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RESUMO

Os procedimentos analiticos que empregam a espectroscopia molecular
baseiam-se na medida da radiagcdo absorvida ou produzida pela substancia de
interesse. Os métodos espectroscopicos sdo amplamente utilizados para
determinacdo qualitativa e quantitativa de diferentes analitos em diversos tipos de
amostras. A espectrofotometria de absor¢cdo no ultravioleta-visivel (UV-vis) € uma
técnica analitica reconhecida por apresentar vantagens como rapidez, baixo custo
operacional e producdo de resultados confiaveis e de simples interpretacdo. Neste
trabalho propomos a otimizacdo de procedimentos analiticos para a determinacéo de
clotrimazol e diclofenaco em amostras farmacéuticas. Depois de otimizado o
solvente, obteve-se uma curva analitica com faixa linear de concentracdo de
clotrimazol variando entre 2,95x10° a 5,90x10 mol L. Um limite de deteccdo de
5,33x107 mol L™ e limite de quantificacdo de 1,00x10™ mol L™ foram obtidos. As
recuperacgoes do clotrimazol nas amostras analisadas variaram entre 91,8 A 100%.
Para a determinacéo de diclofenaco, o procedimento apresentou uma curva analitica
com faixa de concentracdo linear variando entre 3,9x10° a 3,9x10®° mol L™ Um
limite de deteccdo de 1,60x10”7 mol L™ foi obtido. Um limite de quantificacdo de
5,33x107 mol L™ foi obtidos nas condicbes otimizadas. As recuperacdes de
diclofenaco nas amostras analisadas foram superiores a 115%. O tratamento dos
espectros obtidos (espectrofotometria derivativa) possibilitou o emprego do

procedimento, pois possibilitaram recuperacdes de diclofenaco entre 97,2 a 106%.

Palavras chaves: clotrimazol, diclofenaco, espectrofotometria, cremes, comprimidos.



ABSTRCT
Analytical procedures employing molecular spectroscopy are based on the
measurement of radiation absorbed or generated by the substance of interest.
Spectroscopic methods are widely used for qualitative and quantitative determination
of different analytes in different samples. The molecular absorption
spectrophotometry in the ultraviolet-visible (UV-vis) is an analytical method
recognized for its advantages such as speed, low operating costs and produce
reliable results and simple interpretation. In this work the optimization of analytical
methods for the determination of clotrimazole and sodium diclofenac in
pharmaceutical samples. After the optimized solvent afforded an analytical curve with
a linear range of concentration ranging between clotrimazole 2.95 x10™ to 5.90 x 10
mol L™ *. A detection limit 5.33x10”" mol L™ and quantitation limit of 1.00 x 10° mol L™
were obtained. The recoveries of clotrimazole in the studied samples ranged from
91.8 to 100%. For the determination of sodium diclofenac, the procedure presented
an analytical curve with a linear range of concentration between 3.9x10°® to 3.9x10°
mol L™. A detection limit of 1.60 x10”" mol L™ was obtained. A limit of quantification of
5.33x10" mol L * was obtained in optimized conditions . The recoveries of diclofenac
in the samples were higher than 115 %. The treatment of the spectra (derivative
spectrophotometry) allowed the use of the procedure , enabling us diclofenac

recoveries between 97.2 to 106 % .

Keywords: clotrimazole, diclofenac, spectrophotometry, cream, tablets.



1 INTRODUCAO

1.1 Fundamentos da espectrofotometria

Qualquer técnica que utilize luz para medir concentracbes de espécies
guimicas pode ser chamada de espectrofotometria[l]. O principio da técnica
comecgou com a observacao do espectro solar feita por Sir Isaac Newton em 1672.
No experimento de Newton, os raios do sol passaram por uma pequena abertura
para dentro de uma sala escura, na qual encontraram um prisma e se dispersaram
nas cores do espectro[2]. Entre 1859 e 1860, juntamente com Bunsen, Kirchhoff
observou que diferentes elementos poderiam produzir diferentes cores de chamas e
gerar espectros que exibiam diferentes bandas coloridas ou linhas[2]. Ambos s&o
considerados os descobridores do uso da espectroscopia para andlise quimica
incluindo para a descoberta de novos elementos.

Os métodos espectroscopicos de analises baseiam-se na medida da
radiacdo emitida ou absorvida pela espécie de interesse, sendo estes classificados
de acordo com a regido espectral envolvida na medida. As intera¢des da luz com a
matéria sdo amplamente empregadas para obter informacdes sobre uma amostra.
De alguma forma, o analito € geralmente excitado aplicando-se energia na forma de
calor, energia elétrica, luz, particulas ou por uma reacédo quimica[2]. A excitacdo dos
elétrons provocada pelo estimulo aplicado sob a amostra pode ou ndo proporcionar
a emissao de luz através de transicdes eletrbnicas. A espectroscopia eletronica (UV-
Vis) baseia-se em transicdes eletronicas intra-atbmicas ou moleculares,
responsaveis pela absorcao de radiacédo luminosa na regiao do ultravioleta (200-400

nm) e no visivel (400-800 nm)[1].



Dentre as técnicas analiticas que utilizam a interacdo da matéria com a luz
destaca-se a técnica espectrofotométrica na regido do ultravioleta (UV), amplamente
aplicada na quantificacdo de principios ativos em diversos produtos farmacéuticos,
uma vez que cumpre requisitos indispensaveis na rotina laboratorial como rapidez,
baixo custo operacional e elevada confiabilidade de resultados[3]. Os procedimentos
envolvem medidas diretas de espécies que absorvem radiacdo, medidas apos
derivagdo quimica e acoplamento a diversas técnicas ou processos, cOmo
cromatografia, eletroforese e andlises em fluxo[4]. Os procedimentos
espectrofotométricos sdo empregados para determinar a concentracdo das
substancias em condi¢cdes bem definidas, por meio da razdo entre a radiagcéo
incidente e a radiacéo transmitida. A radiagdo absorvida pela amostra é comparada
com a radiacdo absorvida por uma substancia com concentragdo conhecida. As
determinacdes espectrofotométricas estdo fundamentadas na lei de Lambert-Beer.
Para medidas de absorcéo de radiagcdo em determinado comprimento de onda, tem-
se: A= log(lo/l) = exbxc, onde A é a absorbancia, |, é a intensidade da radiacdo
monocromatica que incide na amostra e | é a intensidade da radiacdo que emerge
da amostra. A absortividade molar (¢) € uma grandeza caracteristica da espécie
absorvente, cuja magnitude depende do comprimento de onda da radiagao incidente
e do tipo de solvente empregado na obtencdo da medida. O termo ¢ é a
concentracdo da espécie absorvente e b, a distancia percorrida pelo feixe através
da amostra[4].

Um espectrometro Optico € um instrumento que possui um sistema oOptico
gue dispersa a radiacao eletromagnética incidente originada de uma fonte, e permite
a medida da quantidade de radiacéo transmitida em determinados comprimentos de

onda da faixa espectral selecionados. Um fotdmetro € um equipamento que mede a



intensidade da radiagdo transmitida ou uma funcdo desta quantidade. Quando
combinados em um espectrofotdmetro, o espectrometro e o fotdbmetro produzem um
sinal que corresponde a diferenca entre a radiacdo transmitida por um material de
referéncia e a radiacdo transmitida por uma amostra em comprimentos de onda
selecionados[5]. Muitos instrumentos espectroscopicos para uso nas regides do
UV/visivel e IV apresentam cinco componentes: (1) uma fonte estavel de energia
radiante; (2) um seletor de comprimento de onda que isola uma regido limitada do
espectro para a medida; (3) um ou mais recipientes para a amostra; (4) um detector
de radiacdo transmitida, o qual converte a energia radiante para um sinal elétrico
mensuravel; e (5) uma unidade de processamento e de leitura do sinal, geralmente
constituida por um circuito eletrdnico e, nos instrumentos modernos, por um
computador[6]. Os espectrofotdmetros podem ser de feixe simples ou de feixe duplo.
Em um espectrofotdmetro de feixe simples a radiacdo proveniente de uma fonte é
separada em pequenos intervalos de comprimento de onda por um
monocromador[1], passando através de uma amostra e sendo medida através de
um detector. Neste tipo de equipamento a amostra e a referéncia tém que ser
colocadas alternadamente no caminho do Unico feixe de radiacdo[l].
Consequentemente, este instrumento ndo é adequado para medidas que exigem o
controle de tempo. No entanto, em um espectrofotdmetro de feixe duplo, em que a
radiacdo, direcionada por um espelho rotatério (o alternador de feixe), passa
alternadamente através da amostra e da referéncia[l] medindo a energia radiante e
a intensidade da energia radiante respectivamente. Essa comparacédo frequente
permite a corre¢cdo automatica para as variacdes na intensidade da fonte e na

resposta do detector com o tempo e com o valor do comprimento de onda.



Um dos problemas relacionados a determinacao simultanea de substancias
utilizando a espectrofotometria Uv-vis é sobreposicdo das bandas (overlapping).
Este fenbmeno ocorre quando se obtém o espectro de absor¢do de uma mistura de
substancias que apresentam absor¢cdo em regides do espectro muito proximas. Este
problema é encontrado frequentemente na determinacdo de principios ativos em
produtos farmacéuticos. Problemas de sobreposicdo espectrais de mais de um
componente requerem metodologias alternativas e simultdneas a espectrofotometria
UV-Vis, como por exemplo, a espectrofotometria de derivadas.

A espectrofotometria derivativa € uma ferramenta analitica que auxilia na
resolucado de problemas de sobreposicdo de espectros de absorcédo por meio da
derivatizacao dos espectros de ordem zero, permitindo resolver diferentes espectros
sobrepostos contornando interferéncias de sinais sobrepostos[7]. A derivatizacao do
espectro de ordem zero ndo aumenta o contetdo de referéncia. Os componentes
sao melhor individualizados por meio da supressdo de bandas muito largas, realce
de bandas mais estreitas e melhor resolucdo de pequenas caracteristicas espectrais
(ombros)[7]. A raz&o entre a variagdo da absorbancia (dA) versus variagdo do
comprimento de onda (dA) representa a derivada de primeira ordem. O ponto de
anulacdo da derivada de primeira ordem € observado no comprimento de onda onde
ocorre a maxima absorbancia do espectro de ordem zero. No entanto, o ponto de
inflexdo da banda de absorcdo do espectro de ordem zero pode ser obtido através
do ponto maximo e minimo da variagdo da absorbancia nos comprimentos de ondas
das bandas positiva e negativa da primeira derivada como demonstrado nas figuras

D e DD.



Figura 1. Espectros de ordem zero, primeira derivada, segunda derivada, terceira derivada, quarta
derivada. Ponto de anulacéo da primeira, segunda, terceira e quarta derivada. Ponto de inflexao do
espectro de absorcéo de ordem zero e de suas respectivas derivadas.
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1.2 Diclofenaco de sédio (DCF)

O diclofenaco, 2-[(2,6-diclorofenil)lamino]benzenoacetato de sodio possui
féormula molecular Ci14H10Cl,NaNO, como apresentado na Figura 2 e massa

molecular de 318,13 g mol™.

Figura 2. Estrutura do diclofenaco de sédio.

"O0C
Cl

Na' NH

Cl

E um pd cristalino branco ou levemente amarelado, ligeiramente
higroscopico com intervalo de fusdo entre 295 a 300°C. Pode ser identificado
através de testes utilizando espectro de absorcdo no infravermelho, espectro de
absorcao no ultravioleta na faixa de 200 a 350 nm, de solugédo a 0,001% (p/v) em
hidréxido de potassio 0,1 mol L™, exibindo maximos em 218 e 275 nm, e também
através de cromatografia em camada delgada. Segundo Santos et al. [8], o
diclofenaco esta entre os anti-inflamatérios nédo-esteroidais (AINES) mais utilizados
no mundo. E um farmaco instavel em meio acido, tendo seu uso limitado pela alta
incidéncia de efeitos indesejaveis sobre o trato gastrintestinal. O diclofenaco de
soédio € um anti-inflamatério ndo-esteréide, pertencente a um diversificado grupo de
farmacos que apresentam acao analgésica, anti-inflamatoria e antitérmica. Sua acéo

estd baseada na inibicdo da atividade de subtipos da ciclo-oxigenase, impedindo



assim a sintese de eicosanoides pela via metabdlica da cascata do &acido
araquiddnico. As eicosanoides exercem um complexo controle sobre diversos
sistemas do organismo humano, especialmente na inflamacgéo, imunidade, e como
mensageiros do sistema nervoso central. E uma substancia indicada no tratamento
de dor reumatica das articulacbes (atrite), dor nas costas, ombro congelado,
cotovelo de tenista e outros tipos de reumatismo, crises de gota, entorses,
distensdes e outras lesbes, dor e inchaco pds-cirargico, condigbes inflamatorias
dolorosas em ginecologia, incluindo periodos menstruais, infec¢cées de ouvido, nariz

e garganta.

1.3 Clotrimazol (CLT)

O clotrimazol, 1-(o-cloro-a,a-difenilbenzil)imidazol, € um derivado de
imidazol e apresenta formula quimica C,,H;7CIN,. Sua férmula estrutural €

apresentada na Figura 3 e seu ponto de fusdo ocorre entre147-149 °C.

Figura 3 Estrutura do clotrimazol

n
Cl

O clotrimazol é um farmaco indicado no tratamento de infec¢des fangicas
(micoses) da pele causadas por dermatofitos (fungos que em vida parasitaria vivem
a custa da queratina da pele, pélos e unhas), leveduras e outros microorganismos,

como Malassezia furfu e infeccOes da pele causadas por Corynebacterium



minutissimum. Estas infec¢cbes podem ocorrer como: micoses dos pés (pé de atleta
ou frieira), entre os dedos das médos ou dos pés, no sulco da base da unha
(paroniquia), também em combinacdo com micoses das unhas; micoses da pele e
suas pregas, candidiase superficial, pitriase versicolor (pano branco ou micose de
praia), infeccbes com Corynebacterium minutissimum (eritrasma), dermatite
seborréica com envolvimento dos microorganismos citados; infeccdes dos 6rgaos
genitais externos da mulher e areas proximas causadas por leveduras (vulvite por
Candida) e inflamacfes da glande e prepucio do pénis, causadas por leveduras

(balanite por Candida)[8].

1.4 Procedimentos analiticos para a determinacdo de clotrimazol e

diclofenaco de s6dio em amostras farmacéuticas

Devido a grande quantidade e ampla utilizacdo destas substancias em
diferentes produtos farmacéuticos sao descritos na literatura diversos
procedimentos analiticos para a determinacdo deste analitos nestas amostras. As
principais metodologias analiticas sdo a cromatografia (liquida e gasosa) e métodos
eletroanaliticos.

A 5% edicdo da Farmacopéia Brasileira apresenta os procedimentos
validados para doseamento de diversos farmacos[9]. Porém, procedimentos de
doseamento do clotrimazol em formulacdes farmacéuticas nao estdo descritos neste
documento. A Farmacopéia Japonesa descreve o procedimento para o doseamento
do clotrimazol utilizando a titulacdo de uma solucéo de amostra dissolvida em acido
acético, com uma solucéao padronizada de acido perclérico e ponto final detectado

visualmente[10].



Os procedimentos de doseamento referentes ao diclofenaco sédo descritos
na Farmacopéia Brasileira[9] e na Farmacopéia Japonesa[l0]. Segundo a
Farmacopéia Brasileira, a matéria prima do diclofenaco de potassio pode ser
doseada empregando titulacdo em meio ndo aquoso (acido acético glacial) e titulada
com acido perclérico. A cromatografia liquida de alta eficiéncia também é descrita
para determinagéo de diclofenaco. Para este procedimento a fase movel utilizada é
uma mistura de Tampéao fosfato pH 2,5 e metanol (30:70) e o diluente uma mistura
de agua e metanol (30:70). Neste caso, o cromatdgrafo deve estar acoplado a um
detector ultravioleta. Em comprimidos, o diclofenaco de potassio pode ser
determinado utilizando a espectrofotometria de absor¢do no ultravioleta e também
através de cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a um detector
ultravioleta conforme foi descrito para o doseamento da matéria prima.

Segundo a Farmacopéia Japonesa[l0], o diclofenaco de sédio pode ser
determinado empregando-se a precipitacdo do diclofenaco em meio 4cido seguida
da extragcdo em cloroférmio. A solucdo resultante é titulada com uma solucdo
etanodlica de KOH seguida da deteccao utilizando um eletrodo de vidro.

Na Tabela 1 estdo descritos procedimentos analiticos para a determinagéo
de clotrimazol em diferentes produtos farmacéuticos (creme, comprimidos, solucéo
e spray). Na Tabela 2 estado descritos alguns procedimentos para a determinacédo de
diclofenaco de s6dio em amostras farmacéuticas. Em ambos os casos, verifica-se
procedimentos analiticos que necessitam de preparo de amostras ou derivatizacao

do analito.
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Tabela 1. Procedimentos descritos para a determinacdo de clotrimazol em produtos farmacéuticos

. ) o Limite de Preparo de
Método Tipo de amostras Faixa linear Recuperacao Ref.
deteccgéo Amostras
99,83 % - Solubilizagéo
CLAE 5 4
i 5 3 1 2.89x10” mol L com solvente
Farmaco 6,75x10™ a 2,53x10™ mol L [11]
) o para CLAE extrator da fase m
CCD - densitométricos )
99,55% - Filtracéo
. i - Solubilizagéo
CLAE com deteccédo UV Farmaco n.e. 99,12% n.e. o [12]
em acetonitrila
Cromatografia - Solubilizacéo
eletrocinética micelar 98,3% para CEM em metanol
(CEM) Farmaco 1,16x10° a 7,54x10™ mol L™ 1,45x10° mol L™ | - Centrifugacéo [13]
e 102,8% para CLAE - Filtrac&o do
CLAE sobrenadante

- Extragdo com
solvente organico

] - Evaporacéo do
Polarografia com pulso

_ _ Farmaco 2,89x10® a 2,00x10™ mol L™ 96,3 a 104% 7,54x10° mol L™ | solvente organico [14]
diferencial o
- Diluicdo em
metanol
- Centrifugacéo
Espectrofotométrico Farmaco 1,45x10° a 2,89x10 mol L™ > 99,5% n.e. n.e. [15]

CLAE = Cromatografia a liquido de alta eficiéncia; CCD = Cromatografia em camada delgada; CEM = Cromatografia eletrocinética micelar; n.e. = Néo
encontrado; Ref. = Referéncia.



Tabela 2. Procedimentos descritos para a determinagéo de diclofenaco em produtos farmacéuticos
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Método Tipo de amostras Faixa linear Recuperacao Limite de deteccdo Preparo de Ref.
Amostras
- Solubilizag&o
Espectrofotometria UV (PLS) 0,4 ymol L™ em metanol/agua
Farmaco 4x10° a 2x10™° mol L™ > 95% - Banho de [16]
CLAE 4x10" mol.L™* ultrasom
CL-ESI-Detector de massa
cL 4,39x10° a 1,11x10° mol L' - Filtrago
Efluente de esgoto ' 1 62a81% 6,08x10° mol L™ & [17]
CLAE
Espectrdmetro de massa
- Pulverizacéo
6 4 ) - Solubilizag&o
Espectrofotometria UV-Vis Farmaco 3,38x107a 1’9 1x10™ mol L 100% 1,55x10™* mol.L™ em agua [18]
- Filtracéo
Espectroscopia de . ;
ﬁuorescénpclia . 5 1 2,36x10" mol L™
Farmaco 0a1,69x10™ mol L >99% , ) n.e. [18]
RMN de 'H 1,01x10" mol L
Método potenciométrico com
eletrodo de ion seletivo - Pulverizacéo
- Filtrag&o
Adicao de padréo Farmaco 5,0x10° a 1,0x10 mol L™ > 96,8% 3,2x10° mol L™ - Solubilizag&o [19]
com agua
CLAE deionizada




Tabela 3. Procedimentos descritos para a determinacao de diclofenaco em produtos farmacéuticos (continuagéo)
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Método Tipo de amostras Faixa linear Recuperacao Limite de deteccéo Preparo de Ref.
Amostras
Método potenciométrico com
eletrodo de membrana ion - Pulverizacéo
seletivo - Solubilizagéo
em agua
Adicao de padréo Farmaco 5,0x10” a 5,0x10 mol L™ ~100% 3,2x10° mol L™ - Ajuste da forca [20]
ibnica com KCl
Titulagcao potenciométrica -‘Filtracéo
- Pulverizacéo
- Solubilizag&o
em agua
, - Aquech;nento a
Fotometria de refletancia . 3,0x10" a -3 -1 85°C
difusa Farmaco 5,5x10% mol L™ 2x10 " mol L - Agitac&o por 1 [21]
minuto
-'Filtracéo
- Solubilizag&o
em agua
Espectrofotometria
Espectrofotometria derivativa -3
P Farmaco 3,38x10" a n.e.. 2,36x10° mol.L* n.e. [22]

CLAE

6,08x10% mol L™

CLAE = Cromatografia a liquido de alta eficiéncia; Ref. = Referéncia.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver procedimentos analiticos para determinacdo de diclofenaco de

sodio e de clotrimazol em amostras farmacéuticas.

2.2 Objetivos especificos

Este trabalho tem como objetivos especificos:
* Analisar o efeito de diferentes solventes sobre o espectro de
absorcao do diclofenaco e clotrimazol;
» Validar os procedimentos analiticos propostos.
* Avaliar o emprego da espectrofotometria derivativa para eliminacao

das interferéncias espectrais.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e reagentes

Os reagentes empregados foram de grau analitico. A agua empregada no
decorrer do estudo foi agua destilada. O diclofenaco de sdédio, clotrimazol e
hidroxido de sédio foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich apresentando 98% de
pureza. O etanol utilizado como solvente no preparo das solugdes e utilizado como
branco nas analises foi obtido da VETEC. Os produtos farmacéuticos avaliados
neste trabalho foram obtidos no comércio local na cidade de Dourados-MS.

As solucdes estoque de DCF 3,92x10™* mol L™ e CLT 2,95x10° mol L™
foram obtidas em etanol.

Amostras de quatro laboratérios diferentes contendo CLT foram avaliadas
nos estudos de validagdo do procedimento, sendo todas na forma de creme
contendo 0,1 g de CLT por 100 g do produto farmacéutico. A composi¢ao de cada
produto farmacéutico é dada a sequir:

 Amostra 01. monoestearato de sorbitano, polissorbato 80, palmitato
de cetila, alcool cetoestearilico, octildodecanol e alcool benzilico.

« Amostra 02: (glicerina, vaselina liquida, cera emulsificante,
fenoxietanol, propilparabeno, metilparabeno, etilparabeno,
butilparabeno, 6leo mineral, alcool de lanolina, alcool de lanolina

acetilado e alcool cetoesteatrilico.
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Amostra 03: alcool benzilico, palmitato de cetila, alcool
cetoestearilico, polissorbato, octildodecanol e monoestearato de
sorbitano.

Amostra 04: alcool benzilico, alcool cetoestearilico, polissorbato 60,
octildodecanol, monoestearato de sorbitano, palmitato de cetila e

agua.

Os produtos farmacéuticos contendo DCF apresentavam-se na forma de

comprimidos. As concentracfes de cada produto foram de 50 mg de DCF para cada

grama do produto farmacéutico. Seis amostras de diferentes laboratorios foram

selecionadas. Dentre essas seis amostras, duas delas (amostra 05 e 06) continham,

além de DCF, outros principios ativos como cafeina, carisoprodol, paracetamol,

além dos excipientes comumente encontrados nas formulagcdes farmacéuticas.

Amostra 01: talco, lactose monoidratada, fosfato de calcio dibasico,
celulose microcristalina, amidoglicolato de sbédio, estearato de
magnésio, macrogol, corante aluminio laca amarelo crepulsculo 6,
diéxido de titdnio, polimero do éacido metacrilico, 6xido de ferro
vermelho, alcool isopropilico, acetona.

Amostra 02: lactose monoidratada, amido de milho, fosfato bicalcico,
estearato de magnésio, copolimero do acido metacrilico tipo C,
didxido de titanio e corante vermelho n° 40.

Amostra 03: dioxido de silicio, celulose microcristalina, lactose,
estearato de magnésio, amido de milho, povidona, macrogol,

polissorbato 80, talco, 6xido férrico amarelo e 6xido férrico vermelho,
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amidoglicolato de sédio, polimero de metacrilato, didxido de titanio e
hipromelose.

* Amostra 04: celulose microcristalina, estearato de magnésio, corante
vermelho FDC n° 3, laca de aluminio, corante vermelho ponceau 4R,
diéxido de silicio, fosfato de calcio dibasico diidratado, eudragit®
(copolimero catibnico baseado em dimetilaminoetil metacrilato, butil
metacrilato, e metil metacrilato com proporcéo de 2:1:1), dioxido de
titanio, polietilenoglicol e talco.

 Amostra 05: amido, celulose microcristalina, estearato de magnésio,
crospovidona, corante amarelo FDC n° 6, laca de aluminio, dioxido
de silicio e fosfato de calcio dibasico.

* Amostra 06: excipientes como celulose microcristalina, amidoglicolato

de sodio, povidona, corante amarelo FDC n° 06, croscamelose

sddica, didxido de silicio e estearato de magnésio.

3.2 Instrumentacao

O banho de ultrassom (Quimis®, modelo Q335D) utilizado para o preparo
das amostras. Os espectros de absorcdo foram obtidos utilizando um
espectrofotometro de Absorcdo Molecular de feixe simples UV-Vis Cary Varian
(modelo 50 CONC), com cubeta de quartzo de 3,5 mL (caminho 6ptico 10 mm). Os
espectros foram suavizados utilizando o software OriginPro 8.5 com o método

Adjacent-Averaging e 24 pontos de janela.
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3.3 Preparo de amostra

Os procedimentos descritos na literatura em [9, 10, 11, 12] para o preparo
de amostras do clotrimazol incluem a pesagem de certa quantidade de creme e a
solubilizacdo em metanol ou acetonitrila.

Segundo a Farmacopéia Brasileira, 5% edicdo, os comprimidos de DCF
devem ser pesados, pulverizados, solubilizados em acido acético e metanol e

deixados em ultrassom por 15 minutos.

3.3.1 Preparo de amostra contendo clotrimazol

Todos os medicamentos contendo CLT analisados apresentavam uma
proporcao de 1 g de clotrimazol para cada 100 g de medicamento. Uma massa de
creme foi solubilizada em etanol e diluida com o mesmo solvente em um bal&do

volumétrico de 100 mL.

3.3.2 Preparo das amostras contendo diclofenaco de sédio

As amostras de medicamentos contendo DCF encontravam-se em forma de
comprimidos. Cada comprimido, continha 50 mg deste farmaco. Os comprimidos
pesados foram macerados em almofariz com o auxilio de um pistilo. O contetdo
proveniente da maceracédo foi totalmente transferido para um béquer, solubilizado
em etanol e transferido para um baldo volumétrico de 50 mL. Apds ajustar o volume,
levou-se ao banho ultrassom por aproximadamente 15 minutos. A solucdo
resultante repousou por uma noite e foi filtrada no dia seguinte com funil de vidro e

papel filtro quantitativo em baldo volumétrico de 50 mL.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Desenvolvimento de um procedimento espectrofoto métrico para a

determinacao de clotrimazol em creme

De acordo com a 5% edicdo da Farmacopéia Brasileira[9], para a
caracterizacdo utilizando a espectrofotometria UV/VIS, o farmaco € dissolvido
utilizando solvente apropriado. Muitos solventes sdo apropriados tais como agua,
alcoois, éteres e solugdes acidas e alcalinas. Deve-se observar para que o0s
solventes ndo absorvam radiacdo na regido espectral que esta sendo utilizada.

Segundo a Farmacopéia Japonesa[9] o clotrimazol € muito soluvel em
diclorometano, solavel em éter dietilico, solivel em metanol e praticamente insoltvel
em agua. Ao longo deste trabalho o solvente utilizado foi o etanol por ser um
solvente organico que apresenta menor toxicidade e menor volatilidade quando
comparado aos demais solventes organicos descritos na literatura.

Inicialmente avaliou-se a solubilidade do clotrimazol em etanol, pois sua
solubilidade em &agua é muito baixa. Na sequéncia, realizaram-se diluicdes
sucessivas da solucdo estoque de clotrimazol utilizando etanol como solvente nas
seguintes concentracdes: 2,95x10° mol L™, 1,18x10™* mol L*?, 1,47x10* mol L,
1,77x10* mol L, 2,36x10™ mol L™, 2,95x10™ mol L™?, 5,9x10 mol L™. Os espectros
obtidos estdo apresentados na Figura 4, onde se verifica um maximo de absorcéo
no comprimento de onda de 260 nm que € proporcional ao aumento da

concentracao de clotrimazol.
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Figura 4. Espectros de absor¢éo das solu¢des padrédo de clotrimazol. (a) 0 mol LY, (b) 2,95x10°° mol
L™, (c) 1,18x10™ mol L™, (d) 1,47x10™ mol LY, (e) 1,77x10™ mol L™, (f) 2,36x10™ mol L, (g) 2,95x10™
mol L™, (h) 5,9x10™ mol L™.
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A partir dos espectros de absorcdo das solucdes padrdes foi obtida a curva
analitica para a determinacédo de clotrimazol em formulacfes farmacéuticas. A curva
analitica foi obtida empregando-se a absorbancia no comprimento de onda de maior
absorcao. Os valores obtidos para cada solucao foi empregado para a construcéo
da curva analitica, apresentada na Figura 5. A curva analitica apresentou uma
linearidade variando entre 2,95x10° a 5,9x10™* mol L™, pode ser descrita com a
equacao de regressao linear Y = 685,74 X + 0,00 e seu coeficiente de correlacéo

linear (r) = 0,99.
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Figura 5. Curva analitica para a determinacdo de clotrimazol em formula¢ces farmacéuticas. A=260
nm (n=3).
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4.1.1 Robustez

A robustez do procedimento proposto para a determinacdo de clotrimazol
foi estudada avaliando-se as inclinacbes das curvas analiticas obtidas durante o
estudo. Respeitou-se um intervalo de sete a vinte dias entre as analises para
construcdo das curvas analiticas, com o objetivo de avaliar o coeficiente de variacédo
(CV) das inclinagcdes das regressdes lineares entre os dias. Para analisar o
coeficiente de variacdo das inclinacdes das regressdes lineares no mesmo dia,
respeitou-se um intervalo de 24 horas. As equacdes de regressdo das curvas
analiticas sédo apresentadas na Tabela 4. O coeficiente de variagdo das inclinacdes

obtido foi de 3,5 % para as curvas analiticas para a determinacgéo de clotrimazol.
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Tabela 4. Equagdes das curvas analiticas obtidas com o procedimento espectrofotométrico proposto
para o clotrimazol

Equacao da curva analitica Coeficiente de regresséo / r
Abs = 726,07 x [CLT] + 0,001 0,99
Abs = 690,45 x [CLT] + 0,004 0,99
Abs = 705,27 x [CLT] + 0,00 0,99
Abs = 660,74 x [CLT] + 0,00 0,999
Abs = 685,74 x [CLT] + 0,00 0,999

[CLT] = concentracao de clotrimazol.

Os valores calculados para os limites de deteccdo e de quantificacéo
mostraram-se coerentes com 0 observado na constru¢ao das curvas analiticas para
a determinacdo de CLT[23]. Um limite de deteccéo de 3,04x10° mol L™ foi obtido
nas condi¢cbes otimizadas do procedimento proposto. Esses valores foram obtidos
utilizando a razdo entre 3 vezes o desvio padrdo do branco (etanol) e a inclinacao
da curva analitica[23]. O procedimento proposto apresentou um limite de
quantificacdo de 1,00x10™ mol L™. O limite de quantificacéo foi calculado pela razéo
entre 10 vezes o desvio padrao do sinal do branco (etanol) e a inclinagdo da curva
analitica.

A precisdo do procedimento proposto foi avaliada obtendo-se o espectro de
absorcado de 10 diferentes solucdes padrdo de CLT nas concentracdes de 1,18x10™
mol L™ (concentrac&o baixa), 2,95x10™ mol L™ (concentracdo média) e 5,90x10™ mol
L™ (concentracéo alta). Os coeficientes de variacdo das absorbancias das solucdes
padrao de CLT foram de 3,10%, 2,65% e 4,11%, respectivamente. Este resultado
indica que o procedimento apresenta precisdo adequada para a determinacéo de

CLT.
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Os dados obtidos da faixa linear, do limite de deteccdo, limite de

guantificacéo e repetibilidade estdo descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Parametros de confiabilidade analitica do procedimento para a determinacdo do
clotrimazol em creme

Parametro Obtido
Faixa Linear / mol L™ 2,95x10” a 5,90x10™
Equacéo da Curva Analitica Abs = 685,74 x [CLT] + 0,00
3,10% / 1,18x10* mol L™
Repetibilidade 2,65% / 2,95x10* mol L™

4,11% / 5,90x10“* mol L*

Limite de Detecgéo /
o 3,04x10° mol L™
(3% Oprancof/inclinacéo)

Limite de Quantificacéo / s L
o 1,00x10™ mol L
(10X Opranco/inclinacéo)

Abs = absorbéncia; [CLT] = concentracdo de clotrimazol; o = desvio padrao.
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4.1.2 Estudo da recuperacao de clotrimazol nas amos  tras de creme

No teste de recuperacdo do analito, trés concentracdes diferentes de
solugcéo de referéncia de CLT sdo adicionadas a diferentes solu¢cdes de amostras
contendo uma concentracdo de CLT 1,8x10° mol L e os resultados obtidos,
descontados daqueles originalmente sem a adicdo da solugéo de referéncia, foram
comparados. O valor da recuperacdo obtida é um indicativo da exatiddo do
procedimento, uma vez que coloca o analito em contato com as substancias
existentes na mistura de amostra, avaliando sua interferéncia na resposta do

procedimento. Os resultados de recuperacao estdo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Estudo da recuperacéo de clotrimazol nas amostras de creme

Amostra Adicionado / mol L™ Recuperado / mol L™ Recuperacao / %
1,47x10" 1,44x10* £ 1,49x10° 97,5
01 2,95x10™ 2,71x10™ £ 4,49x10°® 91,8
4,42x10™ 4,34x10™ + 6,58x10°° 97,9
1,47x10" 1,40x10* £ 1,26x10° 94,7
02 2,95x10™ 2,79x10™ £ 8,37x10°® 94,5
4,42x10™ 4,35x10" + 1,11x10° 98,1
1,47x10™ 1,35x10™* + 2,17x10° 91,7
03 2,95x10™ 2,76x10™ £ 2,42x10° 93,4
4,42x10™ 4,32x10™ + 1,82x10° 97,4
1,47x10™ 1,48x10™ + 8,00x10°® 100
04 2,95x10™ 2,96x10™ £ 1,03x10° 100
4,42x10™ 4,47x10™ + 1,50x10° 101

Média + desvio padréo (n=3).
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Pode-se verificar que os valores de recuperacdo nas amostras avaliadas
foram menores que 100%, com excec¢do da amostra 4. As amostras de 1 a 3

apresentaram uma interferéncia negativa de sua matriz de amostra.
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4.2 Desenvolvimento de um procedimento para determi nacédo de

diclofenaco de s6dio em comprimidos

4.2.1 Efeito do solvente sobre o espectro de absor¢  &o

Como o diclofenaco € ligeiramente solivel em agua, soluvel em etanol e
muito pouco sollvel em acetona[9], decidiu-se avaliar sua solubilidade em solucéo
de hidréxido de sddio (NaOH) e etanol. Na sequéncia, avaliou-se a influéncia do
solvente (solucdo de NaOH e etanol) sobre o coeficiente de absortividade do
diclofenaco (g). Preparou-se uma solucdo estoque de diclofenaco de sédio DCF
3,57x10° mol L™ em meio de etanol e em solucdo de NaOH 0,01 mol L™,

Diluicdes sucessivas (3000 pL, 300 uL, 100 pL, 30 yL e 15 pL) da solucao
de DCF foram realizadas em 10 mL de ambos solventes, e 0s espectros de

absorcao foram obtidos e sdo apresentados na Figura 6 e Figura 7.
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Figura 6. Espectro de absorc¢do do diclofenaco de sédio (a) 5,11x10° mol L™, (b) 1,02x10° mol LY,
(c) 3,40x10° mol L, (d) 1,02x10™ mol L™ diluido em solucdo de NaOH 0,01 mol L™
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Figura 7. Espectro de absorcdo do diclofenaco de sédio (a) 5,11x10° mol L, (b) 1,02x10° mol L™,
(c) 3,40x10° mol L, (d) 1,02x10™ mol L™ diluido em etanol.
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Estes espectros apresentaram um Anaximo €M 275 nm, conforme obtido por

Khaskheli et al. [19].
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Com a intencdo de avaliar o efeito do etanol sobre a absorbéancia do DCF,
obtiveram-se diferentes espectros de solu¢gbes de DCF nas mesmas concentracoes
anteriores preparadas em meios diferentes (hidroxido de sédio 0,01 mol L* e
etanol). Verificou-se nos espectros obtidos que ndo houve significativa mudanca do
comprimento de onda de méaxima absorcdo. Os coeficientes de absortividade (€) do
DCF foram calculados para cada solucéo nos diferentes meios e sdo apresentados

na Tabela 7.

Tabela 7. Coeficiente de absortividade molar obtidos no estudo do efeito do solvente

3 ) g/Lmol* cm™
Concentracdo / mol L
NaOH / 0,01 mol L™ Etanol
1,01x10” 11448,89 17130,63
3,38x10° 11732,64 14081,79
1,01x10™ 11575,17 13345,99

€ = coeficiente de absortividade molar.

Podemos verificar que os coeficientes de absortividade molar foram maiores

guando se empregou etanol como solvente.

4.3 Curva analitica para determinacao de diclofenac o de sédio em amostras

de comprimidos

A linearidade do procedimento espectrofotométrico para determinacéo de
diclofenaco foi avaliada construindo-se curvas analiticas com solu¢cdes padroes em
meio de etanol. Ao longo deste estudo varias curvas analiticas foram construidas e
suas retas de regressao foram obtidas. Os espectros de absorcdo foram obtidos e

sdo mostrados na Figura 8.
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Figura 8. Espectros de absorcéo das solugdes padrdo de diclofenaco de sédio (n=2). (a) 0 mol L™, (b)
3,92x10° mol LY, (c) 1,569x10™ mol L™, (d) 1,96x10° mol L, (e) 2,35x10™° mol L™, (f) 3,13x10™ mol

L™, (g) 3,92x10° mol L™
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As equacdes das retas de regressdo e o valor de r para as curvas obtidas

estdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. EquacBes das curvas analiticas obtidas dos procedimentos para determinacdo de

diclofenaco de sédio

Equacéo da Curva Analitica

Coeficiente de regressao / r

Abs = 11.811,43 x [DCF] + 0,003
Abs = 11.633,89 x [DCF] + 0,00
Abs = 11.843,54 x [DCF] + 0,00

0,9999
0,999
0,999

[DCF] = Concentracao de diclofenaco de sédio.

As inclinacdes das curvas analiticas observadas indicam a sensibilidade do

meétodo. O coeficiente de variacdo (CV) das inclinacdes obtido foi de 0,96% para as

curvas analiticas para a determinacédo de diclofenaco de sédio. Respeitou-se um

intervalo de sete a vinte dias entre as analises para construcdo das curvas
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analiticas, com o objetivo de avaliar o coeficiente de variagdo (CV) das inclinacdes
das regressoes lineares entre os dias. Para analisar o coeficiente de variagdo das
inclinagbes das regressoes lineares no mesmo dia, respeitou-se um intervalo de 24
horas.

A Figura 9 apresenta uma curva analitica obtida a partir de solu¢cbes padréo
de diclofenaco. A curva pode ser descrita pela equacédo de regressao linear Y =

11843,54 X + 0,00 e com um coeficiente de correlacao linear (r) = 0,9999.

Figura 9. Curva analitica para a determinacdo de diclofenaco de sodio em formulagfes
farmacéuticas. A=275 nm (n=3).
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Os valores calculados para os limites de deteccdo e de quantificacéo
mostraram-se coerentes com 0 observado na constru¢do das curvas analiticas do
DCF e do CLT ao longo deste estudo. O valor do limite de deteccéo estabelecido
neste procedimento analitico para o DCF foi de 1,60x10" mol L™ (3xa/inclinacéo da

curva analitica)[23]. O limite de quantificacdo para a determinacdo de DCF foi de
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5,33x10”7 mol L™. Os parametros de confiabilidade analitica estdo apresentados na

Tabela 9.

Tabela 9. Parametros de confiabilidade analitica do procedimento para a determinacdo de
diclofenaco de sédio em comprimidos

Parametro Obtido
Faixa Linear / mol L™ 3,9x10° a 3,9x10°
Equacéo da Curva Analitica Abs = 11.843,54 x [DCF] + 0,00
4,1% [ 3,92x10°
Repetibilidade 2,7% [ 2,35x10°

8,6% / 3,92x10°

Limite de Detecc&o / mol L™
o 1,60x107" mol L™
(3% Oprancof/inclinacao)

Limite de Quantificacdo / mol L™ , .
o 5,33x10"" mol L
(10X Opranco/inclinacéo)

Abs = absorbancia; [DCF] = concentracao de diclofenaco de sddio; o = desvio padrao.

A preciséo do procedimento proposto foi avaliada obtendo-se o espectro de
absorcdo de 10 diferentes solugbes padrdo de mesma concentracdo. As
concentracdes avaliadas foram de 3,92x10° mol L™ (concentracéo baixa), 2,35x10
mol L™ (concentracédo média) e 3,92x10™ mol L™*(concentrac&o alta). Os coeficientes
de variagéo de 4,13%, 2,73% e 8,55% foram obtidos para as concentragdes de DCF

3,92x10° mol L™, 2,35x10™ mol L™ e 3,92x10™ mol L™, respectivamente.

4.3.1 Estudo da recuperagdao de diclofenaco em compr imidos utilizando o

procedimento proposto

No estudo de recuperacdo do analito, trés concentracbes diferentes de

solucdo de referéncia de DCF (9,80x10°, 1,96x10° e 2,94x10° mol L) foram
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adicionadas a diferentes solu¢gbes de amostras contendo uma concentragéo de DFC
de 2,0x10®° mol L™ e os resultados obtidos, descontados daqueles originalmente
sem a adicao da solugéo de referéncia, foram comparados. O valor da recuperacéo
obtido é um indicativo da exatiddo do procedimento, uma vez que coloca o analito
em contato com as substancias existentes na mistura de amostra, avaliando sua
interferéncia na resposta do procedimento. Os resultados estdo apresentados na

Tabela 10

Tabela 10. Estudo de recuperacéo de diclofenaco de sodio nas amostras avaliadas

Amostra Adicionado / mol L™ Recuperado / mol L™ Recuperacao / %
9,80x10° 1,07x10° £ 7,07x10”’ 108
01 1,96x10° 2,35x10° + 4,56x10 119
2,94x10° 3,42x10” + 5,73x10” 116
9,80x10° 1,14x107° £ 3,74x10”" 115
02 1,96x10° 2,30x10° £ 2,34x10” 117
2,94x10° 3,51x10” * 3,40x10” 119
9,80x10° 1,20x107 + 4,60x10”’ 122
03 1,96x10° 2,36x10° £ 4,12x10” 120
2,94x10° 3,58x10” + 6,62x10” 121
9,80x10° 1,02x107 + 7,00x10” 103
04 1,96x10° 2,22x10° + 7,69x10”7 113
2,94x10° 3,43x10” * 7,36x10” 116

Média + desvio padrdo, n=3.

Verifica-se na Tabela 10 uma recuperacdo em média de 110% e 120%
indicando interferéncia da matriz de amostra na determinacdo de diclofenaco nas
amostras analisadas. Como as solugbes de amostras sao limpidas, esta
interferéncia positiva pode atribuida ao fato de substéncias hidrofobicas

possibilitarem a formacdo de micelas e concentrar o analito, como o0 estearato de



32

magnésio. Outra possibilidade que pode ser atribuida a interferéncia positiva no
estudo de recuperacdo do DCF é a volatilizacdo do solvente.

Avaliando a recuperacédo de diclofenaco nas amostras que contem outros
principios ativos (Tabela 11), verifica-se que os valores de recuperacdo foram

maiores que 115%.

Tabela 11. Estudo de recuperacéo de diclofenaco nas amostras avaliadas contendo principios ativos
concomitantes

Amostra Adicionado / mol L™ Recuperado / mol L™ Recuperacao / %
9,80x10° 1,13x107° + 4x10°® 115
05 1,96x10° 2,34x10" + 3x10° 119
2,94x10° 3,48x10° + 1x10” 118
9,80x10° 9,88x10° + 4x10° 100
06 1,96x10° 2,25x10” + 4x10”’ 114
2,94x10° 3,41x10° + 1x10” 115

Média + desvio padréo, n=3.

Os espectros de absorcéo do estudo de recuperacao de analito da amostra

05 contendo DCF séo apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Espectro de absorcédo da Amostra 05 contendo DCF e principios ativos como interferentes
(n=3). (a) etanol, (b) solugao de amostra; (c) 9,80x10° mol L™; (d) 1,96x10™ mol L™; (€) 2,94x10"° mol
L™
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Verifica-se nos espectros deste estudo a contribuicdo da absorcdo de uma
espécie quimica, que apresenta uma absor¢cdo maxima no comprimento de onda de
250 nm. A contribuicdo desta substancia no espectro € bem visivel no espectro da
solugdo de amostra deste estudo. A medida que se adicionou as aliquotas de
solugéo padrédo de DCF, verifica-se o encobrimento desta banda. A presenca desta
substancia, ou mistura, na solugdo de amostra ocasionou uma recuperagao superior
a 115% para esta amostra, impossibilitando o emprego deste procedimento para
determinacdo de DCF nestas amostras.

Uma alternativa a espectrofotometria ultravioleta é a espectrofotometria
derivativa, na qual a derivada do espectro de absorcéo é diretamente proporcional a
concentracdo do analito, nas condi¢cdes otimizadas[22]. Como as condi¢bes do

procedimento propostos foram alcancadas buscando melhor valor de absorbancia

consideramos essas condi¢des 6timas para a determinacdo do DCF. Obtendo-se as
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derivadas dos espectros de absor¢cdo do estudo de recuperagcdo da amostra 5

(Figura 11) podemos calcular os valores de recuperacédo do DCF para esta amostra.

Figura 11. Primeira derivada dos espectros de absor¢éo do estudo de recuperacdo da amostra 05 de
diclofenaco de sédio.
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Como podemos verificar na Tabela 12, verifica-se uma melhora nos valores

de recuperacao para esta amostra.

Tabela 12. Recuperacdes obtidas para a amostra 5 empregando a espectrofotometria convencional
(ordem zero) e espectrofotometria derivativa (primeira ordem)

3 0,
Adicionado/ mol L™ Recuperacao / %

1
Ordem zero cv D cv
9,80x10°® 115.5 0,35 106 4.8
1,96x10° 1192 0,12 97,2 3,4
2,94x10° 118.3 0,28 98,0 3,8

n=3; CV = Coeficiente de variagéo; D' = Primeira derivada.
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Diante dos resultados obtidos e apresentados na Tabela 12, obteve-se as
recuperacOes das amostras estudadas utilizando-se a espectrofotometria derivativa
de primeira ordem. Os resultados das recuperacdes das amostras avaliadas estéo

apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 Recuperacdo das amostras estudadas utilizando-se a espectrofotometria derivativa de
primeira ordem

Amostras Adicionaclzlo/ mol L° Recuperagéo / %

Ordem zero cv D' cv

9,80x10° 109 6,6 98,1 53

01 1,96x10° 120 1,9 108 1,3
2,94x10° 116 1,7 106 1,3

9,80x10° 116 3,3 106 1,5

02 1,96x10° 117 1,0 107 2,0
2,94x10° 119 9,7 110 1,1

9,80x10° 122 3,8 110 2,9

03 1,96x10° 120 1,8 111 0,36
2,94x10° 122 1,9 111 0,82

9,80x10° 104 6,9 107 0,9

04 1,96x10° 113 3,5 112 1,6
2,94x10° 116 2,2 112 0,4

9,80x10° 100,7 3,9 93,3 1,15

06 1,96x10° 114,6 2,2 105 1,73

2,94x10° 115,8 0,4 108 0,39
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Podemos verificar uma melhora nos resultados de recuperacao do DCF nas
amostras estudada. Apenas a amostra 4 apresentou uma recuperagcao superior a
110%. A precisdo da recuperacdo também apresentou uma melhora para as
amostras.

Devido a complexidade das amostras de comprimidos avaliadas verifica-se
que algum dos excipientes contribuiram na absor¢cdo da solu¢cdo de amostra em
comprimentos de onda proximos ao maximo de absor¢do do diclofenaco. A
obtencao da derivada dos espectros de absorc¢éo, tanto das solucdes padréo, bem
como das solugbes de amostras permitiu uma diminuicdo da contribuicdo desses
interferentes. Assim mesmo, verificaram-se valores de recuperagédo acima daqueles
descritos que utilizaram a espectrofotometria.

A precisdo na determinacdo de DCF diminuiu quando se empregou a
espectrofotometria derivativa, mas permaneceram dentro do aceitavel de 5%. Este
fato se deve provavelmente a eliminacdo da contribuicAo das substancias
concomitantes na banda de absorcao do DCF.

A determinagdo de DCF em produtos farmacéuticos foi estudada em
diversos trabalhos com faixas lineares diversificadas. Ao longo deste trabalho a
faixa linear foi obtida entre 3,9x10° mol L™ a 3,9x10™ mol L™. Nos experimentos
realizados por Sena et al.[16], Stilten et al.[17] e Martin et al.[18] as faixas de
concentragdes lineares das curvas foram similares a faixa obtida neste estudo. Para
0s ensaios executados por Martin et al.[18], a faixa de concentracdo linear foi de
3,37x10°® mol L™ a 1,01x10™* mol L™. Os trabalhos desenvolvidos por Santini et al.
[19] e Kormosh et al.[20] apresentaram uma faixa linear com concentragao variando

entre 10 a 10 mol L™. O procedimento desenvolvido por Tubino e de Souza[21] foi
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que apresentou uma faixa de concentracdo mais alta ficando entre 3,0x10° mol L™ a
5,5x10% mol L™.

Ao que se refere ao limite de deteccdo para determinacdo do DCF, a
metodologia utilizada neste estudo mostrou-se mais sensivel que Martin et al.[18],
Santini et al.[19], Kormosh et al.[20] e Tubino e de Souza[21]. O limite de deteccéo
obtido neste trabalho foi de 1,60x10” mol L™, sendo inferior aos limites encontrados
nos trabalhos anteriores, que foram de 1,55x10™ mol L™, 3,2x10° mol L%, 3,2x10°
mol L™ e 2,36x10° mol L™, respectivamente.

Um limite de deteccdo de 6,08x10®° mol L™ foi obtido por Stiilten et al. ao
propor um procedimento para determinagéo de DCF em efluente de esgoto[17].

A faixa linear da curva analitica do procedimento proposto para a
determinacdo de CLT foi de 2,95x10° a 5,90x10" mol L™ Os trabalhos
desenvolvidos por Abdel-Moety et al.[11], Lin e Wu[13] e Wienen et al.[25] utilizaram
faixas lineares mais concentradas. Estas faixas foram respectivamente para Abdel-
Moety et al.[11], Lin e Wu[13] e Wienen et al.[25] de 6,753x10™ mol L™ a 2,53x10
mol L™, 1,15x10° mol L™ a 7,53x10° mol L™ e 1,44x10° mol L™ a 2,89x10 mol L™
Nos ensaios realizados por Pereira et al.[14] a faixa linear de 2,89x10° mol L™ a
2,00x10™ mol L™ foi semelhante a faixa utilizada no desenvolvimento dos ensaios
deste trabalho.

O limite de deteccéo do CLT obtido neste estudo foi de 3,04x10° mol L*
enquanto que nos trabalhos realizados por Abdel-Moety et al.[11], Lin e Wu[13] e
Wienen et al.[24] os limites de deteccdo foram 2,89x10° mol L™, 1,44x10° mol L™ e
8,69x10™ mol L™ respectivamente. Nos ensaios feitos por Pereira et al.[14] o limite
de deteccdo obtido foi de 7,53x10™® mol L™ mostrando-se semelhante ao limite de

deteccédo do procedimento proposto por este estudo.
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Para os dois farmacos estudados, o limite de quantificacdo atendeu as
expectativas do trabalho mostrando-se coerente com o limite de deteccéo
encontrado através da equacao da curva analitica.

A precisdo deste método foi avaliada através da repetibilidade. O coeficiente
de variacdo (CV) para o CLT variou de 2,6% a 4,1% para concentracdes baixa,
média e alta conforme os dados apresentados na Tabela 04. Para que o método
seja considerado adequado, além de outros parametros abordados neste trabalho, é
ideal que o coeficiente de variagéo da repetibilidade ndo ultrapasse 5%. Em relacéo
ao DCF, o CV para concentracdo baixa foi de 4,13% e para concentragdo média o
CV foi de 2,73%. Ambos os valores sdo considerados adequados segundo o
parametro estabelecido para a precisédo. No entanto, o CV para a concentracao
mais alta analisada na repetibilidade do DCF mostrou-se superior ao apresentado
na literatura.

A exatiddo da metodologia proposta foi avaliada pela recuperacdo do
padrao adicionado nas solugbes de amostras. Para que um procedimento seja
exato, é ideal que a recuperacdo da substancia padrdo adicionada seja igual a
100%. Os valores consideraveis aceitaveis sdo aqueles descritos na literatura, pois
a interferéncia de matriz varia para um mesmo tipo de amostra que possui
composicao diferente.

Os resultados obtidos na recuperagédo das amostras 01, 02, 03 e 04 de CLT
estdo descritos na Tabela 6. A amostra 01 apresentou uma recuperacao entre
91,82% a 97,83%, a amostra 02 foi recuperada entre 94,54% e 98,14%, ao que
concerne a amostra 03 estes valores ficaram entre 91,76% e 97,45% e a amostra
04 apresentou uma recuperacdo de 100% a 101%. O procedimento apresentou

exatidao para todas as amostras de CLT analisadas, sendo que a amostra 04 que
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apresentou um menor efeito de matriz da amostra. Segundo Abdel-Moety et al.[10],
a determinacdo de CLT empregando cromatografia a liquido de alta performance
(CLAE) obteve-se uma recuperacao de 99,8% para amostras de CLT em forma de
creme, comprimidos e solucdo. Hajkova et al.[12] utilizando um procedimento CLAE
com deteccdo UV para determinacdo de CLT em solugédo spray de 1%, a
recuperacéao foi de 99,12%. Realizando estudos sobre o CLT, Lin e Wu[13] utilizou
técnicas diferentes como cromatografia eletrocinética capilar micelar (CEM),
eletroforese capilar e CLAE. O resultado obtido através de CEM foi de 98,3% e por
CLAE 102,8%. A técnica usada por Pereira et al.[13], polarografia de pulso
diferencial de CLT ap0s derivatizacdo com Procion Red HE-3B apresentou uma
faixa de variagcdo da recuperacao entre 96,3% a 104%. No estudo realizado por
Wienen et al.[24] a técnica proposta para a determinacdo de CLT foi a eletroforese
capilar. Neste trabalho, as recuperagbes de CLT nas amostras avaliadas variaram
entre 70% a 73%, evidenciando um maior efeito das matrizes de amostras.

O estudo da exatiddo do DCF foi realizado em seis amostras diferentes. As
amostras 01, 02, 03 e 04 possuiam apenas o DCF como principio ativo. No entanto,
as amostras 05 e 06 continham cafeina, paracetamol e carisoprodol como principios
ativos concomitantes. Os resultados obtidos mostraram-se inexatos, como €
possivel observar nas Tabela 10 e Tabela 11. Apenas a concentracdo mais baixa
avaliada para as amostras 01, 04 e 06 apresentou valores dentro do percentual
esperado. Técnicas como espectrofotometria UV combinada com regressdo por
minimos quadrados parciais (PLS) e CLAE foram utilizadas por Sena et al. no qual
se obteve uma recuperacdo maior que 95% para DCF em cépsulas e
comprimidos[16]. A espectrofotometria UV-Vis foi utilizada por Martin et al.[18],

porém ndo foi descrito estudo de recuperacdo para o DCF. Arancibia et al.[18]
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utilizou a espectroscopia de fluorescéncia e RMN de *H e uma recuperacéo acima
de 99% foi obtida para as amostras avaliadas.

Santini et al.[19] e Kormosh et al.[20] utilizaram método potenciométrico com
eletrodo de membrana ion seletivo sendo que obtiveram uma recuperagdo maior
gue 96,8% e uma recuperacdo de aproximadamente 100% respectivamente.

A robustez, por sua vez, foi avaliada através das inclina¢cdes das curvas
analiticas do DCF e do CLT obtida em semanas diferentes. Os valores de inclinagcédo
foram obtidos por meio das equacdes de regressao das retas de cada curva. Para o
CLT o CV foi calculado e o resultado foi de 3,26%, valor que também expressa
estabilidade da solugdo do analito em questdo. O coeficiente de variacdo da
inclinagéo das curvas do DCF foi calculado e o resultado foi 0,95% indicando a

estabilidade da solucéo utilizada no decorrer do trabalho.
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5 CONCLUSOES

O procedimento proposto empregando a espectrofotometria na regiao
ultravioleta e etanol como solvente para determinacdo de clotrimazol em farmacos
na forma de creme é um procedimento analitico alternativo que pode ser aplicado,
pois apresenta sensibilidade, precisédo, exatidao e robustez adequada na faixa linear
estudada.

O uso de etanol como solvente na espectrofotometria na regiao ultravioleta
possibilita a determinacdo de diclofenaco de sédio em comprimidos. Porém a
determinacdo de diclofenaco pode ser realizada utilizando-se além da
espectrofotometria na regido do ultravioleta, a espectroscopia derivativa para
eliminacdo de interferéncia. O emprego da espectroscopia derivativa contornou a
interferéncia da matriz observada na determinacdo de DCF nas amostras contendo
principios ativos concomitantes. A espectroscopia derivativa aumenta a velocidade
analitica e permite a aplicacdo do procedimento, sem a necessidade de separacéo
prévia dos componentes da amostra, além de apresentar os parametros de
confiabilidade.

Vantagens como aumento da velocidade analitica, baixo custo, simplicidade
da técnica, menor toxicidade do solvente sdo observadas ao utilizar a
espectrofotometria na regido ultravioleta em conjunto com a espectrofotometria
derivativa e etanol como solvente. Vantagens como estas tornam os procedimentos
propostos interessantes para determinagcdes de rotina pois apresentam

produtividade, caracteristica exigida em rotinas industriais
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