas (Santos et al., 2005) como
antineoplásico.

Métodos de doseamento do ácido úsnico utilizando
cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) com
detecção UV são descritos para doseamento de matéria-
prima e produtos farmacêuticos – cápsulas, comprimidos
e preparações líquidas (Ji, Khan, 2005), microesferas e
nanocápsulas (Ribeiro-Costa et al., 2004; Santos et al.,
2005) e em plasma (Venkataramana, Krishna, 1992).

Apesar das vantagens indiscutíveis na utilização da
técnica cromatográfica CLAE, esta apresenta algumas li-
mitações como o alto custo da instrumentação e da opera-
ção, tempo relativamente longo de análise e ainda a neces-
sidade de experiência no manuseio do equipamento e tra-

tamento de amostras. A análise do teor de ativos utilizan-
do espectroscopia com detecção em ultravioleta (UV) é
menos onerosa, mais facilmente exeqüível no controle de
qualidade de matéria-prima e produtos farmacêuticos, além
de estudos de cinética de liberação de fármacos.

A quantificação do ácido úsnico como matéria-prima
e em produtos farmacêuticos carece do desenvolvimento e
validação de um método analítico, utilizando espectroscopia
UV para controle de qualidade, o qual possa ser perfeita-
mente adaptado à rotina de análises de matéria-prima e
produto acabado.

Neste cenário, o objetivo do presente estudo é desen-
volver e validar um método analítico para quantificar o
ácido úsnico como matéria-prima e em formas farmacêu-
ticas através de espectrofotometria UV. A aplicação do
método foi efetuada no doseamento do ácido úsnico em
formas lipossomais.

MATERIAL E MÉTODOS

Reagentes e amostras

Fosfatidilcolina de soja (SjPC) (Epikuron® 200,
98%) foi obtida da Lucas Meyer (Hamburgo, Alemanha).
Colesterol, estearilamina e (+)-ácido úsnico (com grau de
pureza de 98%) foram adquiridos na Sigma-Aldrich (St.
Louis, EUA). Acetonitrila, clorofórmio, metanol e fosfato
monobásico de potássio foram fornecidos pela Merck
(Darmstadt, Alemanha). Os lipossomas contendo ácido
úsnico foram produzidos com fosfatidilcolina, colesterol e
estearilamina pelo método de hidratação do filme lipídico,
seguido de sonicação (Lasic, 1993). Todas as análises
quantitativas de doseamento do ácido úsnico foram reali-
zadas em espectrofotômetro UV-Vis Ultrospec® 3000 Pro
(Amersham Pharmacia Biotech), utilizando células de
quartzo de 10 mm de caminho óptico.

Desenvolvimento de método analítico
espectrofotométrico

O comprimento de onda de maior absorbância do
ácido úsnico foi determinado em espectrofotômetro UV-Vis
entre os comprimentos de onda de 225 e 400 nm de dilui-
ção adequada da solução estoque padrão em metanol.

Solução padrão de ácido úsnico

A solução estoque padrão foi obtida pesando exata-
mente cerca de 20 mg de ácido úsnico, que foram
transferidas para balão volumétrico de 50 mL e
solubilizado em mistura de acetonitrila e metanol 1:5,25

FIGURA 1 – Estrutura química do ácido úsnico
(C18H16O7).
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(8 mL de acetonitrila e 42 mL de metanol), e então, subme-
tida à sonicação por 5 minutos. Esta solução foi aquecida
em banho-maria a 37 ºC até completa solubilização do áci-
do úsnico durante 5 minutos. Por fim, após resfriamento da
solução à temperatura ambiente, o volume foi completado
com metanol. A concentração final de ácido úsnico foi de
0,4 mg.mL-1. Diluições apropriadas da solução estoque
padrão foram efetuadas com metanol para execução do
estudo de validação.

Preparação da amostra de ácido úsnico na forma
lipossomal

Para determinação do ácido úsnico transferiu-se
alíquota da forma lipossomal equivalente a 60 mg do
analito para balão volumétrico de 5 mL. Em seguida, adi-
cionou-se à amostra 40 mL de metanol e 40 mL de cloro-
fórmio. A solução foi submetida à sonicação por 5 minutos
para romper a estrutura lamelar dos lipossomas e liberar o
conteúdo em ácido úsnico encapsulado. Por fim, o volume
da solução foi completado com metanol. A concentração
teórica de ácido úsnico, na amostra, foi de 12 mg mL-1. As
amostras foram filtradas através de membranas de celulose
de poros de 0,45 mm (Millipore, EUA). Os ensaios de
doseamento foram realizados em triplicata.

Validação do método analítico

A validação de um método analítico é definida como
o processo pelo qual é estabelecida, por estudos
laboratoriais, que as características de eficiência do método
correspondem aos requerimentos necessários à aplicação
analítica desejada (Pérez-Lozano et al., 2004). Os
parâmetros de validação linearidade, precisão, exatidão,
robustez, limite de detecção (LD) e limite de quantificação
(LQ) foram avaliados segundo os critérios preconizados
pela Conferência Internacional de Padronização de Reque-
rimentos Técnicos para Registro de Produtos Farmacêuti-
cos de Uso Humano (International Conference on
Harmonisation–ICH of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use, ICH,
2005) e pela Farmacopéia Americana (USP, 2003).

Linearidade

A linearidade foi estabelecida pela média de nove
curvas padrão autênticas, as quais foram obtidas em sete
níveis de concentrações diferentes de ácido úsnico: 3, 5, 6,
8, 10, 12 e 15 mg.mL-1. A faixa de variação da concentra-
ção corresponde de 30 a 150% da concentração teste. Cada
concentração foi determinada em triplicata para cada cur-

va padrão (n = 27). A linearidade foi avaliada através de
análise de regressão linear, utilizando ajuste dos dados pelo
método dos mínimos quadrados. Para avaliar numerica-
mente a qualidade do ajuste do modelo, utilizou-se a aná-
lise de variância (ANOVA) com teste unilateral, p < 0,05.

Precisão

Para o estudo de precisão foi utilizada a concentração
de 10 mg.mL-1 do ácido úsnico (concentração teste) determi-
nada em soluções diferentes (n = 6). As análises foram rea-
lizadas em dois dias diferentes, por dois analistas diferentes.
As médias dos resultados obtidos foram avaliadas pelo
teste t de Student (teste bilateral, p < 0,05).

Exatidão

A exatidão foi avaliada pelo método de recuperação
do analito adicionado em quantidades conhecidas à formu-
lação lipossomal placebo em três concentrações diferentes:
5, 10 e 15 mg.mL-1, correspondendo, respectivamente, a
50, 100 e 150% da concentração teste. Todas as amostras
x 150% foram preparadas em triplicata (n=9). O coefici-
ente de variação e a porcentagem de recuperação foram uti-
lizados para avaliar a exatidão definida como:

Exatidão = (concentração experimental obtida/con-
centração teórica) x 100

Robustez

A robustez do método proposto foi verificada pela
variação de temperatura de análise (4 ºC e 25 ºC) e
pela mudança de fabricante do metanol (Merck e
OmniSolv – EMDTM). A concentração de 10 mg.mL-1 de
ácido úsnico foi determinada em seis ensaios diferentes. A
avaliação da robustez foi realizada pela análise dos coefi-
cientes de variação entre as médias obtidas, utilizando o
teste t de Student (teste bilateral, p < 0,05).

Limite de Detecção (LD) e Limite de Quantificação (LQ)

Os limites de detecção (a) e quantificação (b) foram
determinados, matematicamente, a partir da curva analítica
resultante da média das três curvas analíticas. O cálculo
para determinar os valores correspondentes ao LD e LQ,
baseia-se no desvio padrão do residual da linha de regres-
são e sua relação com a inclinação da reta (coeficiente
angular) na curva analítica, seguindo as relações:

LD = (D.P./I) x 3,3 (a)
LQ = (D.P./I) x 10,0 (b)
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Onde,
D.P.: desvio padrão do intercepto com relação ao eixo dos Y;
I: valor da inclinação da curva analítica.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Desenvolvimento do método analítico

O espectro de varredura do ácido úsnico em metanol
revelou absorbância máxima no comprimento de onda de
280 nm (Figura 2), resultado este de acordo com relatos
prévios (Takani et al., 2002).

Linearidade

Os dados da curva analítica, resultante da média de
nove curvas padrão, foram ajustados por análise de regres-
são linear (Tabela I), cuja equação da reta é dada por:
Absorbância=0,070 x [AU] (µg.mL-1) + 0,013. O coefici-
ente de correlação foi de 0,9997, significando que 99,97 %
da variação total em torno da média é explicada pela regres-
são linear, com os resíduos (erro) de apenas 0,03 %.

O teste unilateral de análise de variância (ANOVA)
avaliou a qualidade do ajuste do modelo linear. A análise
dos dados da linearidade demonstrou ser a regressão alta-
mente significativa, bem como não foi evidenciada a falta
de ajuste do modelo, uma vez que, os valores de F calcula-
dos foram menores do que os valores de F críticos no nível
de 95% de confiança (Tabela II). Portanto, o método ana-
lítico desenvolvido possui faixa de linearidade entre as
concentrações de ácido úsnico de 3 e 15 mg.mL-1.

Precisão

A precisão foi avaliada pelos estudos de repeti-
bilidade e precisão intermediária. A repetibilidade revelou
coeficiente de variância de 1,96 %, portanto, menor do que
o valor máximo exigido de 5 % (Tabela III). A precisão in-
termediária, que avalia a variação de ensaios realizados em
dias e com analistas diferentes, mostrou valor de desvio
padrão relativo de 1,89 %. Através do teste t de Student foi
avaliada a possível existência de diferença estatisticamente
significativa entre as médias obtidas para os ensaios reali-
zados em dias diferentes e com analistas diferentes. Como
pode ser observado na Tabela IV, em todos os casos o t

TABELA II – Análise de variância para linearidade do método de doseamento do ácido úsnico em espectroscopia UV

Fonte de Variação Soma Quadrática Graus de Liberdade Média Quadrática Valores de F
Fcalculado Fcrítico

Regressão 4,796892 1 4,796892 10.015,42 4,00a

Resíduos 0,029216 61 0,000478
Falta de ajuste 0,003645 5 0,000729 1,60 2,37b

Erro puro 0,025571 56 0,000456
Total 4,826108 62
aValor teórico de F(1, 61) baseado no teste ANOVA unilateral (p < 0,05).
bValor teórico de F(5, 56) baseado no teste ANOVA unilateral (p < 0,05).

FIGURA 2 – Espectro de varredura do ácido úsnico
(λmáx 280 nm) em metanol.

TABELA I – Curva analítica do ácido úsnico

Concentração de Valor médio de Concentração
ácido úsnico absorbância calculada de
(µg.mL-1) (± D.P.)* ácido úsnico

(± D.P.)*
3 0,219 ± 0,008  2,95 ± 0,11
5 0,369 ± 0,015  5,08 ± 0,21
6 0,438 ± 0,019  6,07 ± 0,26
8 0,578 ± 0,029  8,07 ± 0,41
10 0,734 ± 0,015 10,29 ± 0,21
12 0,855 ± 0,020 12,02 ± 0,29
15 1,069 ± 0,033 15,08 ± 0,46
*D.P. = desvio padrão, n = 27.
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calculado foi sempre menor do que o t crítico, demonstran-
do não existir diferença estatisticamente significativa entre
as médias, ou seja, os resultados obtidos expressam o mes-
mo valor (p < 0,05).

Exatidão

A exatidão foi verificada para três níveis de concen-
tração: baixa, média e alta. Os dados experimentais obti-
dos revelaram média de recuperação do analito de 100,4 %
(100,3-100,8%) e que o maior coeficiente de variação foi
de cerca de 3,41 % (Tabela V). Os resultados do estudo de
exatidão demonstram que pequenas variações da concen-
tração de ácido úsnico, podem ser prontamente quanti-
ficadas pelo método, bem como não há interferência dos
excipientes da forma lipossomal no doseamento do produto
final, portanto, o método analítico desenvolvido é suficien-
temente exato.

Robustez

A variação da temperatura de análise não afetou a
absorbância do ácido úsnico. As concentrações médias
obtidas para as análises de soluções acondicionadas nas

temperaturas de 4 ºC e 25 ºC foram de 10,18
(± 0,17) µg.mL-1 e 10,17 (± 0,16) µg.mL-1, respectivamen-
te. A mudança da fonte fornecedora do metanol resultou em
concentrações médias de 9,97 (± 0,18) µg.mL-1 para o tipo
A e 10 (± 0,17) µg.mL-1 para o tipo B. Entre todos os resul-
tados experimentais o valor máximo do coeficiente de va-
riação encontrado foi 1,77 %. De acordo com o teste t de
Student (Tabela VI) não há diferença estatisticamente sig-
nificativa entre os resultados obtidos, quando da alteração
na temperatura de análise ou na fonte fornecedora do
solvente durante as análises realizadas, ou seja, no nível de
95 % de confiança as variações dos parâmetros analisados
não influenciam a quantificação do ácido úsnico.

Limites de Detecção (LD) e Quantificação (LQ)

O método demonstrou ser sensível a pequenas con-
centrações tendo como valor de LQ 1,13 µg.mL-1, o qual

TABELA V – Resultados da exatidão para três níveis de concentrações diferentes de ácido úsnico

Concentração de ácido úsnico (µg.mL-1) Dados estatísticos
Teórica Experimental Média D.P. C.V. (%)
5 04,90 04,93 05,21 05,01 0,17 3,41
10 09,93 10,12 10,20 10,08 0,14 1,38
15 15,07 14,74 15,24 15,02 0,25 1,69
*D.P. = desvio padrão; C.V.= coeficiente de variação.

TABELA IV – Dados estatísticos do teste t de Student para
a precisão intermediária do método de dosagem do ácido
úsnico em espectroscopia UV

Valores de t
tcalculado tcrítico

Inter-dia Intra-dia t10
Dia 1 Dia 2 Analista A Analista B

1,11 0,60 1,56 0,22 2,23a

avalor tabelado de t (teste bilateral, p < 0,05).

TABELA III – Resultados do estudo de repetibilidade do
método de dosagem do ácido úsnico em espectroscopia UV

Dados Estatísticos Absorbância Concentração
(280 nm) (µg.mL-1)

0,722 10,12
0,707 9,91
0,721 10,11
0,713 10,00
0,740 10,38
0,741 10,40

Média 0,724 10,15
D.P. 0,014 0,200
C.V. (%) 1,92 1,96
*D.P. = desvio padrão; C.V.= coeficiente de variação.

TABELA VI – Teste t de Student aplicado aos parâmetros
analisados para robustez do método de dosagem do ácido
úsnico em espectroscopia UV

Valores de t
tcalculado tcrítico

Temperaturas Fabricantes t10
4 ºC e 25 ºC A e B
0,15 0,30 2,23a

avalor teórico (teste bilateral, p < 0,05).
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corresponde a 11 % da concentração teste. No entanto o LD
encontrado foi de 0,34 µg.mL-1, concentração esta equiva-
lente a apenas 3,4 % da concentração teste.

Aplicação do Método: Doseamento de Ácido Úsnico
em Formas Lipossomais

O doseamento do ácido úsnico em lipossomas foi de
96,8% (± 0,2). Ao comparar os resultados obtidos com mé-
todos analíticos para determinação de ácido úsnico por
CLAE, o método espectrofotométrico proposto apresenta
capacidade similar de determinar o analito em questão, uma
vez que a faixa de linearidade do método desenvolvido,
pode ser considerada equivalente àquela dos métodos
CLAE, utilizados para microesferas (1-10 µg.mL-1) (Ribei-
ro-Costa et al., 2004) e nanocápsulas (2-20 µg.mL-1)
(Santos et al., 2005). Além disso, outro método CLAE as-
sociado a detector UV com arranjo de diodos para dosea-
mento do ácido úsnico em matéria-prima e produtos acaba-
dos, apresentou resposta linear entre 1,4 e 570 µg.mL-1 e
um limite de detecção de 0,4 µg.mL-1 (Ji, Khan, 2005),
valor este próximo do limite de detecção encontrado no pre-
sente trabalho (LD = 0,34 µg.mL-1).

CONCLUSÃO

Um método analítico espectrofotométrico foi propos-
to e validado para doseamento do ácido úsnico em 280 nm,
demonstrando ser simples, rápido, preciso, exato e
reprodutível. A análise de variância foi utilizada como fer-
ramenta para análise da linearidade, precisão e exatidão do
método. O método foi aplicado para quantificar o ácido
úsnico encapsulado em formas lipossomais, após
desestruturação dos lipossomas com solvente, sem interfe-
rência dos constituintes da formulação. O método analíti-
co espectrofotométrico-UV constitui, portanto, uma ferra-
menta alternativa, útil, de baixo custo e fácil execução na
rotina de controle de qualidade do ácido úsnico como ma-
téria-prima e em formas farmacêuticas tais como
lipossomas.

ABSTRACT

Validation of a UV-spectrophotometric analytical
method for the determination of usnic acid in

liposomes

The secondary lichen metabolite usnic acid [2,6-diacetyl-
7,9-dihydroxy-8,9b-dimethyl-1,3(2H,9bH)-dibenzofuran]
has demonstrated pharmacological potential activities
such as antitumor, antimicrobial, antiviral,

antiproliferative, and anti-inflammatory. Liposomes are
vesicles composed of phospholipid bilayers surrounding
aqueous compartments and they have been used as
colloidal drug carriers. The aim of this study was to
develop and validate a quantitative UV
spectrophotometric method for determination of usnic
acid in liposomal formulations. The validation parameters
were assessed according to The International Conference
on Harmonization (ICH) and American Pharmacopoeia
guidelines. The linearity range was of 3-15 µg.mL-1,
regression equation: absorbance = 0.070 x UA
concentration (µg.mL-1) + 0.013, and r = 0.9997. The
repeatability (relative standard deviation) of the method
was 1.96% and intermediate precision indicated that the
difference among mean was statistically insignificant (P
< 0.05). The accuracy revealed a mean percentage
recovery of 100.4% of usnic acid. The method was robust
for the variation of temperature and solvent. The detection
and quantization limits were found to be 0.34 and 1.13
µg.mL-1, respectively. The content of usnic acid in
liposomes was of 96.8% (± 0.2). The proposed method is
accurate, precise and reproducible for estimation of usnic
acid as raw material and in pharmaceutical dosage forms
such as liposomes.

UNITERMS: Usnic acid/determination. Liposomes.
Ultraviolet Spectrophotometry. Quantitative analysis/
method’s validation.
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