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RESUMO

“ANALISE QUANTITATIVA DE DICLOFENACO EM
PREPARACOES FARMACEUTICAS”

Autor: Rafael Leandro de Souza
Orientador: Dr. Matthieu Tubino

O diclofenacc é um composto nao-esterdide com propriedades
anti-reumaticas, antiinflamatorias e antipiréticas. Ele é comercializado na forma de
sal de sbodio e de potassio. HA na literatura um ndmero significativo de
procedimentos analiticos para a quantificacdo deste principio ativo, contudo, a
maioria destas técnicas € cara e de procedimento relativamente demorado.
Existem poucos procedimentos experimentais na regido do visivel para a sua
andlise  quantitativa. Neste trabalho foram estudados um método
espectrofotométrico de transmitancia no visivel e um método titulométrico para
andlise de diclofenaco, ambos ja descritos na literatura, Foram também
desenvolvidos um método gravimétrico e um método reflectométrico no visivel.
Este dltimo foi realizado usando-se um reflectémetro portatil construido no
laboratério. A excecdo do método titulomeétrico, que se baseia em reacdo com
acido percldrico, os outros estio fundamentados na reacao do diclofenaco com
ions cobre(ll) formando um composto de coloracéo verde. O estudo do método
espectrofotométrico apresentou limite de detecgdio de 10" mg mL™ (10 mol L),
resposta linear de até 25,0 mg mL™ (7,7x10* mol L") e estimativa de desvio
padréo relativo na ordem de 4%. No estudo do método reflectométrico
obtiveram-se respectivamente: 10" mg mL' (10* mol L"), 18 mg mL’
(5,5x10* mol L“) e 2,5%. Para o estudo do método gravimétrico foi obtida
estimativa de desvio padrdo relativo de 8% gquando foram usados 50,0 mg do
principio ativo e 1% quando foram usados 200,0 mg do principio ative. Para o
estudo do método titulométrico a estimativa de desvio obtida foi de 4%. Os
procedimentos propostos sdo de facil execugio e podem ser aplicados em
laboratérios com pouca instrumentacdo. O desenvolvimento de procedimentos
com estas caracteristicas, visa ofertar métodos para o controle de medicamentos
existentes no mercado, em face 2 existéncia das freqUentes falsificacdes.



ABSTRACT

“QUANTITATIVE DICLOFENAC ANALYSIS IN PHARMACEUTICAL
PREPARATIONS”

Author: Rafael Leandro de Souza
Adviser: Dr. Matthieu Tubino

Diclofenac is a non-steroidat compound with antirheumatic, antiinflamatory
and antipyretic properties. It is comercialised as sodium and potassium salts. The
literature has a significative number of analytical procedures to quantify this active
principle. However, the majority of these techniques are expensive and time
consuming. There are few experimental procedures using the visible region of the
spectrum for this quantitative analysis. In this work two previously described
methods to diclofenac analysis were studied: one spectrophotometric in the visible
and one titrimetric method. Two other methods were developed: a gravimetric
method and a reflectometric method, also using the visible region of the spectrum.
This last was performed using a portable reflectometer constructed in the
laboratory. With the exception of the titrimetric method, based on a reaction with
perchloric acid, the others are based on the reaction of diclofenac with copper(l!}
ions producing a green compound. The study of the spectrophotometric method
showed detection limits of 10" mg mL™ (10 mol L"), linear response up to
25,0 mg mL™ (7,7x10™ mol L") and relative standard deviation estimation of 4%. In
the study of the reflectometric method values of: 10" mg mL" (10% mol L),
18 mg mL™ (5,5x10* mol L") and 2,5% have been obtained respectively. In the
study of the gravimetric method a relative standard deviation estimation of 8% was
obtained when 50,0 mg of the active principle was used and 1% when 200,0 mg of
the active principle was used. In the titrimetric method the deviation estimation
obtained was 4%. Ali proposed procedures can be easily performed. The
development of this kind of methods intends to offer simple procedures for the
control of medicines, due to the existence of frequent falsifications.
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Este trabalho teve por objetivo o estudo e desenvolvimento de métodos analiticos
quantitativos para analise de diclofenaco (sais de sédic e potassio) em preparactes
farmacéuticas. Foram estudados um método espectrofotométrico de transmitancia no
visivel & um método titulométrico ja existentes, além de se ter desenvolvido um método
reflectométrico no visivel e um método gravimétrico. Todos os métodos foram validados.

Os métodos espectrofotométrico, reflectométrico e gravimétrico foram
fundamentados na reagdo de formagéo de um complexo colorido pouco soluvel em agua.
Os procedimentos s&o de facil execucdo e de baixo custo.

Objetivos especificos:

Método espectrofotométrico:

L Otimizar a concentragdo de acetato de cobre(l!) usado na reacéo de complexacao
com o diclofenaco, assim como o pH e o nimero de extragdes com solvente,

L)

L3 Verificar a influéncia da forga iénica na formagéo do complexo.

Método reflectométrico:

"

X Adaptar 0 método espectrofotométrico estudado para uso em equipamento
reflectométrico portétil, desenvolvido no laboratério, que implica em grande simplicidade e
baixo custo.

Meétodo gravimétrico

e Estudar as condigdes de precipitagio, de separacéo e de secagem do produto de
reacao de cobre(il) com diclofenaco de modo a obter preciséo e exatidao adequadas.

Método titulométrico

L)

o Adaptar este metodo de referéncia usado apenas para diclofenaco ‘puro” de modo
& poder aplica-lo para andélise deste principio ativo em preparagdes farmacéuticas.
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1 - FARMACOS

O avango do conhecimento na area de Quimica Farmacéutica tem possibilitado a
introduc@o de novos agentes terapéuticos. A produgo industrial de tais agentes exige
conhecimento dos mecanismos que regem as reacOes quimicas e de métodos
certificados de identificagdo dos farmacos. Esse complexo de operagdes define a Quimica
Fina, um setor que gera produtos de composicao quimica definida e alta pureza, do qual
decorre um alto valor agregado.

Atualmente no Brasil sdo comercializados mais de 6000 produtos dessa drea, entre
eles os farmacos, setor no qual a maior concentracao de atividades restringe-se a
formulacdo e & embalagem. A produgdo nacional ainda é pequena em decorréncia da
complexidade e do desconhecimento da tecnologia adequada a0 setor, profundamente
dependente de matérias-primas e principios ativos importados [C. C. Andrei et al., 2003].

E comum as pessoas confundirem o termo droga com os termos farmaco e
medicamento. Droga € a matéria-prima mineral, vegetal ou animal da qual se podem
extrair um ou mais principios ativos; de acordo com esta acepcao, 0s agentes
terapéuticos de origem sintética ndo sdo drogas. Farmaco é a substancia quimica de
constituicdo definida que pode ter aplicagdio em Farmacia, seja como preventivo, seja
como curativo, seja como agente de diagndstico; a ser aceita esta definicdo, a
matéria-prima mineral, vegetal ou animal da qual se podem extrair uma ou mais bases
medicamentosas nédo é farmaco, pois sua constituicdo quimica nédo é necessariamente
conhecida. Medicamento é o mesmo que farmaco, mas especialmente quando se
encontra na sua forma farmacéutica [A. Korolkovas et al., 1 982].

Diariamente s&o vistas reportagens sobre farmacos nos meios de comunicagao.
Noticias como a da contaminag&o de um medicamento usado como contraste em exames
radiologicos e que foi associada a morte de 22 pessoas (o responsavel disse poder ter
“esquecido” de lavar o equipamento que foi usado em experiéncia com produtos téxicos)
[C. Bassan, 10 jun. 2003; C. Bassan, 12 jun. 2003] pdem em questdo a importancia do
controle de qualidade de farmacos na vida das pessoas e para o desenvolvimento
nacional.



R. L. SOUZA CAPITULO II: INTRODUCAO 8

2 - DICLOFENACO: DA DESCOBERTA A ACAO NO
ORGANISMO HUMANO

2.1 Descoberta

Na segunda metade da década de 60 teve inicio a divulgagéo de processos de
preparacéo de derivados substituidos do acido 2 - anilino fenil acético (Figura 1)
[A. Sallmann et al., 1971,1972,1973].

Estes derivados (seus ésteres e sais) tém graus de absor¢io desejaveis para
protecdo da pele contra o efeito irritante da luz ultravioleta (comprimento de onda entre
290 e 315 nm). Estes compostos também possuem atividade antiinflamatéria, analgésica
e antipirética combinadas com um favoravel indice terapéutico. Um exemplo de um
desses derivados € o diclofenaco.

Ry

Ra é-— COOR; . .
I R, Rz @ Rs = H ou grupe alquil de cadeia pequena
Ra R4 = H, grupo alquil de cadeia pequena, grupo

NH alcoxi de cadeia pequena, C!, F ou Br
Ry Rs Rs = grupo alquil dg cadeia pequena, grupo
alcoxi de cadeia pequena, Clou F
Re € Ry = H, grupo alquil de cadeia pequena, Clou F
Rs

Figura 1: Acido 2 - anilino fenil acético e possiveis substitui¢bes.

2.2 Descrigao

O diclofenaco € um composto sintético ndo esteroidal que pode ser encontrado nas
formas de sal de sédio ou de potéssio. A Figura 2 indica a formula estrutural do
diclofenaco (Massa molar = 296,13 g mol™') e também sua férmula molecular. Seu nome,
segundo a IUPAC (international Union of Pure and Applied Chemists — Unido
Internacional de Quimica Pura e Aplicada) é 2-[(2,6-diclorofenil)aminc]benzeno acetato
[C. M. Adeyeye et al., 1990].
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(A) (B)
CECHZCOOH
NH

o Ci

C14H11CINO,

Figura 2: Férmula estrutural (A) e molecular (B) do diclofenaco.

2.3 Propriedades fisicas [C. M. Adeyeye et al., 1990]

2.3.1 Espectro no ultravioleta

O espectro no ultravioleta do diclofenaco de sodioc em metanol mostra
caracteristicas de absorgio aromatica. Os comprimentos de maxima absorcdo sdo 276 e

283 nm e as absortividades molar 276 = 1,01x10° e €83 = 1,05x10° L mol”’ cm™

respectivamente.

2.3.2 Solubilidade
As solubilidades de equilibrio do diclofenaco de sodic em vérios solventes &
temperatura ambiente s&o mostradas na Tabela 1.

Tabela 1: Solubilidade do diclofenaco de sédio.

Solvente Solubilidade (mg mL™)
Agua deionizada >9
Metanol >24
Acetona 6
Acetonitrila <1
Ciclohexano <1
pH 1,1 (HCI) <1

pH 7,2 tampéao fosfato 6
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2.3.3 Constante de dissociacdo (pKa) e coeficiente de particdo
O pKa do diclofenaco de sédio em dgua é 4 e o coeficiente de partic@o (razao de

concentracdo em um solvente para sua concentragdo no outro solvente) em
n-octanol / agua em pH 7.4 é 13,4 e em pH 5,2 é 1,5 [Voltaren Online..., acesso em 15 jul.
2003).

2.4 Sintese

Varios procedimentos sintéticos para o diclofenaco séo conhecidos [C. M. Adeyeye
et al., 1990; P. Moser et al., 1990)]. Na Figura 3 tem-se dois exemplos de esquema de sua
rota sintética [A. Kleemann et al., 2001).

(A)

COOH COOH
S0CI;
KOH Cu LIAIH4 piridina
—_—
alanato de cloreto de
lito tionila

Acido 2 - cloro benzéico 2,6 -dictoro -anilina  Acido benzélco 2 - (2,6 - dicloro anllino) (1)

/CI coou

de sodio
(“) Diclofenaco
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(B)

ol C'J*r'
@rﬁj* 0 =

oreto de oxali
26 - d:cloro difenitamina

0 ¢ coon cl
HzN - NHz ,
KOH

1-{2,6- dlclorofenll) Diclofenaco
indol - 2,3 - diona (“l)

Figura 3: Rotas sintéticas (A) e (B) para diclofenaco.

2.5 A resposta inflamatoria

Anti-reumaticos ou antiinflamatérios sdo farmacos que aliviam os sintomas das
doengas reumaticas, dor e inflamac3o. Analgésicos sdo farmacos que, mediante agdo
sobre o sistema nervoso central, aliviam a dor sem causar entorpecimento ou perda de
consciéncia. Os antipiréticos s&o farmacos que eliminam ou aliviam os estados fébris, néo
baixam a temperatura normal, mas apenas quando ela esta elevada [A. Korolkovas et al.,
1982].

A lesdo celular associada a inflamagdo atua sobre as membranas celulares,
provocando a liberagdo de enzimas lisossdmicas pelos leucdcitos; a seguir, ocorre

liberac&o de &cido araquiddnico a partir de compostos precursores e varios eicosandides
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sdo sintetizados, entre eles as prostaglandinas (Figura 4). As prostaglandinas
desempenham importantes fungdes no organismo tais como elevar ou baixar a pressao
arterial, mediar a inflamag¢do (resultando em dor), elevar a temperatura corporal
(produzindo febre), proteger contra Ulceras e regular a reproducao [D. Voet et al., 1995].

0 o 1
=3 =3 1!':—011 7 e-e
C/\__v__/\\/;/\/CHs T 12NF CHs
' OH OH
Acido Araquiddnico Prostaglandina

Figura 4: Acido araquidénico e um de seus derivados eicosandides.

2.6 Acao no organismo humano

Os efeitos que os farmacos causam resultam de um conjunto complexo de
processos em que intervém fatores diversos. Em suma, na acdo dos farmacos sao
observadas trés fases: fase farmacéutica, fase farmacocinética e fase farmacodinamica.

Na fase farmacéutica, também chamada fase de exposi¢ao, ocorre a desintegracio
da forma em que o farmaco é administrado {A. Korofkovas et al., 1982].

O diclofenaco € rapidamente absorvido apds administragio oral e possui meia-vida
curta, 0 que o torna particularmente adequado para o tratamento de estados dolorosos
efou inflamatorios agudos.

Durante a fase farmacocinética processa-se a absorgdo, distribuicdo, metabolismo
e excre¢do do farmaco [A. Korolkovas et al., 1982].

O diclofenaco é completamente absorvido no trato gastrointestinal apods
administragdo oral, seguindo a rapida absorgdo. A droga € distribuida em maiores
concentragbes nos o6rgdos de eliminagdo (figado e rim) e no sangue. Como
aproximadamente metade do diclofenaco é metabolizada durante sua primeira passagem
pelo figado (efeito de primeira passagem), a area sob a curva de concentragéo (AUC),
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apos administragdo oral, é cerca de metade daquela observada com uma dose parenteral
equivalente. Sua meia vida no plasma sangiineo é de aproximadamente duas horas.

A principal mudanga metabdlica da molécula de diclofenaco no ser humano é a
hidroxilagdo, resultando em varios metabdlitos fendlicos (3' — hidroxi-; 4' — hidroxi-;
5 — hidroxi e 3’ — hidroxi — 4'metoxi — diclofenaco), a maioria dos quais sdo convertidos a
conjugados glicurénicos. Dois desses metabdlitos fenolicos sio biologicamente ativos,
mas em extensao muito menor que o diclofenaco.

Ocorrem efeitos adversos em cerca de 20% dos pacientes, incluindo distarbio
gastrintestinal, sangramento gastrintestinal oculto e ulceracdo gastrica devido a inibicdo
da ciclooxigenase PGE; (um subtipo de prostaglandina), que apresenta um efeito de
protecdo celular da mucosa gastrica, inibindo a secrecao de acido gastrico mantendo a
barreira nesta mucosa [B. G. Kafzung, 1995).

A fase farmacodindmica compreende o processo de interacdo do farmaco com o
seu receptor. Desta interagdo resulta um estimulo que, ap6s uma série de fenémenos
quimicos e bioquimicos, se traduz no efeito bioldgico esperado [A. Korolkovas et al,
1982].

Evidéncias recentes sugerem que a isozima ciclooxigenase (COX Il), responsavel
pela produgéo de prostaglandinas por células envolvidas na inflamagéo, ndo é idéntica &
ciclooxigenase presente na maioria das outras células do organismo (COX I). Seria
conveniente desenvolver um bloqueador seletivo da COX W para o tratamento da
inflamagéo, uma vez que ndo afetaria as outras fungbes das prostaglandinas [B. G.
Katzung et al, 1995]. E exatamente isto que o diclofenaco faz, como j& demonstrado
experimentalmente [H. L. White et al., 1974).

3 - TECNICAS ANALITICAS PARA ANALISE DE DICLOFENACO

A partir de 1975 com a introdugdo do uso de diclofenaco para o tratamento de
inflamagdes houve um estimulo na aplicagéo clinica deste principio ativo. Neste periodo,
comecaram a ser descritos na literatura trabalhos para determinagdo quantitativa de
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diclofenaco em amostras bioldgicas [J. Haapasaarn et al., 1983; K. Sorensen, 1978; C.
Mutru et al., 1978; U. P. Geiger et al., 1975; E. C. Ku et al., 1975).

A partir de 1987 apareceu um numero significativo de procedimentos analiticos
para a determinagéo de diclofenaco sendo os mais comumente usados a colorimetria [Z.
A. E. Sherifetal., 1997; J. C. Botello et al., 1995; B. V. Kamath et al., 1993; C. S. Sastry et
al, 1987, espectrofotometria no ultravioleta e no visivel [S. Garcia, et al., 2001, P. O.
Barrales et al, 1999; R.Bucci et al., 1998, M. L. F. de Cérdova et al., 1998; Y. C. de
Micalizzi et al., 1998; |. Karamancheva et al, 1998, T. P. Ruiz et al, 1997, |
Karamancheva et al, 1997, K. Shivram et al, 1993, Y. K Arrawal et al, 1988]
potenciometria [A. M. Pimenta, et al., 2002; J. A. Arancibia et al., 1999, S. S. M. Hassan et
al., 1994) e HPLC (High Performance LiQuid Chromatography — Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia) [B. X. Mayer et al., 2003; M. S. A. Prado et al., 2002; C. Arcelfoni et al.,
2001; B. Dimitrova et al., 2000; G. Lunn et al., 1997, T. Hirai et al., 1997; P. F. Vanbel,
1993: L. Zecca et al, 1991}, contudo, a maioria destas técnicas € cara elou de
procedimento relativamente demorado.

Desde 1990 com o uso intenso de HPLC para determinag&o de diclofenaco [D.
Lansdorp et al, 1990; N. Beaulieu et al., 1990], essa técnica tem sido considerada
procedimento oficial para andlise de diclofenaco (dissolucdo seguida por analise
cromatografica com detecgc@o na regido do ultra-violeta) em formulagbes farmacéuticas
conforme consta nas Farmacopéias Norte Americana [Diclofenac. In: United States
Pharmacopeia — USP, 2002), Britanica [Diclofenac. In: British Pharmacopoeia Version 3.0,
1999] e Brasileira [Diclofenaco. In: Farmacopéia Brasileira, 2002].

4 - AREACAO DO DICLOFENACO COM fQNS DE METAIS DA
PRIMEIRA SERIE DE TRANSICAO

A sintese e estudo de complexos de metais de transicdo usando drogas
antiinflamatoérias como ligantes € uma area de pesquisa de grande interesse. Complexos
que exibem atividade sinérgica (agcdo simultdnea de vérios fatores que produz um
resultado maior que a soma das partes isoladas) entre a droga e o metal tem concentrado
muita atencgdo [D. K. Demertzi, 1993] no desenvolvimento de novos medicamentos. Foi
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descoberto, por exemplo, que os complexos de cobre também participam nos
mecanismos de controle de doencas inflamatorias [J. R. J. Sorenson, 1982).

A Tabela 2 mostra dados fisicos e analiticos de alguns desses complexos
[R. Kesharwani et al., 1995].

Tabela 2: Dados fisicos e analiticos de alguns complexos de diclofenaco.

% em massa
Composto / cor Tpec **

M* C H N

CO(CMHmNCizOz).ZHzO /
marrom - areia
Ni(C14H1oNCI202).2H,0 /
verde claro
CU(C14H10NC|202).2H20 /
verde - azulado
* M = Metal
** Toee = Temperatura de decomposi¢do do complexo

8,59 49,05 3,70 4,04 245
8,57 49,07 3,50 4,08 115

9,21 48,72 3,09 3,73 242

Com o objetivo de simplificar e baratear a analise quantitativa de diclofenaco, a
partir da década de 90 comegaram a surgir trabalhos de analise focando atencéo nas
reacdes que levam a formagao de compostos coloridos como, por exemplo, na reacdo de
diclofenaco com ions de metais da primeira série de transigdo [M. Konstandinidou et al,,
1998, R. Bucci et al., 2000; R. Cini, 2000; S. Defazio et al., 2002).

Em 1991, S. A Kustrin et al apresentaram um estudo para determinagdo
espectrofotométrica de diclofenaco através de sua reacao com ions cobre(ll) em meio
tamponado. A reacao (1) que ocorre pode ser representada como:

2C14H10NC'202_ + CI.IZ+ + 2H.,0 = CU(C14H10NCI202)2.2H20 (I)

complexo verde - azulado (Amaeme = 680 nm)

O diclofenaco reage com solugdo aquosa de acetato de cobre(ll) formando um
complexo verde - azulado pouco solivel em agua e muito solivel em cloroférmio. A
reacao ocorre em meio tamponado cujo pH pode variar de 4,4 a 6,4.
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Apesar de S. A Kustrin et al. terem analisado somente uma amostra de
diclofenaco, a reagio gerou um método espectrofotométrico simples e répido para
quantificar este principio ativo em formula¢gbes farmacéuticas.

5 — TECNICAS ANALITICAS PARA ANALISE DE DICLOFENACO
EMPREGADAS NO TRABALHO

5.1 Espectrofotometria

A técnica de espectrofotometria esta baseada na medida de transmitancia T ou
absorbancia A de solugdes contidas em celas transparentes tendo um caminho optico de
b cm. De forma comum, a concentragcdo ¢ de um analito absorvente esta relacionada

linearmente & absorbancia em uma faixa de concentragao.

5.2 Reflectometria

A reflectancia é uma técnica espectroscépica baseada na relagéo entre a radiagéo
refletida por uma superficie refletora e a que incide sobre ela. O fendmeno envolvido
nesta técnica, entdo, é a reflexdo. Esta consiste no retorno da radiag@o apds ter atingido
uma dada superficie (amostra) e ser parcialmente absorvida (redu¢do da intensidade) por
esta superficie. Quando a radiacéo é direcionada para a superficie de uma amostra solida
ou em suspensdo, dois tipos de reflexdo da luz podem ocorrer: a reflexdo regular e a
reflexdo difusa (Figura 5) [G. Kortum, 1969]. Se os raios de luz refletidos mantém o
mesmo paralelismo dos raios de luz incididos, o fenémeno recebe o nome de Reflexdo
Regular (ou especular). Este fenémeno, ocorre em superficies lisas e polidas. Quando os
raios refletidos perdem o paralelismo e espalham-se desordenadamente em todas as
dire¢Ges, o fenémeno recebe o nome de Reflexdo Difusa. Superficies irregulares sao
responsaveis por este tipo de reflexdo.
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(A) (B)
Figura 5: Representagdo esquemética da reflexdo regular (A) e da reflexdo difusa (B).

Em medidas de reflectancia, a leitura realizada pelo espectrofotdmetro é um sinal
da radiacdo transmitida refletida, também chamada de forca de reflexo ou reflectancia,
Tr, @ qual €& analoga & transmitancia em espectroscopia. A densidade Gptica para
medidas de reflectancia é dada por Ar = - logTg , analogo & absorbancia [M. Tubino ef al.,
1997].

Os resultados das medidas de reflectancia dependem das condicdes das medidas,
especialmente da composicéo espectral da radiagdo, do angulo de incidéncia, da textura
da amostra e do tamanho das particulas. Como a maioria dos materiais apresenta
estruturas irregulares, a espectroscopia de reflectancia difusa acaba sendo mais
empregada e explorada do que a de reflectancia especular. A espectroscopia de
reflectancia difusa & empregada quando o fenémeno de espalhamento da luz & muito
pronunciado, o que geralmente ocorre em espécies sélidas ou em suspensdo com areas
superficiais elevadas, nas regi6es do 1V (infra-vermelho), UV (ultra-violeta), e visivel [D.
Kealey, 1972; D. Kealey, 1974, Reflectance Phenomenology..., acesso em 15 jun. 2002).

Diversos modelos foram desenvolvidos para descrever, em termos quantitativos, a
intensidade da radiacéo refletida. O modelo de Kubelka e Munk € o mais usado.

A teoria de Kubelka - Munk considera sob um ponto de vista bastante simples os
processos que ocorrem quando a luz incide sobre um material (absorcdo, reflexdo e
transmiss&o), estabelecendo que o material absorve parcialmente a luz que recebe e 0
restante ¢ refletido. A proporgéo de luz absorvida depende do coeficiente de absor¢éo do
material K e a proporgéo de luz refletida depende do fator de dispersdo do material S. O
fundo sobre o qual se situa a amostra que esta sendo observada (se & transparente ou
translucido) e a espessura da amostra (densidade de empacotamento) exercem influéncia
sobre os parametros K e § [V. Marti et al., 1998 D. Reinecke ef al., 1 998].
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Analises na regido do UV - Vis utilizando especirofotdbmetro equipado com
acessorio de reflectancia difusa apresentando esfera integradora (ou de reflecténcia) e
cabo de fibra optica, pode fornecer bons resultados quantitativos de maneira simples e
rapida, como mostrado por Tubino e colaboradores [M. Tubino et al., 1997]. Na maior
parte destas analises quantitativas, as determinagdes sao feitas a partir das curvas que
relacionam a reflectancia e a concentragdo sendo que a Lei de Kubelka - Munk no é
aplicada.

5.3 Gravimetria

Em uma analise gravimétrica utiliza-se uma seglUéncia de operagbes com o
objetivo de se determinar a quantidade de um constituinte em uma amostra, por pesagem
direta deste analito ou de um dos seus derivados de composigcao estavel, conhecida e
bem definida. O procedimento utilizado numa analise gravimétrica pode ser bem
entendido pelo estudo das varias etapas sucessivas ou operagdes unitarias que compdem
este tipo de analise, ou seja. preparo da solugdo, precipitagdo, digestdo, filtragao,
lavagem, secagem ou calcinagdo [N. Baccan et al., 1995].

5.4 Titulacao potenciométrica

A titulagdo potenciométrica envolve a medida do potencial de um eletrodo indicador
como fung@o do volume de titulante usado. A informag@o obtida pela titulagéo
potenciométrica ndo é a mesma daquela obtida por medidas de potenciometria direta. As
titulagOes potenciométricas geram dados que s80 mais precisos do que os dados obtidos
por titulagbes que usam indicadores quimicos sendo particularmente uteis na analise de
solugbes coloridas ou turvas [D. A. Skoog et al., 1997].
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5.5 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € uma das técnicas analiticas de
separagao mais usadas. As razdes para a popularidade do método sdo a sua
sensibilidade, a facil adaptagdo para determinagdes quantitativas e sua ampla
aplicabilidade a substancias de grande interesse para a industria, para muitos campos da
ciéncia e para o publico [D. A. Skoog et al., 2002].

6 — METODO DE MEDIDAS REFLECTOMETRICAS USADO NESTE
TRABALHO

Em UV - Vis, as analises de reflectancia podem ser feitas facilmente com acessério
de reflectancia do espectrofotdometro que possui esfera de reflectancia (também chamada
de esfera integradora) e/ou cabos de fibra dptica (Figura 6).

Os espectrofotdmetros de reflectancia medem a quantidade de luz refletida pela
superficie sob analise em fungdo do comprimento de onda para entdo fornecer o espectro
de reflectancia.

A operagdo do espectrofotémetro consiste, basicamente, em iluminar a amostra
com luz branca e calcular a quantidade de luz que é refletida pela amostra em cada valor
de comprimento de onda. Esta detecgo é feita apds a luz refletida ter passado por um
dispositivo monocromador que separa a radiacéo nos diferentes comprimentos de onda.
O instrumento é calibrado usando uma superficie padréo branca, feita geraimente, de
BaSO..

A esfera integradora tem o objetivo de convergir os feixes de luz refletidos pela
amostra. Entdo, a luz refletida “deixa” a esfera através de uma fenda e é encaminhada
para o monocromador. Em alguns instrumentos, este percurso é feito através de um cabo
de fibra Optica [The integrating..., acesso em 08 jul. 2003].

Tradicionalmente, a esfera é feita de um material metalico e internamente é
revestida por um filme branco de BaSQ4 Algumas, no entanto, sdo revestidas por um
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polimero branco chamado Spectralon que é extremamente duravel, garantindo maior

tempo de vida ao revestimento e, conseqlientemente, & esfera.

(A) (B)
Monocromador

L

JUHU 7 )‘\ffm

( Buminagiic Difusa )

< (? Fonte de Luz

Fotodetector \ l )
~ p
Sl S ’/ A
SN >

Amostira

Figura 6: Representagdo esquematica de um espectrofotémetro (A)
com esfera integradora (B}.

Em 2003, M. Tubino et al. desenvolveram um reflectdmetro portatil, visto
parcialmente na Figura 7, como proposta alternativa a aplicagdo da espectrofotometria.
Este equipamento muito simples, ndo atinge o grau de sofisticagdo nem o custo dos
espectrofotdmetros e reflectdmetros comerciais. Isto vem, por exemplo, ao encontro das
necessidades das farmacias de manipulagéo que nac dispdem de grande capital para
investimento e que devem, de acordo com a legislagdo vigente, passar a realizar um
controte analitico em seus produtos [Anvisa..., acesso em 4 fev. 2004].

O reflectometro é constituido de uma cela de PTFE {politetrafluoroetilenc) preto,
equipada com um LED (Light Emitter Diode - Diodo Emissor de Luz) e um LDR (Light
Dependent Resistor - Resisténcia Dependente de Luz) posicionados no mesmo plano em
um angulo de 45° com respeito & superficie refletora e a um angulo de 90° entre si.
Entretanto o vértice deste anguio nédo ultrapassa a superficie refletora mas fica sempre de
3,5 - 45 mm acima para evitar o componente especular. O valor de resisténcia do LDR
varia com a intensidade de luz que incide sobre sua superficie. Uma bateria de 9 V em
série com um potencidmetro variavel de 10 kQ alimenta o LED. A resisténcia do LDR é
medida por um multimetro. Os valores de resisténcia obtidos com o multimetro estéo
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associados a intensidade de luz refletida pela solugao em estudo e com a concentragéo

do analitc. A cela de analise é confeccicnada em PTFE branco.
LDR LED

Figura 7. Esquema parcial do reflectémetro portati! mostrando cela reflectométrica (A) e
cela de analise (B) para medidas de reflectancia com as respectivas dirmensdes em mm.

Este sistema serviu para anélise quantitativa de niguel em um catalisador [M.
Tubino et al., 2003]. As leituras de resisténcia foram relacionadas com a concentracao do
complexo colorido de niquel com dimetilglioxima, sendo diretamente proporcionais, de

acordo com a equagao (!l) obtida empiricamente.

AR =k x C; (I

Sendo: AR = Variagdo de resisténcia do LDR indicada no multimetro,
Ci = Concentragéo do analito na solugéo e k = constante de proporcionalidade.
O mesmo sistema também foi usado para determinagdo quantitativa de acido

acetilsaticilico baseado na formagao de complexo de cor roxa [M. Tubino et al., 2004].

7 - VALIDACAO EM QUIMICA ANALITICA

O teste de validagdo de um método analitico é feito para assegurar que uma
metodologia analitica é exata, especifica e reprodutivel na extensdo que o analito sera

analisado. A validagdo do método mostra a certeza e confianca deste método e &
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algumas vezes referida como "um processo gue comprova o que o metodo propde”
(F. Leite, 2002; H. Fabre et al, 1993; R. Kellner et al., 1998). Laboratdrios devem realizar
métodos de validacao para estar em concordancia com as regulamentacdes da FDA (US
Food and Drug Administration — Administragdo de Alimentos e Drogas dos Estados
Unidos). Para medicamentos. os métodos de validagdo por HPLC, especificagdes da
FDA. USP (United States Pharmacopeia — Farmacopéia dos Estados Unidos) e da ICH
(International Conference on Harmonization - Conferéncia Internacional em
Harmonizacao) ditam as normas para realizar esta validacao [G. A Shabir, 2003].

As figuras de mérito analisadas neste trabatho tiveram como referéncia as normas
da ICH [Text on..., 2003, Validation of..., 2003], com excec¢do do ensaio de exatidao que
se baseou em método descrito na USP. S&o as que seguem, de 7. 1a7.8[V. A Fassel et

al., 1975; Comission Decision..., 2002].

7.1 Linearidade

A linearidade pode ser avaliada pela inspeg¢éo visual de sinais que sado fungdo da
concentragdo do analito. Quando se tem uma relacéo linear entre os dados, podem ser
realizados testes estatisticos, por exemplo, por calculo da linha de regressao pelo método
dos minimos quadrados, e o coeficiente de correlagao pode ser encontrado através do

desvio dos pontos dos dados da curva em relagio a linha de regressao.

7.2 Faixa linear

A faixa linear € normalmente obtida dos estudos de linearidade e depende da
aplicacdo que se quer fazer do procedimento. E estabelecida pela confirmacdo de que o
procedimento analitico fornece um grau aceitavel de linearidade, exatidao e precisédo
guando aplicado para amostras contendo quantidades do analito entre os extremos da

faixa especificada do procedimento analitico.
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7.3 Sensibilidade

A sensibilidade de um instrumento ou de um método é uma medida de sua
habilidade em discriminar entre pequenas diferengas na concentragio de um analito. Dois
fatores limitam a sensibilidade: a inclinagio da curva de calibragio e a reprodutibilidade
ou precisao do dispositivo de medida. Para dois métodos que tenham a mesma precisao,
aquele que tem a curva de calibragdo mais inclinada serd o mais sensivel. A definicdo
quantitativa de sensibilidade que é aceita pela IUPAC ¢ a sensibilidade de calibragdo, que
€ a inclinacéo da curva de calibragéo a uma dada concentracdo de interesse.

7.4 Limite de deteccdo

O limite de detecg@o é definido como a menor concentragio de um analito que
pode ser detectada. Ele especifica se um analito esta acima ou abaixo de um certo valor.
O limite de detecgdo pode ser calculado com base no desvio padréo e na inclinacio da
curva analitica possuindo a seguinte férmula {ll1):

LD=3,3(8D¢)  (m)

Sendo. LD = Limite de detecgdo, SD = Estimativa de desvio padric e
S = Coeficiente angular (sensibilidade).

A estimativa de desvio padrdo pode ser determinada baseado na estimativa de
desvio padr&o do branco, no desvio padréo residual da linha de regresséo ou no desvio
padréo do intercepto y da linha de regresséo.
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7.5 Limite de determinacao

O limite de determinagao ou quantificacéo é definido como a menor concentragéo
de um analito em uma amostra que pode ser determinado com precisao e exatidao
aceitaveis em condi¢cdes operacionais estabelecidas do método. Seu calculo € baseado
no desvio padrdao e no coeficiente angular da curva analitica de acordo com a
formula (V).

LD=10804) ()

A estimativa de desvio padrdo pode ser determinada como no caso do limite de
detecgéo.

7.6 Seletividade

A seletividade ou especificidade indica a habilidade do método em medir com
exatiddo a quantidade do analito na presenca de todos componentes potenciais da
amostra. A quantidade determinada do analito em misturas contendo o analito e todos
seus componentes (formulacdo do placebo, intermediarios de sintese, excipientes,
produtos de degradagao, impurezas de processo, etc.) é comparada com a quantidade
determinada de uma solugio contendo somente o analito. Outros potenciais componentés
sdo gerados pela exposicgo do analitc em condigbes extremas suficientes para
degrada-lo até atingir um grau de pureza entre 80 - 90%. Para preparagdes
farmacéuticas, condicdes extremas como meio &cido (HCI 0,1 mol L"), basico
(NaOH 0,1 mol L") e oxidante (H20, 3%) sdo tipicos. Para se afirmar que o método é
seletivo, deve-se ter certeza que os componentes da amostra nao interferem na analise
do analito.
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7.7 Precisdo

A preciséo € a medida do grau de repetibilidade de um método analitico sobre uma
operagao normal e é geralmente expressa como o desvio padréo relativo em
porcentagem (% RSD) para um numero estatisticamente significativo de amostras. A
precis&o pode ser obtida em 3 diferentes niveis: repetibilidade (intra - ensaio), preciséo
intermediéria (inter - ensaio) e reprodutibilidade. A repetibilidade indica os resultados de
um método operado em um curto espaco de tempo sobre as mesmas condigbes. Pode
ser determinado de um minimo de 9 determinacdes cobrindo uma extensao especifica do
procedimento (por exemplo, 3 concentragbes, 3 repeticdes cada). Para dizer que ©
método é preciso o valor de % RSD deve ser menor ou igual a 10%. A precisdo
intermedi&ria indica os resultados das variagdes no laboratério como dias diferentes,
analistas diferentes, etc. A reprodutibilidade é determinada testando-se as amostras em
laboratérios diferentes.

7.8 Exatiddo

A exatid&o € a proximidade dos resultados dos testes obtidos pelo método analitico
em relacao ao valor verdadeiro. Existem diferentes modos pelos quais se pode determinar
a exatidao. Ela pode ser obtida pela analise de uma amostra de concentragcdo conhecida
(material de referéncia) comparando-se o valor medido com o valor verdadeiro. Também
pode ser obtida pela comparagdo dos resultados obtidos do novo método com os
resultados de um procedimento alternativo e bem caracterizado que ja se sabe ser exato.
Uma outra maneira é através da fortificagdo de uma amostra adicionando gquantidade
conhecida do analito (padrao).



27

Capitulo III

ESTUDO DO METODO
ESPECTROFOTOMETRICO
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Os reagentes utilizados em todos os estudos s&o de grau analitico. Os padrées de
diclofenaco s@o de grau farmacéutico e os solventes usados no método de referéncia
para estudos de exatiddo sdo de grau HPLC. As solucdes foram feitas usando-se agua
deionizada obtida em deionizador Milli Q-Plus. O uso de agua destilada no lugar de agua
deionizada n&o ocasiona nenhuma diferenca nas analises. Mesmo assim, optou-se pelo
uso de agua deionizada para se tentar evitar a0 maximo os problemas com possiveis
interferentes.

No caso das solugbes preparadas, uma quantidade (massa ou volume) adequada
do reagente foi medida e transferida quantitativamente para baldo volumétrico. Utilizou-se
agitagéo constante ou ultra-som no processo de dissolugo quando necessério.

A unidade de concentragéo das solugdes foi expressa em mg mL", visto que é
usual expressar concentragcdo em preparagSes farmacéuticas comerciais usando-se esta
unidade.

As amostras de medicamentos foram adquiridas no comércio farmacéutico local.

A amostragem foi feita através da pesagem de 40 comprimidos (equivalente a duas
caixas de medicamento de mesmo lote), tanto para diclofenaco de sédio quanto para
diclofenaco de potdssio. As Farmacopéias recomendam o uso de 20 comprimidos mas
como o medicamento foi estudado por cinco métodos diferentes, fez-se necessario o uso
de maior quantidade de amostra.

Estes comprimidos foram triturados em almofariz e as massas transferidas para os
respectivos frascos de vidro. A dissolugdo das amostras comerciais foi feita a fim de se
obter solugéo de concentragio 7,0 mg mL™ de diclofenaco. Para obtengdo da solugao foi
dissolvida uma quantia equivalente do medicamento usando-se 6.00 mL de agua a 85°C
seguida de agitacéo por 1 minuto. A suspensdo resultante foi mantida em banho-maria a
85°C por 5 minutos e depois centrifugada por 1 minuto a 58,3 rps (rotagbes por segundo).
Filtrou-se em papel de filtro qualitativo e coletou-se em baldo volumétrico de 25,0 mL.
Foram feitas mais duas dissolucdes seguindo o mesmo procedimento. Finalmente
adicionou-se agua a 85°C, através do papel de filtro, para completar o volume do baldo
até a marca.
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1 - MATERIAL

1.1 Preparo de solugcées

No estudo deste método foi usado cloroformio para extragéo do complexco de
diciofenaco de cobre(ll).

1.1.1 Solucdo de acetato de cobre(ll) com acide acético 9:1 (v/v)

As solugbes de acetato de cobre(ll} de concentragbes 40,0, 50,0, 60,0 e
70,0 mg mL' (0,20; 0,25; 0,30 e 0,35 mol L") foram preparadas pela dissolu¢do de
quantidades adequadas do sal Cu(CHsCO,)2.H,0 (massa molar 199,65 g mol”') em agua
e posterior adicio de &cido acético 0,6 mg mL" (0,1 mol L") na proporgdo 9:1 (v/v)
agua / acido acético.

1.1.2 Solucdes tampdo [R. M. V. Assumpcgéo et al., 1968]

O ph dos tampdes foi medido com eletrodo de vidro combinado com o de
calomelano, empregando-se pHmetro. As solugbes tampéo foram estocadas na geiadeira.

a) Tamp&o acetato 1 (preparado com &cido acético 1,0 mol L™ e hidréxido de sédio
1,0 mol L™).

Foram adicionadas quantidades diferentes de hidroxido de sédio 1,0 mol L (24,3 a
48,3 mL) para um volume fixo (50,0 mL) de acido acético 1,0 mol L™ de modo a obter
soluctes compH 4,6; 5,0, 5,5,60e6,4.

b) Tampéc acetato 2 (preparado com &cido acético 2,0 mol L™ e acetato de sédio
2,0mol L.

Para obtencéo deste tampac (pH 5,3) foram dissolvidos 13,6247 g de acetato de
sddio com 5,70 mL de acido acético P. A., em balao volumétrico de 1,0 L sendo o volume
completado com agua.
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¢) Tampé&o fosfato (preparado com fosfato de potassio 0,1 moi L™ e hidroxido de
sédio 0,1 mol L),

Para obteng@o deste tamp&o (pHs 5,8 e 6,2) foi adicionado hidroxido de sodio
0,1 mol L (37 e 86 mL respectivamente) a um volume fixo (50,0 mL) de H.KPO.,
0,1 mol L™ {massa molar 136,09 g mol™).

d) Tamp&o Mcllvaine (preparado com fosfato dissodico 0.1 mol L™ e acido citrico
0,1 mol L™"):

Para obtencéo deste tampdo (pHs 4,6; 54 e 6,2) foi adicionado Na;HPQ,
0,1 mol L™ (9.4; 11,2 e 13,2 mL respectivamente) a 10,7; 8,9 e 6,8 mL de acido citrico
0,1 mol L™ (massa molar 141,96 g moi™!) respectivamente.

1.1.3 Sais de metais alcalinos
a) Cloreto de potassio

Para obtencdo de solucdo de cloreto de potassio (massa molar 74,56 g mol™)
149,1 mg mL™ (2,0 mol L") foram dissolvidos 7,4602 g do sal em 50,0 mL de agua.

b) Cloreto de sédio

Para obteng&o de solucdo de cloreto de sédio (massa molar 58,44 g mol™)
116,9 mg mL™" (2,0 mol L™) foram dissolvidos 3,7280 g do sal em 25,0 mL de agua.

c¢) Tetrafluorborato de sddio

Para obtengdo de solugdo de tetrafluorborato de sodio (massa molar

109,80 g mol') 2196 mg mL™ (2,0 mol L™) foram dissolvidos 5,4895 g do sal em 25,0 mL
de agua.
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d) Brometo de potdssio

Para obteng¢do de solugdo de brometo de potassio (massa molar 119,01 g mol™)
238,0 mg mL™ (2,0 moi L") foram dissolvidos 5,9505 g do sal em 25,0 mL de agua.

e) Perclorato de potassio

Para obtencdo de solugdo de perclorato de potassio (massa molar 138,55 g mol™)
13,86 mg mL™" (0,1 mol L") foi dissolvida 0,3464 g do sal em 25,0 mL de agua.

1.1.4 SolugBes padréo
Foram feitas solugdes padrao de diclofenaco de sadio e diclofenaco de potassio de

concentracdes 1,0; 5,0; 7,0; 10,0; 15,0; 20,0 e 25,0 mg mL" através de dissolugdo de
quantidades adequadas do principio ativo em 25,0 mL de agua. Os padrGes utilizados
foram secos em estufa @ 110°C por 3 h e deixados em dessecador com pentdxido de
fosforo. Estes padrdes foram cedidos gentilmente pela empresa NORTEC acompanhadas
dos respectivos certificados de analise (Anexo 1).

1.2 Aparelhos e acessorios

Para o estudo do método espectrofotométrico foram utilizados os
espectrofotdmetros Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech) e FEMTO 600 S. As cubetas
usadas sdo de vidro com caminho oéptico de 1,0 cm. Uma centrifuga FANEM 206 BL
também foi utilizada.

2 — PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para obtencdo dos espectros do complexo de diclofenaco de cobre(ll} foram
adicionados, em um funil de separagdo, (para cada 2,0 mL de solugdc padrdo de
diclofenaco de sddio): 3,0 mL de acetato de cobre(ll} 50,0 mg mL' 40 mL de tampéo
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acetato (pH 5,3) e 2,0 mL de cloroférmio. O funil foi agitado por 3 minutos. Houve a
formagéo de duas fases. A fase inferior, contendo o composto extraido em cloroférmio, foi
coletada em um tubo de ensaio. Foram feitas mais duas extracdes, da mesma amostra,
com 2,0 e 1,0 mL de cloroférmio respectivamente totalizando 5,0 mL de solugdo de
cloroférmio. Este procedimento também foi usado para obtencdo da curva analitica e para
analise de preparagdes farmacéuticas comerciais.

Apos as extragbes as medidas de absorbancia nas solucées de cloroférmio foram
feitas em cubeta de vidro de 1,0 cm de caminho 6ptico a 680 nm.

Na otimizagdo do pH para extracdo do complexo e também na otimizagcido da
concentracdo de acetato de cobre(ll), manteve-se a proporgdo (em volume) das solucdes
em 2:3:4 (padréo ou amostra, acetato de cobre(ll) e tampao). Foram feitas trés extragdes
tendo-se um volume total de cloroférmio de 5,0 mL.

O estudo da eficiéncia da extragéo do complexo com cloroférmio foi feito através da
realiza¢do, apds a adigéo dos reagentes, de uma a quatro extragdes com cloroférmio. A
Tabela 3 relaciona os ensaios com o volume de cloroférmio utilizado em cada extracao
tendo-se um volume total final igual a 5,0 mL.

Tabela 3: Relagéo dos volumes de cloroférmio utilizados para extragdo em cada ensaio (1 a 4
extragbes). Volume total final igual a 5,0 mL por ensaio.

E'nsaios Volume em cada extragéo /
Numero de
" mL

extraches

1 50

2 25 25

3 20 20 1,0

4 1.5 1,5 1,5 05

Depois deste estudo foi feito ensaio extraindo o complexo com 7,0 mL de
cloroférmio de uma vez, seguido de concentragdo para 5,0 mL por evaporacao, em
banho-maria, do solvente. O mesmo estudo foi feito usando 10,0 ml. de cloroférmio de

uma vez seguido também de concentragso para 5,0 mL por evaporacgao do solvente em
banho-maria.
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O estudo da forga idnica da solugéo foi feito através da adi¢do de 1,0 mL de um sal
logo apds a reagao de complexacdo com o acetato de cobre(ll). Foram usados cinco sais
diferentes e em um dos casos foi adicionado somente agua. Foram feitas trés extra¢des

com cloroformio (Vi final = 5,0 mL).

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Obtencado de espectros do complexo de diclofenaco de
cobre(ll)

Foram obtidos espectros de 400 a 800 nm do complexo de diclofenaco de cobre(ll),
extraido em cloroférmio, em trés concentragbes diferentes utilizando padréo de

diclofenaco de sédio (Figura 8).
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Figura 8 : Espectros do compiexo de diclofenaco de cobre(ll) extraido em cloroformic
(400 a 800 nm) usando padrdo de diclofenaco de sodio.

O complexo de diclofenaco de cobre(ll), de cor verde, apresenta absorgéo maxima
proxima de 680 nm. Sendo assim, este foi o comprimento de onda usado para as

analises.
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3.2 Primeiros estudos

Nos primeiros estudos foram feitos testes utilizando cubetas de vidro de 1,0 e de
2,0 cm de caminho dptico. A cubeta de 2,0 cm de caminho 6ptico foi usada, no inicio,
devido a ineficiéncia na extragdo do compiexoc. Com a otimizagdo da extracdo, a cela de
1,0 cm de caminho oéptico mostrou-se adequada. Foram feitos, também, testes com
adigdo de tampao, feito com acido acético e acetato de sédio, antes e depois da adicio
de solucio de acetato de cobre(ll). Concluiu-se que é melhor adicionar o tamp&o depois
da solugéo de acetato de cobre(ll). A concentragdo da solugdo de acetato de cobre(ll)
usada inicialmente foi de 50,0 mg mL!' e o pH do tamp&do, feito com acido acético e
acetato de sodio, usado foi §,3. Um estudo da concentrago de diclofenaco a ser usada
na analise (Tabela 4) também foi feito com solugdes padrdo de diclofenaco de sédio em
trées concentragbes diferentes. Para otimizar o0s resultados em andlises
espectrofotomeétricas, a solugdo a ser medida deve gerar um sinal entre 75,0 e 20,0 % de
transmitancia, ou seja, entre 0,125 e 0,699 de absorbancia a fim de minimizar o erro
ocasionado pelos efeitos do ruido instrumental.

Tabela 4: Estudo para escolha da solugdo de diclofenaco para anélise.

Cona/mgmL7"* A*
_ 50 0,304
Padrao 7.0 0,485
10,0 0,790

* Cpne = Concentracio de diclofenaco de sodio
** A = Absorbancia em 680 nm

A solugdo de concentragdo 7,0 mg mL™ foi a que gerou resultado mais adequado
e, portanto esta foi a concentragdo usada nas andlises das amostras, ou seja,
considerando o valor nominal da quantidade do principio ativo farmacéutico, as solugdes
foram preparadas de modo a conter, no final, cerca de 7,0 mg mL™.
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3.3 Otimizacédo do pH para extragcdo do complexo

Antes de iniciar esta analise, para controle, mediu-se o pH das diversas solugdes
usadas na anatise:

e pH solugdo padrao 7.0 mg mL* = 7,10
o  pH solugdo de acetato de cobre(ll) 50,0 mg mL™" = 5,50
e pH solugdo padrdo 7,0 mg mL™" + solugdo de cobre(ll) 50,0 mg mL™" = 5,38

Seguindo o procedimento descrito por Kustrin et al., 1991, a solucao tampéo foi
feita com &cido acético 1,0 mol L e hidréxido de sédic 1,0 mol L. Foi feito um estudo
baseado neste procedimento utilizando a solugdo tamp&o em diferentes pHs. Foram
obtidos, assim, os valores de absorbancia para solugéo padrao de diclofenaco de potassio
7.0 mg mL" apds sua reagdio de complexagsio com acetatoc de cobre(ll) 50,0 mg mL"
como mostra a Tabela 5. Os valores de pH final foram obtidos apds a adi¢do de todos os

reagentes (solucdo padrao, solugdo de acetato de cobre(ll) e a respectiva solucdo
tampao).

Tabela § : Dados obtidos da reagdo de complexag¢do. A absorbéncia se refere a trés extragbes
com cloroférmio (volume total final de 5,0 mL).

Tampao pH final A*
4,6 48 0,081
50 5,1 0,124
53 53 0,476
8,0 59 0,416
6,4 6,1 0,409

* A = Absorbancia em 680 nm
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Pela Tabela 5 pode-se notar uma pequena diferenga nos valores do pH da solucéo
final em relacdo ao valor do pH do tampéo preparado. Estas pequenas variagdes para
mais e para menos nao interferem nas analises. No caso em que se usou solugio tampéao
PH 5,3 ocorre a maior extracéo do complexo visto o maior valor de absorbancia. Sendo
assim, a solugéo tampé&o pH 5,3 foi a escolhida para ser usada nas analises.

Seguindo procedimento descrito por R. M. V. Assumpc¢do et al., 1968 resolveu-se
preparar a solug2o tamp@o pH 5.3 usando-se acido acético e acetato de sédio por
questdes de praticidade.

Para tentar obter a maior extragdo possivel do complexo, foram feitos testes
usando tampao fosfato H.KPO, / NaCH nos pHs 58 e 6,2 e tamp&o de Mclivaine nos
pPHs 4,5; 5,4 e 6,2. O fosfato interferiu nas analises e, portanto, néo foi usado.

3.4 Otimizag&o da concentragdo de acetato de cobre(ll)

Segundo Kustrin et al., 1991; a solugdo de acetato de cobre(ll) deve conter também
solugdo 0,6 mg mL™" de &cido acético a fim de se evitar sua hidrélise. Foram feitas
solugGes de cobre(ll) com concentracdes variando de 40,0 a 70,0 mg mL". Nao é
possivel obter solugbes mais concentradas j& que ocorre a saturagdo. Estas solucdes
foram feitas com e sem adiggo de solugdo de acido acético 0,6 mg mL™! na proporgao
9:1 (v/v) agua / acido acético, para ver se realmente era necessario seu uso.

Foi usada solugdo padréo de diclofenaco de sédio de concentragdo 7,0 mgmL™. O
tamp&o usado foi feito com acido acético e acetato de sédio (pH 5,3). Os espectros de
diclofenaco de cobre(ll) obtidos usando-se acetato de cobre(ll) com e sem &cido acético
podem ser vistos na Figura 9.
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Figura 9: Espectros de diclofenaco de cobre(ll) extraido em cloroférmio acompanhados das
respectivas ampliagdes, (a) e (b;), para melhor visualizagdo. Complexagdo com adi¢do de
solug§o de écido acético 0,6 mg mL™? (A) e sem sua adi¢c&o (B). Ccuac = Concentragdo de acetato
de cobre(l]).
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Tabela 6: Dados obtidos da reagdo de complexagdo (extragdo com cloroférmio) entre solugdo
padréo de diclofenaco de sédio 7,0 mg mL" e solugbes com diferentes concentragbes de acetato
de cobre(ll) feitas com e sem adicdo de solugdo de écido acético 0,6 mg mL".

A *%
Ccuac / mg mL** Com acido Sem acido
acético aceético
40,0 0,438 0,354
50,0 0,495 0,412
60,0 0,494 0,408
70,0 0,494 0,405

* C cuac = Concentracdo de acetato de cobre(ll)
** A = Absorbancia em 680 nm

Como visto na Tabela 6, quando se usou acido acético na solugdo de cobre(ll)
obteve-se maior absorgio.

Pelos resultados obtidos, foi escolhida para as andlises seguintes a solugéo de
acetato de cobre(ll) 50,0 mg mt™ contendo acido acético pois nas concentragbes maiores
de acetato de cobre(ll} (60,0 e 70,0 mg mL™), o valor de absorbancia permaneceu
constante.

3.5 Estudo do namero de extragcdes do complexo com
cloroférmio

O processo de extrag&o é governado pela Lei de DistribuigZo ou Lei de Partigéo,
que estabelece que se uma substancia for adicionada a uma mistrura de dois liquidos
n&o-misciveis ou ligeiramente misciveis, ela se distribui entre as camadas de modo gue a
razédo de sua concentragdo em um solvente para a sua concentragdo no outro solvente
permanece constante a uma determinada temperatura [C.C. Andrei et al., 2003].

A raz&o entre as concentragdes & denominada coeficiente de particdo ou de
distribuicdo. Portanto, guando uma substancia sofre particdo entre um solvente orgénico
extrator e a agua, o coeficiente de particdo pode ser representado pela equagao {V):

c
p--0 V)

A
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Sendo: P = Coeficiente de particdo, Cp = Concentragéo da substancia no solvente
extrator e Ca = Concentracdo da substancia na agua.

Qualquer substancia cujo coeficiente de particdo seja maior que 1 pode ser
extraida eficientemente da fase aquosa [C. C. Andrei et al.,, 2003]. A extragdo é mais
eficiente quando se divide o solvente extrator em diversas porgdes, realizando a extragao
em varias etapas em vez de realizd-la em uma Unica etapa com o volume total de
solvente utilizado nas varias extragdes individuais.

Foi testado o nimero de extragdes (1 a 4) do complexo em cloroférmio, tendo
5.0 mL como volume total, através da medida da absorbancia a 680 nm do complexo em
cloroférmio obtido com solucdo padrdo 7,0 mg mL” de diclofenaco de sédio, como

mostrado na Figura 10.
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Figura 10: Absorbéancias a 680 nm do complexo de diclofenaco de cobre(ll} extraido em
cloroférmio. Uso de uma a quatro extragdes do complexe com volume total final igual a 5,0 mL
para cada caso.

Pela Figura 10, nota-se um aumento gradual nos valores de absorbancia enquanto
se aumenta o numero total de extracfes. Porém, ao mudar de trés para quatro extracdes

percebeu-se que o valor de absorbancia manteve-se constante.
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Para tentar facilitar ainda mais o procedimento tentou-se fazer extragéo com maior
quantidade de cloroférmio seguido de concentracgo para 5,0 mL de clorofdrmio através

de evaporag&o do solvente. Os resultados obtidos se encontram na Tabela 7.

Tabela 7: Dados obtidos da reagdo de complexacdo entre solugdo padrio de diclofenaco de
sodio 7,0 mg mL"' e soluggo de acetato de cobre(lf) 50,0 mg mL™" fazendo extragdo com diferentes
volumes de cloroférmio.

VCHCI; / mL * A*
7,0 0,303
10,0 0,398

*VCHCI; = Volume de clorofdrmio
** A = Absorbéancia em 880 nm

Os valores obtidos indicam menor extragdo do complexo comparado ao caso em
que se fez trés extragdes (A = 0,482). Sendo assim, foram feitas trés extracdes do

complexo de diclofenaco de cobre(ll) com cloroférmio.

3.6 Estudo da forga i6nica da solucdo

A relagéo entre atividade a, de uma espécie e sua concentragdo em mol L [X] &

dada pela equacgdo (VI):
ay = vx[X] (V1)

Sendo y, uma quantidade adimensional chamada cosficiente de atividade. Este
coeficiente, e portanto a atividade de X, varia com a for¢a idnica de uma solugdo de modo
tal que o uso de ax em vez de [X] em célculos de equilibrio, permite gue se obtenha um
valor numérico independente da forga idnica. A forga idnica | é definida pela equagio
(VI):

f= %{{xdzf-’ + {xz}zzz + [xa}zs-" + } (Vi)
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Sendo [X4], [Xz], [X3]... as representagdes da concentragdo em mol L dos varios
jons em solugdo e Zy, Z;, Z;... suas respectivas cargas. No calculo da forga idnica €
necessario levar em conta todas as espeécies idnicas na solucéo, ndo apenas as reativas.

Kustrin et al., 1991, usaram cloreto de potassio para reagdao de complexagdo do
diclofenaco para manutencdo da forga i6nica. Neste trabalho foi feito um rapido estudo
para verificar se era necessaria (ou nao) a presenca de cloreto de potassio (ou algum

outro sal) na andlise. Foi usada solugdo padrdo 7,0 mg mL’ de diclofenaco de sédio
(Figura 11).
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Figura 11: Espectros relativos ao estudo da presenga de sais na reagdo de complexagdo
de solugdo padrdo de diclofenaco de sodio com acetato de cobre(ll) (A). Ampliagdo de parte dos

espectros (B). Extragao com cloroformio.

Para o calculo da forga i6nica foram considerados todos os ions em solugdo: Na™ e
C14H1oClzNO; (diclofenaco de sodio), H® e Ac™ (&cido acético), Na* e Ac™ (acetato de
sadio), Cu®*e Ac” (acetato de cobre(ll)) e os ions dos respectivos sais. Para todos os sais,
a excecdo do KCIO, (1 = 0,32), obteve-se | = 0,53. Isto ocorre porque a forga iénica de um
eletrélito que possui ion de carga unitaria € idéntico & concentragdo molar do sal. O
eletrolito, neste caso, aumenta a solubilidade do diclofenaco de sodio por forgas

eletrostaticas de atragdo e repulsdo que existem entre os ions desse eletrélito e os
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envolvidos no equilibrio (ions diclofenaco) e, sendo assim, quanto maior a forga idnica,
maior a solubilidade.

Com relagéo ac caso em que se usou agua (espectro representado em cor preta)
néo foi notada diferenca significativa na extracdo do diclofenaco em relacdo aos outros
sais (diferen¢a em torno de 0,01 unidades de absorbancia) e, sendo assim, optou-se por
nao usar sais para aumentar a forga idnica da solugdo, simplificando o procedimento.

3.7 Figuras de mérito

Neste estudo foram analisadas oito figuras de mérito sendo feitos dois estudos de
exatidao.

As frés primeiras figuras de mérito (linearidade, faixa linear e sensibilidade -
Capitulo Il itens 7.1 a 7.3) foram obtidas através da andlise da curva analitica. Para iSS0,
foram feitas medidas em triplicata
com solugbes padrao de diclofenaco de sédio e de diclofenaco de potassio como
mostrado na Tabela 8.

Tabela 8: Dados espectrofotométricos para construcdo da curva analitica do diclofenaco de sédio
e do diclofenaco de potassio.

Co/mgmL”"*| Ay** g *** A ™ s
1,0 0,012 0,006 0,006 0

50 0,297 0,007 0,274 0,007

7.0 0,480 0,015 0,481 0,054

100 0,784 0,012 0,736 0,022

15,0 1,240 0,027 1,165 0,048

20,0 1,707 0,025 1,641 0,057

250 2,031 0,026 2,015 0,026

* Cp = Concentracéo de diclofenaco

** Ana € Ak = Absorbancia média (N = 3) para diclofenaco de s6dio e diclofenaco
de potassio

*** s = Estimativa de desvio padrio
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Figura 12: Curva analitica para diclofenaco de sédio - D na (A) e diclofenaco de
potassio - D x (B). Absorbancia medida em 680 nm. Extragdo com cloroférmio.
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Tabela 9: EquacgGes obtidas das curvas analiticas.

Equagdo

Coeficiente de correlacédo

A=-0101+ 0,087 C pna
A=-0115+0,086 C pk

r=0,9984
r=0,9983

Neste estudo, para o célcuio do limite de detecgéio e do limite de determinagéo
usou-se a estimativa do desvio padrao do branco cujo valor foi 0,005 (10 medidas).

Para obtencdo da seletividade (Capitulo ll, item 7.6) as andlises foram feitas
usando sclugdo de NaOH 0,1 mo!l L' e de H;0, 3% (o diclofenaco foi dissolvido
diretamente nestas solugdes obtendo-se solugdo 7,0 mg mL™). O diclofenaco nio é

soluvel em HCI.

A preciséo (intra e inter - ensaio) foi obtida através da analise, durante 5 dias, de 3
solugdes da curva analitica (5,0; 10,0 e 15,0 mg mL‘1) feitas com uma solugéo estoque de

20,0 mg mL™" (Capitulo I, item 7.7).

Tabela 10: Dados para determinagéo da preciséo do método espectrofotométrico.

Espectrofotometria
pia; %/, %Rslgt[i- prieae %RSD
mg mL ANa ki Sna LT Y (N=5) AK** Sy X** (N=5)
1 0,30 0,01 2,0 0,25 0,01 3,6
2 0,31 0,01 3,2 0,28 0,01 50
3 50 0,30 0,01 2,0 0,30 0,01 1.7
4 0,30 0,01 27 0,29 0,01 2,4
5 0,31 0,01 22 0,29 0,01 42
Inter - ensaio | 0,30 0,01 2.4 0,28 0,01 3,4
1 0,83 0,03 3,0 0,74 0,04 50
2 0,81 0,02 3,4 0,74 0,02 2,0
3 10,0 0,75 0,01 1,2 0,73 0,01 1,7
4 0,77 0,02 2,0 0,73 0,02 32
5 0,78 0,02 2,1 0,72 0,01 1,3
Inter - ensaio 0,79 0,02 23 0,73 0,02 2,6
1 1,37 0,04 3,0 1,25 0,02 1,3
2 1,36 0,02 1,2 1,24 0,03 2,3
3 15,0 1,30 0,03 2.1 1,23 0,03 2.1
4 1,33 0,03 26 1,24 0,03 2,7
5 1,36 0,04 2,7 1,29 0,03 2.3
Inter - ensaio 1,34 0,03 2.3 1,25 0,03 21

* Cp = Concentragdo de diclofenaco

** Ana € A = Absorbancia média (N =5) para diclofenaco de sédio e diclofenaco de potassio
*** Sna € Si = Estimativa de desvio padrio para diclofenaco de s6dio e diclofenaco de potassio
** %RSD = Estimativa de desvio padrio relativo (%RSD =s/A x 100), sendo A a absorbancia

média
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No presente trabalho, a exatiddo [B. de B. Nefo et al., 1995; G. D. Christian, 1986;
R. Caulcutt et al., 1989; J. C. Miller ef al., 1993] foi avaliada mediante comparagéo de
resultados obtidos na determinacgéo de diclofenaco em amostras de medicamento pelo
método proposto e pelo método HPLC recomendado pela Farmacopéia Norte Americana.

Abaixo encontram-se as Tabelas 11 e 12 com os parametros de validacao (figuras
de mérito) obtidos para o método espectrofotomeétrico.

Tabela 11: Parametros de validacéo para o método espectrofotométrico.

Parametros Na K
Linearidade 0,9984 0,9993
Faixa linear (mg mL™) 1,0-25,0 1,0-25,0
Sensibilidade (unidades de absorbancia/mg mL™) 0,087 0,086
Limite de detecgdo — DL (mg mL™") 0,2 0,2
Limite de determinagdo — QL (mg mL™) 1 0,6 0,6
Selstividade (especificidade) ::fggﬂ’/: mol L Egi:::g: Egzzle
Precis&o(repetibilidade) i %RSD (N = 5) **
' Intra - ensaio 1
Co / mgmL* Dia Inter - ensaio
K 2 3 4 5
50 1199 319 197 270 224 2,42
Na 10 302 343 1,19 1,9 205! 2,33
15 13,00 1,18 2,08 2,55 2,73 2,31
50 1359 502 167 241 415! 3,37
K 10 15,01 2,02 165 315 125! 2,62
15 11,28 233 212 267 2,32 2,14

* Cp = Concentracédo de diclofenaco
** 95RSD = Estimativa de desvio padrdo relativo para cinco determinagdes em cada dia

Deve-se lembrar que s6 se pode afirmar que o método é seletivo apéds a certeza de
que a resposta obtida deve-se por causa do analito ou de um derivado deste. A resposta
“possivel” indica que os testes de seletividade preliminares para diclofenaco foram

positivos.
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Tabela 12; Comparagdo do método espectrofotométrico com o método oficial da Farmacopéia

Norte Americana (HPLC).

Mpna /M *its mMpk/ M *its
Amostras 0 / VN - ° /«/ﬁ
Método | Método Método | Método
proposto| USP proposto USP
Comprimido| 46+2 [461+04| 48+2 |474+04
Injetave! 7412 76 +1 73+2 74+2

*Mpne € Mpk = Massa média de diclofenaco de sédio e de diclofenaco de potassio
= t-distribui¢do com 95% de confianga com (N-1) graus de liberdade

s = Estimativa de desvio padrio da concentragio média de diclofenaco de s6dio e de
diclofenaco de potassio

N = Namero de anélises sendo 5 para método proposto e 3 para método USP
%ﬁ = Limite de confianga para a média m de N medidas repetidas

Tabela 13: Comparagédo entre os valores de t-Student obtido e tabelado. N = 5.

Amostras Diclotenaco de sédio Diclofenaco de potéassio
tovtico tiabetado Lovtico t@slado
Comprimido | 0,05a 1,56 278 0,01a1,70 278
Injetavel 0,48 a 1,54 ' 0,28 a 1,56 ’

* lonico = Valores de t-Stude~* obtidos em 5 analises

A analise dos resultados obtidos pelo teste t de Student comparativo revelou que
todos os valores estavam concordantes dentro do grau de confianca de 95%.
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Capitulo IV

ESTUDO DO METODO
REFLECTOMETRICO
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1 — MATERIAL
1.1 Preparo de solugées

Para este estudo foi utilizada a solugdo de acetato de cobre(ll) 50,0 mg mL"
descrita no Capitulo Ill item 1.1.1, tampé&o acetato 2 (acido acético 2,0 mol L' e acetato de
s6dio 2,0 mol L) pH 5,3 e também solugdes padrao de diclofenaco de sédio e diclofenaco
de potassio 1,0; 3,0; 5,0; 7,0; 10,0; 13,0; 15,0 e 18,0 mg mL™"' obtidas como descrito no
Capitulo lll item 1.1.4.

1.2 Aparelhos e acessorios

No estudo do método reflectométrico usou-se o espectrofotdmetro HP 8452 A Diode
Array, acoplado com acessério para reflectincia RSA HP 84. Uma representacao
esquematica [How does.., acesso em 08 jul. 2003] de um espectrofotémetro de
reflectancia com esfera integradora esta exposto na Figura 13:

Figura 13: Espectrofotémetro HP 8452 A Diode Array, acoplado com acessério
para reflectancia RSA HP 84 com fibra dptica.
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Para o estudo do metodo reflectométrico quantitativo desenvolvido neste trabalho,

tambem foi utilizado um reflectémetro portatil desenvolvido no laboratério (Figura 14).

Figura 14: Visualizagéo do reflectémetro portétil usado mostrando cela refelctométrica (A), celas

de analise (B) e multimetro (C).

O reflectdmetro desenvolvido € analogo ao descrito por Tubino et al, 2003.
Entretanto, o dispositivo usado neste trabalho foi construido em PVC branco, pintado de
preto externamente. O LED usado € vermelho (A = 635 nm). Juntamente com o LED foi

colocada uma resisténcia de 100 Q para evitar que queimasse.

2 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.1 Uso do acessério do espectrofotodmetro HP 8452 A Diode
Array

Numa fase inicial, foi obtido o espectro de reflectancia usando solug¢ao padrdo de
diclofenaco de potassio 7,0 mg mL™". Foi mantida a proporcao 2:3:4 (v/v) das solugdes.

Foram feitas solugdes de diclofenaco usando solugdo padrdo de diclofenaco de
potassio com concentragdes 0,63; 1,25; 2,50; 3,75; e 5,0 mg mL". Com o auxilio de
micropipeta Sci Tech (50 - 200 plL), foram misturados 67 pl de amostra comercial, 100 pL

de acetato de cobre(ll) e 133 pL de tampao acetato (pH 5,3). Foram coletados 80 uL da
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mistura que foi colocada no suporte de andlise construido em PTFE branco, como
mostrado na Figura 15. O branco utilizado foi o préprio PTFE.

Cela de
reflectincia

Suporte de
teflon branco

LCE ‘ Compartimento

para amostra

Figura 15: Suporte para estudo reflectornétrico utilizando acessério de reflectancia.

2.2 Uso do reflectometro portatil

Foi misturado na cela de analise, com o auxilio de micropipeta (200 - 1000 pL),
310 uL de solugdo padrao (ou solucdo de amostra comercial), 470 uL de solugdo de
acetato de cobre(ll) 50,0 mg mL™" e 620 pL de tamp&o acetato pH 5,3. Com isso tinha-se
um volume total na cela de anélise de 1,4 mL. A soluc&o foi agitada com um bastéo de
vidro pequeno (10,0 cm de comprimento e 0,3 cm de diametro) para homogeneizacao.

Ap6s isso as medidas de resisténcia, em ohms, foram feitas utilizando voltagem aplicada
notEDde3,5V.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estudos com acessorio de reflectancia do
espectrofotometro HP 8452 A

Nos primeiros estudos foi obtido um espectro de reflectancia do complexo de
diclofenaco de cobre(ll) de 450 a 780 nm utilizando solugdo padrdo 7,0 mg mL" de
diclofenaco de potassio, como mostrado na Figura 16. Foi utilizado o espectrofotdmetro
HP 8254 A com acessorio para reflectancia RSA HP 84,
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Figura 16: Espectro de reflecténcia do complexo de diclofenaco de cobre(ll). Medidas feitas no
espectrofotémetro HP 8254 A com acessério RSA HP 84. Ar = -log (Reflecténcia)

Em 680 nm foi obtido 0 Ar meédio (analogo da absorbancia) de cinco solugdes feitas
com padréo de diclofenaco de potassio. As medidas obtidas da reag&o de complexagao de
diclofenaco de potassio com acetato de cobre(ll) foram feitas em triplicata para cada uma
das sclugdes. Os resultados sdo mostrados na Tabela 14 acompanhados do respectivo

grafico (Figura 17).

Tabela 14: Dados obtidos da reag¢do de complexagdo utilizando o espectrofotometro HP 8254 A
com acessorio para reflectdncia RSA HP 84. Média de triplicata.

Cok/mgmL"* Ar** g ***
0,63 0,246 0,003
1,25 0,256 0,003
2,50 0,270 0,002
3,75 0,281 0,003
5,00 0,293 0,003

* Cp k = Concentragao de diciofenaco de potassio
** Ar = Densidade dptica.
*** 5 = Estimativa de desvio padrio
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Figura 17: Gréfico obtido para diclofenaco de potéssio - D k nos estudos utilizando
espectrofotémetro com acessério para reflecténcia.

Através da observagao destes dados preliminares (relag&o linear entre densidade
Optica — Ag e concentragdo de diclofenaco de potassio — Dx) foi possivel admitir que o
procedimento analitico proposto com reflectdmetro portatil, para quantificacdo de
diclofenaco em preparagbes farmacéuticas, pode levar a bons resuitados.

3.2 Estudos com reflectémetro portatil

Inicialmente foram feitos estudos usando-se apenas agua em trés celas de analise
reflectométrica, variando-se o volume total. Foi notado um ligeirc aumento no valor de
resisténcia a medida em que se aumentava o volume total de agua na cela. Também foi
feito estudo variando o volume total das solugdes de reagentes (adicionados na proporgao
2:3:4 mL como no estudo do método espectrofotométrico) na cela de andlise de 1,2 a
1,8 mL optando-se pelo uso de 1,4 mL como volume total.

A voltagem a ser aplicada no LED foi otimizada para o valorde 3, 5V.
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3.3 Figuras de meérito

Neste estudo, como no estudo do meétodo espectrofotometrico, também foram
analisadas oito figuras de mérito.

As trés primeiras figuras de mérito (linearidade, faixa linear e sensibilidade), foram
obtidas através da analise da curva analitica assim como no caso do estudo
espectrofotométrico.

Tabela 15: Dados reflectométricos para construgdo da curva analitica do diclofenaco de sédio e do
diclofenaco de potassio.

Co/mgmL* | Rya/kQ*  s* |R/kQ* s
1,0 24 4 n&o obtido n&o obtido
3,0 61 3 32 4
5,0 98 1 47 2
7.0 149 0] 61 2
10,0 205 1 87 3
13,0 270 3 106 4
15,0 312 6 123 8
18,0 378 10 145 11

*Cp = Concentra¢ao de diclofenaco

**R.a € R = Resisténcia média corrigida pelo branco (Rgmance = 313 k€2) para diclofenaco
de sadio e diclofenaco de potassio
* g = Estimativa de desvio padrdo
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Figura 18: Curva analitica para diclofenaco de sédio - D na (A) e diclofenaco de
potassio - D « (B). Medidas feitas no reflectémetro portatil,

Tabela 16: Equag8es obtidas das curvas analfticas.

Equacdo Coeficiente de correlagao
R=-1,14+20,9 Cona r=0,9997
R=-88+76Cpk r =0,9988

Para o célculo do limite de detecgdo e do limite de determinagdo usou-se a
estimativa de desvio padréo do branco cujo valor foi de 2 (media de 10 medidas).

O teste de seletividade foi feito como no estudo do método espectrofotomeétrico.

A precis&o (intra e inter - ensaio) foi obtida através da andlise, durante 4 dias, de 3
solugbes da curva analitica (5,0; 10,0 e 15,0 mg mL") feitas com uma solugdo estoque de
20,0 mg mL™".
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Tabela 17: Dados para determinagéo da precisédo do método reflectométrico.

Reflectometria
oi Co/ i lnt:'i - ensaio
1a mgmL'*| Ry.** sna** A&SE 5) Ry ** Sy *** ;ﬁﬁsg
1 92 2 2,2 47 1 2.1
2 50 96 2 2.1 49 2 4,1
3 ’ 99 2 2,0 48 2 43
4 93 2 2.2 46 2 43
Inter - ensaio 95 2 2.1 47 2 3,7
1 202 1 0,5 91 2 22
2 10 202 2 1,0 87 2 2.3
3 202 1 0,5 91 2 2,2
4 202 2 1,0 20 3 33
inter - ensaio 202 2 0,8 90 2 25
1 310 3 1,0 120 2 1,7
2 15 311 2 0,6 117 1 0,9
3 313 2 06 114 2 1,8
4 312 2 0,6 116 4 3,4
Inter - ensaio 312 2 0,7 117 2 2,0

* Cp = Concentragdo de diclofenaco

** Rna € Rk = Resisténcia média em k€2 (N = 5) para diclofenaco de sédio e diclofenaco de potassio
* sna € S¢ = Estimativa de desvio padréo para diclofenaco de sédio e diclofenaco de potéassio
** %RSD = Estimativa de desvio padrio relativo

A exatiddo foi avaliada mediante comparagio de resultados obtidos na
determinacgéo de diclofenaco em amostras de medicamento pelo método proposto e pelo
método recomendado pela Farmacopéia Norte Americana (HPLC).

As Tabelas 18 e 19 mostram os parametros de validac&o (figuras de mérito) obtidos
para o método reflectomeétrico.
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Tabela 18: Parémetros de validagéo para o método reflectométrico.
Parametros Na K

Linearidade 0,9997 0,9992
Faixa linear (mg mL™) 1,0-18,0 3,0-18,0
Sensibilidade (unidades de resisténcia / mg mL™") 21 8
Limite de detecg&o — DL (mg mL™") 0,3 0,9
Limite de determinagdo — QL (mg mL™") 1 1,0 2,7
Seletividade (especificidade) . Ejgz qu;/: mol L gg:::::: Eg::::::
Precis&o(repetibilidade) ! %RSD (N = 5) **
B Intra - ensaio
Co/mgmL'* Dia ! Inter - ensaio
i1 2 3 4
50 122 21 20 20 i 721
Na 10 | 05 1,0 0,5 1,0 | 0,8
15 . 1.0 0,6 0,6 06 | 0,7
50 i 21 4,1 43 43 ; 3.7
K 10 2,2 2,3 2,2 33 | 25
15 L 17 0,9 1,8 34 | 20

*Cp = Concentragio de diclofenaco
** %RSD = Estimativa de desvio padrio relativo para cinco determinacdes em cada dia

Tabela 19: Comparagéo do método reflectométrico com o método oficial da Farmacopéia Norte
Americana (HPLC).

Mpna/mg* + 1S mg* + y
Amostras i //ﬁ Mox! e ‘/ﬁ
Método Método Método Método
proposto UsSP proposto uUseP
Comprimido | 48+1 |461+04| 50+2 [47,4+04
Injetavel 74+2 76 £1 712 74+2

*Mpna € Mpk = Massa média de diclofenaco de sodio e de diclofenaco de potéssio

t = t-distribuicao com 95% de confianga com (N-1) graus de liberdade

s = Estimativa de desvio padrdo da concentragdo média de diclofenaco de sédio e de
diclofenaco de potassio

N = Nomero de analises sendo 5 para método proposto e 3 para método USP
%ﬁ = Limite de confianca para a média m de N medidas repetidas
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Tabela 20: Comparacéo entre os valores de t-Student obtido e tabelado. N = 5,

Diclofenaco de sddio

Diclofenaco de potassio

Amostras <
fobtico frabetado fobtido ftavetado
Comprimido | 0,15a1,32 0,25a1,42
Injetavel 0,71a1,39 2,78 0,35a1,33 2,78

* tesae = Valores de t-Student obtidos em 5 andlises

A andlise dos resultados obtidos pelo teste t de Student comparativo revelaram que

todos os valores estavam concordantes dentro do grau de confianga de 95%.
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1 - MATERIAL

1.1 Preparo de solugées

Para este estudo foram utilizadas as mesmas solu¢Ses do estudo do método
reflectométrico (Capitulo IV), com excecéo das solugdes padrido que, neste caso, ndo sdo

necessarias.

1.2 Aparelhos e acessorios

No estudo do método gravimétrico utilizou-se Balanca Analitica Mettier AE 200 e
Estufa FANEM 315 SE. Uma centrifuga FANEM 206 BL também foi usada.

2 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Inicialmente foi preparada a solugéo contendo o diclofenaco. No caso do padréo,
50,0 mg foram dissolvidos em 7 mL de agua. Para amostra comercial foram usados cerca
de 7 mL de solug&o 7,0 mg mL™" de diclofenaco.

A solugdo contendo diclofenaco foi colocada em um béquer e a ela foram
adicionados 4,0 mL de solugéo de acetato de cobre(ll) 50,0 mg mL™* e 4,0 mL de tampao
acetato (pH 5,3) nesta ordem.

Apos a reacdo de complexagdo a solugdo foi agitada com o auxilio de uma mini
bagueta de vidro. A solugdo contendo o complexo foi transferida para um tubo de vidro de
10,0 cm de comprimento e 1,6 cm de didmetro com filtro de placa porosa G3 feito no
laboratério (Figura 19), previamente seco em estufa por 1 hora a 110°C e tarado. Este tubo
foi centrifugado durante 30 segundos inicialmente a 16,7 rps e depois a 58,3 rps (rotacdes
por segundo). O procedimento foi repetido até que toda solugdo com o complexo contida



R. L. SOUZA CAPITULO V: ESTUDO DO METODO GRAVIMETRICO 64

foi centrifugado durante 30 segundos inicialmente a 16,7 rps e depois a 58,3 rps (rotacbes
por segundo). O procedimento foi repetido até que toda solugdo com o complexo contida
no béquer fosse centrifugada. O mesmo procedimento foi feito utilizando 200,0 mg de

padréo alterando-se proporcionalmente a quantidade dos reagentes utilizados.

Figura 19: Foto do tubo com filtro de placa porosa.

Foi feito estudo para encontrar a melhor temperatura para eliminagéo de agua do
complexo precipitado através dos métodos térmicos de andlise TGA (Termogravimetric
Analysis — Analise Termogravimeétrica) e DSC (Differential Scanning Calorimetry -
Calorimetria Exploratéria Diferencial). Apdés as centrifugacbes e a otimizagdo da
temperatura da estufa (130°C), foi otimizado o tempo de permanéncia do complexo na
estufa (1h) através do estudo da massa constante. Finalmente o tubo foi pesado e a
massa de diclofenaco (sédio ou potassio) obtida.

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Méetodos térmicos de analise

Os padrdes de diclofenaco de sédio e de diclofenaco de potassio foram analisados
por TGA, Figura 20, e por DSC (velocidade de varredura de 10°C por minuto), Figura 21. O
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Figura 20: Termogramas do diclofenaco de sédio(A), diciofenaco de potassio (B) e diclofenaco de
cobre(ll) (C).
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Figura 21: Graficos de DSC do diclofenaco de sédio (A), diclofenaco de potassio (B) e diclofenaco
de cobre(ll) (C). Velocidade de varredura de 10°C por minuto.
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Pelos termogramas e graficos de DSC dos padr&es, foi visto que a temperatura de
fus&o do diclofenaco de sadio é de 289°C (280°C segundo a literatura) enquanto que a do
diclofenaco de potassio & de 309°C (314°C segundo a literatura). Apesar da diferenca em
relagdo ao valor da literatura oficial [Diclofenac. In:British Pharmacopoeia Version 3.0,
1999), os valores obtidos concordam com os citados na maioria dos trabalhos cientificos
pesquisados [A. Fini et al., 2001; P. Tudja et al., 2001; A. D. Magri et al., 2000).

Nos graficos de DSC dos padrées foi visto para o sal de sodio a presenca de dois
sinais em 50°C < T < 110°C atribuidos a perdas de moléculas de agua do complexo. Para
0 sal de potassio nao ha sinais de perda dos componentes volateis do sélido.

O complexo de diclofenaco de cobre(ll) possui moléculas de agua de cristalizacio
como pode ser visto em seu espectro de infravermelho (Anexo 2).

O termograma do complexo de diciofenaco de cobre(ll) mostra que sua
decomposicdo térmica ocorre através de um processo de vérias etapas em que as reagdes
ocorrem consecutivamente se sobrepondo parcialmente umas as outras [R. Bucci et al,
2000]. A temperatura de decomposicdo do complexo de cobre(ll) é de 242°C [R.
Kesharwani et al., 1995).

No grafico de DSC obtido para o complexo de diclofenaco de cobre(ll), foi visto que
a agua de solvatagao é totalmente eliminada em torno de 130°C como pode ser visto pelo
sinal no gréfico (C) da Figura 21. Sendo assim, concluiu-se que a temperatura da estufa
para secagem do complexo de diclofenaco de cobre(ll) deve ser de 130°C.

3.2. Otimizacdo no uso da velocidade da centrifuga

A velocidade de rotagdo da centrifuga foi ajustada para que nao houvesse perdas
do precipitado, ou seja, a velocidade inicial da centrifuga deveria ser tal que o compiexo
ficasse aderido nos poros do filtro de forma a evitar a passagem das particulas menores.
Para isso, foi utilizada inicialmente uma rotagdo baixa de 16,7 rps (rotagbes por segundo)
e depois a velocidade foi aumentada gradualmente até 58,3 rps para agilizar o processo.
Cada centrifugacéo foi feita durante 30 segundos.
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3.3 Estudo da massa constante

Foi feito estudo da massa constante (Tabela 21), ou seja, um acompanhamento da
perda de agua do complexo no decorrer do tempo ao ser colocado na estufa. Isto foi feito
para saber o tempo de estufa necessario para secagem do complexo. A temperatura da
estufa foi ajustada em 130°C. Foram usados 5 tubos com filtro de placa porosa. Em todas
as analises apos a retirada da estufa, os tubos ficaram 20 minutos no dessecador sendo
depois pesados.

Tabela 21: Estudo da massa constante para o complexo de diclofenaco de cobre(ll).

Tempo/h my/mg* mz / mg ms / mg my / mg
0,5 262,0 — — -—
1,0 52,1 52,8 -— -—
1,5 52,1 528 49,9 -—
2,0 52,1 52,7 49,9 49,1
3,0 52,0 52,7 498 49,0

* m = massa

** —-- = O tubo nao foi retirado da estufa

Como pode ser visto, a mudanga nas massas de complexo apos 1 h de estufa é
insignificante. Sendo assim, conclui-se que para a andlise, pode-se deixar o filtro com o
precipitado de diclofenaco de cobre(ll) por 1 hora diretc na estufa e depois fazer a
pesagem.

3.4 Figuras de mérito

Neste estudo foram analisadas duas figuras de mérito: precisio e exatidio.
No estudo da preciséc usou-se massas de diclofenaco de sédio ou de potassio

50,0 + 0,4 mg que foram dissolvidas em 7,0 mL de &gua.
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Tabela 22: Dados para deferminagdo da precisdo do método gravimétrico.
Gravimetria
Intra - ensaio
- n 9
Dia My / Mg * SNa o (N/;R:)Qn mg / mg * Sk ** (ﬁstE)
1 49 1 0,3 0,6 51,0 1,0 2,0
2 501 0,3 06 51,0 0,8 1,6
3 49,9 0.4 0,8 50,4 0,3 06
4 49 9 0,3 0,6 50,4 0,5 1,0
Inter - ensaio 49 8 0,3 0,7 50,7 0,7 1,3
* MmN, € My = massa média (N = 4 determinacdes) de diclofenaco de sodio € de diclofenaco de
potassio

** Sna € Sk = Estimativa de desvio padrio para diclofenaco de sédio e diclofenaco de potassio
> %RSD = Estimativa de desvio padrio relativo para quatro determinagdes a cada dia

As massas de diciofenaco de cobre(ll) obtidas foram, em cada caso, convertidas
para massa de diclofenaco de sédio (ou de potassio). Para isto foi usada a equacéo (Vi)
mostrada abaixo:

=Yxm (Vi)

Mcalculada diclofenaco de cobre(ll)

Sendo Y igual a 0,9732 para diclofenaco de sédio e igual a 1,0225 para diclofenaco
de potassio. Esta equacdo foi obtida considerando-se a massa molar de diciofenaco de
cobre(ll) igual 2 653,7 g mol™.

As massas molares de diclofenaco de sédio e de potassio sdo respectivamente
318,1e334,2¢g moi”, a massa molar do anion diclofenaco é de 295,1 g mol™.

Tabela 23: Comparagdo do método gravimétrico com o meétodo oficial da Farmacopéia Norte
Americana (HPLC).

«4 s « 4 s
Amostras Movl e /‘/ﬁ moxlme” /‘/ﬁ
Método | Método | Método | Método
proposto| USP proposto USP
Comprimido| 51+4 |461+04] 50+4 [474:04
Injetavel 74+4 76 £1 77+4 74 +2

*Mpne € Mpx = Massa média de diclofenaco de sédio e de diclofenaco de potassio
t = t-distribuicdo com 85% de confianga com (N-1) graus de liberdade

s = Estimativa de desvio padrdo da concentragio média de diclofenaco de sodio e de
diclofenaco de potassio

N = Numero de andlises sendo 4 para método proposto e 3 para método USP
%ﬁ = Limite de confianga para a média m de N medidas repetidas
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Tabela 24: Comparagao entre os valores de t-Student obtido e tabelado. N = 4.

Amostras DicloEenaco de sédio Diclofenaco de potassio
toviico ttabetado Lovtico {tabetado
Comprimido | 0,18 a 1,29 318 0,17 a 1,48 318
Injetavel 0,05a 1,02 ' 0,29a1,12 ‘

* tiido = Valores de t-Student obtidos em 4 andlises

A analise dos resultados obtidos pelo teste t de Student comparativo revelaram que
todos os valores estavam concordantes dentro do grau de confianca de 95%.

Apesar de os valores obtidos estarem dentro do permitido para amostras comerciais
(minimo de 90,0% e méaximo de 110,0% da quantidade declarada) [Diclofenac. In: British
Pharmacopoeia Version 3.0, 1999], foi feita analise gravimétrica em quadruplicata com
amostras comerciais (comprimido) contendo 200,0 mg do principio ativo, ou seja, o
equivalente a quatro comprimidos. Foi obtida massa de 198 + 2 para diclofenaco de sodio
e 200,8 + 0,6 para diclofenaco de potassio. Fazendo-se uma comparagéo com o estudo
feito com 50,0 mg de diclofenaco nota-se uma diminuicdo do desvio padrao relativo de 8
para menos de 1%.

O tempo de analise para diclofenaco por gravimetria é de cerca de uma hora e meia
para analise simultanea de 8 amostras contando-se as etapas de preparo de amostra,
reagcdo de compiexacao, filtragdo, lavagem e secagem. Levando-se em conta o tempo
requerido pelo analista diretamente, tem-se somente 30 minutos de tempo de anélise pois
a etapa de secagem na estufa dura 1 hora.
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1 -MATERIAL
1.1 Preparo de solugées

Neste estudo, foi utilizado acido acético glacial para dissolver a amostra.

1.1.1 Solugdo de &cido percidrico em &cido acético glacial
Uma solugéo de acido perclérico 10,05 mg mL™ (0,1 mol L) foi preparada através
da mistura de 8,50 mL de acido perclérico com 500,00 mL de acido acético giacial e
21,00 mL de anidrido acético. A solugdo foi resfriada em banho de geio e foi adicionado
acido acético glacial para obter 1000,00 mL. A solucao foi padronizada com biftalato de
potassio obtendo-se concentragao igual a 8,914 mg mL™" (8,87x102 mol L),

1.2 Aparelhos e acessorios

Para o estudo do método titulométrico utilizou-se um potencidmetro Analyser
pH 300 contendo um eletrodo de vidro combinado com o de calomelano.

2 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

A titulag@o potenciométrica esta descrita na Farmacopéia Brasileira [Diclofenaco. In:
Farmacopéia Brasileira, 2002] e na Britanica [Diclofenac. in: British Pharmacopoeia
Version 3.0, 1999] e é indicada, dentre outros métodos, como referéncia para analise de
padrao de diclofenaco de sédio e de diclofenaco de potassio.

Aminas arométicas (bases fracas, como o diclofenaco), ndo sdo tituldveis em agua
&, por isso, deve-se usar solvente organico, no caso, 0 acido acético glacial (IX) [Wilson, et
at., 1975]).

R2NH + HCIO, = R.:NH," + CIO, (1X)
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Segundo a Farmacopéia Brasileira, na titulagdo potenciométrica, 1,0 mL de acido
perclérico 10,05 mg mL™" (0,1000 moi L) equivale a 33,42 mg de diclofenaco de potassio
ou 31,81 mg de diclofenaco de sédio. Sendo assim, 4 comprimidos de 50,0 mg cada, teréo
cerca de 200,0 mg de diclofenaco, o que dara um gasto de aproximadamente 6,0 ml. para
as amostras de diclofenaco de potassio e 6,3 mL para as amostras de diclofenaco de
sodio.

Neste estudo foi usado um potencidmetro, sendo as medidas feitas em milivolts. O
eletrodo usado foi o de vidro combinado com o de calomelano [Wilson, et al., 1975]. O
eletrodo foi lavade com &gua e depois com acido acético glacial, foi, entdo, colocado no
erlenmeyer que continha aproximadamente 200,0 mg do principio ativo (padréc ou
amostra) dissolvido em 25,0 mL de &cido acético glacial. Quando as anélises foram feitas
usando-se amostra, a solugdo contendo o principio ativo dissolvido foi filtrada em papel
qualitativo. A solug@o com diclofenaco foi titulada com &cido perclérico 8,814 mg mL™!
(8,87x102% mol L™). Para andlise de novas amostras o eletrodo foi sempre lavado com
acido acético glacial. A titutacio foi feita na capela.

Neste estudo também foram obtidos 0s espectros de infravermelho para os padroes
de diclofenaco de sodio e de potassio a fim de se tentar saber a sua pureza. Para isto os
padrdes ficaram em estufa durante 4h a 130°C e depois colocados em dessecador com
pentoxido de foésforo. Os espectros foram obtidos em pastilha de KBr.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1 Estudos com padrao

Foram feitos dois testes com padréo de diclofenaco de sddio e dois com padrdo de
diclofenaco de potassio a fim de se tentar saber a sua pureza.

Varios métodos podem ser usados para determinar o ponto final de uma titulagao
potenciométrica (volume no ponto de equivaléncia). O mais usado envolve a construgdo
direta de um gréafico do potencial como fung3o do volume de reagente adicionado. O ponto
médio da parte da curva em que ha uma brusca elevag@o no valor do potencial € estimado

visualmente e tido como o ponto final. Uma segunda aproximag&o para deteccao do ponto
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final € o célculo da mudanga de potencial por unidade de volume do titulante (AE / AV). Um
grafico destes dados como fungdo do volume de titulante adicionado produz uma curva
com maximo que corresponde ao ponto de inflecgdo. Uma segunda derivada para os
dados muda o sinal no ponto de inflecgéo facilitando ainda mais sua visualizaggo. Abaixo
(Figura 22) é mostrado um exemplo destes graficos utilizados para determinagéo do ponto
final de uma titulacéo potenciométrica utilizando amostra de diclofenaco de sédio,
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Figura 22: Exemplo de curva de titulagio potenciométrica (A) e grafico da 22 derivada (B)
para determinagdo do volume no ponto de equivaléncia.
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A Tabela 25 mostra as massas obtidas para padréo de diclofenaco de sédio e
diclofenaco de potassio utilizando titulagéo potenciométrica.

Tabela 25: Testes com padréo de diclofenaco de sédio e de potassio pelo método titulomeétrico.

Padrdo  Testes  Vpe/ML* Mpesada /g™ Mobtica /g Diferenca/ %

Sédio 1 6,945 0,2005 01960 -224
2 6.025 0.2011 0.1954 283

— 1 5615 02013 0.1961 558
Potassio 2 6585 02011 0.1952 293

* Ve = VOlume no ponto de equivaléncia
** m = massa

Foram obtidos os espectros no infravermetho (Figura 23) dos padrées de
diclofenaco de sodio e de potassio [D. L. Pavia et al., 1996; R. M. Silverstein et al., 1994].
Ao se analisar estes espectros, pdde-se notar que os padroes, mesmo apos secagem em

estufa e em dessecador contendo pentéxido de fosforo, continham agua.
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Figura 23: Espectros de infravermelho para diclofenaco de sédio (A) e diciofenaco de
potassio (B). Espectros obtidos em pastilha de KBr.

3.2 Estudos com amostras

O método titulométrico descrito nas Farmacopéias Brasileira e Britanica s6 é
indicado para padrdes de diclofenaco mas, mesmo assim, ele foi aplicado para
preparacdes farmacéuticas com o objetivo de verificar a validade do método nestes casos.

Foram usadas duas amostras de diciofenaco de sédic e duas de diclofenaco de
potassio.

Assim como nos estudos com padrio, foi feita a relagdo entre a variagdo do
potencial de eletrodo pela adigdo do volume de titulante obtendo-se assim a curva
titulometrica. Através do grafico da 22 derivada desta curva foi encontrado o volume no
ponto de equivaléncia.

O resultado dos testes feitos com amostra se encontram na Tabela 26.
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Tabela 26: Testes com amostra de diclofenaco de sédio e de potassio pelo método titulométrico.

Amostra  Testes  Vpe/ML* Mpesasa/Qg  Mowtisa /g Diferenca/ %

Sodio 1 7209 02001 02034 +165
2 7.350 02001 02074 +365

— 1 6.857 02002 02033 Y155
Potassio 2 7174 02001  0.2099 +490

* Vre = Volume no ponto de equivaléncia

Através destes resultados pode-se dizer que é possivel utilizar este método

titulométrico para quantificar diclofenaco em preparagdes farmacéuticas.
3.3 Figuras de mérito
Neste estudo foram analisadas duas figuras de mérito: precisdo e exatidao.
No estudo da preciséo usou-se massas de diclofenaco de 200,0 + 0,3 mg que foram

dissolvidas em 25,0 mL de acido acético glacial.

Tabela 27: Dados para determinacdo da precis&o do método titulométrico.

Titulagdo potenciométrica
intra - ensaio

Dia Vil mL® s HESP fvemLe s i
1 6,808 0,219 3,22 6,581 0,043 0,653
2 6,996 0,124 1,77 6,636 0,030 0,452
3 6,916 0,053 0,766 6,608 0,003 0,454
4 6,679 0,126 1,89 6,432 0,09 1,49
Inter - ensaio 6,850 0,131 1,91 6564 0043 0,655

* Va € Ve = Volume médio (N = 3 determinagdes) gasto de titulante na analise de diclofenaco de
sddio e de diclofenaco de potéssio respectivamente

** Sna € Sk = Estimativa de desvio padrio para dictofenaco de sodio e diclofenaco de potassio

“* %RSD = Estimativa de desvio padrdo relativo para trés determinagdes a cada dia

Assim como para o estudo dos métodos espectrofotométrico, reflectométrico e
gravimétrico, a exatidao foi avaliada por comparagio com o método recomendado pela
USP.
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Tabela 28: Comparagéo do método titulométrico com o método oficial da Farmacopéia Norte
Americana (HPLC).

Im *ity Mox/ *ity
Mp Na g \/ﬁ px/ Mg \[ﬁ

Método | Método | Método | Método
proposto; USP proposto USP
Comprimido| 52+2 |461+04] 52+2 (474+04
*Mpne € Mpk = Massa média de diclofenaco de sédio e de diclofenaco de potassio

t = t-distribuicdo com 95% de confianga com (N-1) graus de liberdade

s = Estimativa de desvio padrio da concentrac3o média de diclofenaco de sédio e de
diclofenaco de potassio

N = Namero de andlises sendo 3 para método proposto e 3 para método USP
%ﬁ = Limite de confianga para a média m de N medidas repetidas

Amostras

Tabela 29: Comparagdo entre os valores de t-Student obtido e tabelado. N = 3.

Amostras Diclozenaco de sédio Diclofenaco de potassio
fobbio ftabetado tovtido ftabetado
Comprimido | 0,04a 1,02 4,30 0,07 a 1,03 4,30

* toviao = Valores de 1-Student obtidos em 3 anélises

A analise dos resultados obtidos pelo teste t de Student comparativo revelaram que
todos os valores estavam concordantes dentro do grau de confianga de 95%.
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1 -MATERIAL

1.1 Preparo de solugébes

O HPLC foi utilizado como método de referéncia nos estudos de exatiddo para
diclofenaco de sédio e diclofenaco de potassio.

Para fase mdvel foi utilizada solugéo tampao fosfato pH 2,5 — metano! (30:70).

A solugao tampéo fosfato pH 2,5 foi preparada misturando-se volumes iguais de
solugdo de &cido fosférico 0,01 mol L™ e solucdo de fosfato de sédio monobasico
0,01 mol L.

O diclofenaco foi diluido em mistura de metano! — agua (70:30).

1.2 Aparelhos e acessorios

Nos estudos com o método de referéncia foi utilizado o equipamento HPLC Waters
600 E com detector UV-Vis 484 (foi usado para medida A = 254 nm) e registrador Waters
748. Para analise de diclofenaco de sddio foi usada coluna (fase reversa) de 150 mm de
comprimento e 4,6 mm de didmetro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a
octilsilano (Sum). Para anélise de diclofenaco de potassio foi usada coluna (fase reversa)
de 250 mm e 4,6 mm de didmetro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a
octadecilsilano (Sum).

2 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

O procedimento foi feito segundo relatado pela Farmacopéia Norte Americana
(USP) [Diclofenac. In: The United States Pharmacopeia - USP, 2002].

Acrescentando-se a este procedimento, foram feitas solugdes padrao de diclofenaco
de concentragdes variando de 3,0 a 15,0 ug mL™" a fim de se obter a curva analitica. Todas
as andlises foram feitas em triplicata.

O tempo de eluigdo para diclofenaco de sddio foi de 8,4 minutos e para diclofenaco
de potassio foi de 17 minutos.
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O teste t de Student pode ser também empregado para comparar os valores
médios obtidos com dois métodos diferentes. A concordancia mitua das duas médias
pode ser testada por um critério, expresso pela relagso (X):

. XA -Xg (X)

(NA +NB )(NAsAz +NBsB2 )
NANB(NA +NB -2)

Sendo: X Ae iB = meédias aritméticas dos resultados dos dois métodos,

Sa © sg = estimativas de desvio padrdo, N4 e Ng = nlmeros de determinagdes de cada
método A e B respectivamente.

G valor é comparado com o valor tabelado para o nimero de graus de liberdade
v = (Na + Na - 2) [K. Eckschiager, 1972).

Tabela 30: Comparagdo dos resultados de dois métodos diferentes.

tobtldo *
Métodos / Graus de liberdade Na K tiabelado
Comprimido Injetavel| Comprimide Injetavel

Espectrofotométrico e Reflectométrico / 8 1,79 o* 1,41 1,41 2,31
Espectrofotométrico e Gravimétrico / 7 2,15 0 0,86 1,72 2,37
Espectrofotométrico e Titulométrico / 6 3,56@ e 2,37 — 2,45
Reflectométrico e Gravimétrico / 7 1,42 0 0 2,580} 237
Reflectométrico e Titulométrico / 6 3,25 —_— 1,19 — 2,45
Gravimétrico e Titulométrico / 5 0,34 — 0,67 ———— 2,57

* t-distribui¢do com 95% de confianca

** O valor de tyyq0 = 0 é devido ao fato de X A = iB

*** -— = n&o foi feita anélise para o referido medicamento

Como pode ser visto na Tabela 30, a maioria dos resuitados esta concoerdante,
entre si, dentro do grau de confianca de 95%. Deve-se atentar para o fato de que os
excipientes, em todos os casos, podem interferir na analise, podendo justificar as
imprecisdes e inexatidées. Se for considerado grau de confianga de 99%, todos 0s dados
estaréo concordantes entre si. Neste caso, os valores de t-Student tabelado para (a), (b) e
(c) se tornam respectivamente 3,71; 3,50 e 3,71 considerando os respectivos graus de
liberdade iguais a 6, 7 e 6.
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Assim como a produgdo industrial, o laboratorio gera residuos provenientes dos
restos de amostras analisadas e produtos liquidos (aquosos e orgénicos) ou solidos
provenientes dos processos de andlise, além de gases e vapores das reacdes, digestdes
etc. Em principio deve-se procurar reduzir ao maximo a gerac&o de lixo requisitando
apenas o necessario e suficiente de amostras para analise, e sempre que possivel adotar
metodos analiticos que utilizem o minimo de amostras.

Tudo isto visa a diminui¢éo da poluigio ambiental, assunto que deve ser levado em
conta para todas as situagdes em que residuos nocivos & natureza s3o produzidos {como
no caso deste trabalho). Neste aspecto, os métodos de andlises mais modernos avancam
nesta diregdo, utilizando instrumentos cada vez mais sensiveis requerendo quantidades
minimas de amostras.

O monitoramento de farmacos residuais no meio ambiente vem ganhando grande
interesse devido ao fato de muitas dessas substancias serem freqientemente
encontradas em efluentes de EstagSes de Tratamento de Esgoto (ETEs) e aguas
naturais, em concentragdes na faixa de ug L™ e ng L. Por exemplo, a concentracao
média de diclofenaco detectada nas aguas superficiais no Brasil é de 0,02 a
0,06 no ug L. E necessaria uma avaliac@o criteriosa dos efeitos desses farmacos no
meio aquatico e estabelecer os limites de concentragio para o descarte seguro de
efluentes domésticos tratados em corpos receptores [D. M. Bila et al., 2003}

Todos os residuos gerados neste trabalho foram tratados e incinerados por uma
empresa especializada contratada pelo Instituto de Quimica da UNICAMP.

Nos estudos espectrofotométrico, reflectométrico e gravimétrico foi gerado residuo
de cobre(Il) com cloroférmio e tampao acetato. A solug&o contendo cobre(ll) é adicionada
solugdo de hidréxido de sédio 1,0 mol L™, O precipitado obtido foi recolhido e pode ser
utilizado na confecgio de tijolos. O cloroférmio foi incinerado juntamente com a fase
aquosa contendo o tampéo [O. A. Ohlweiler, 1968).

No estudo titulométrico foi gerado residuo de acido perclérico com acido acético
glacial. Este residuo foi neutralizado e incinerado [Prudent Practices..., 1983).

No estudo do método de referéncia HPLC o residuo gerado foi metanol com
tampéao fosfato. Este residuo também foi incinerado.
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Levando em conta os bons resultados obtidos na analise dos diclofenacos de sédio
e de potassio nos quatro estudos feitos e, considerando-se também a grande
necessidade de se ter métodos simples de analise para controle de qualidade de
medicamentos, pode-se propor a realizagdio de estudos semelhantes com outras
substancias de uso farmacéutico.

Estudos mais aprofundados com respeito a seletividade (especificidade) dos
metodos espectrofotométrico e reflectométrico também podem ser feitos, por exemplo,
através de estudos de ponto de fusdo. Pode ser feito também um estudo do limite de
determinagéo para o método gravimétrico.

Pode-se desenvolver “kits” para andlise de preparacdes farmacéuticas em
farmacias de manipulagdo a baixo custo e com simplicidade operacional. Através de
parcerias, estes kits poderdo ser distribuidos para estas farmacias de manipulacdo e
utilizados pelos préprios farmacéuticos para se ter um controle de gualidade no proprio
local de compra e venda de medicamentos.
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1 — CONSIDERACOES FINAIS

A proposta deste trabalho foi estudar e desenvolver métodos de andlise para
quantificar diclofenaco em preparagbes farmacéuticas. Através da utilizacdo de
procedimentos simples, répidos e de baixo custo busca-se facilitar as analises para o
controle de qualidade deste principio farmacéutico.

Foram estudados quatro métodos, todos (& excegdo do estudo titulométrico) foram
fundamentados na reagdo de diclofenaco com ions cobre(ll), que € rapida e de facil
execucao, alem do fato de néo requerer reagentes caros.

2 - ESTUDO DO METODO ESPECTROFOTOMETRICO

No estude do método espectrofotométrico foram feitas algumas modificagdes no
procedimento do experimento utilizado como referéncia [Kustrin et al, 1991] a fim de se
obterem melhores resultados analiticos. Deve-se lembrar que as condicdes de analise de
diclofenaco em medicamentos determinadas por Kustrin foram otimizadas através de
caiculos quimiométricos, enquanto que no estudo feito neste trabalho estas mesmas
condicbes foram otimizadas experimentalmente.

O pH usado para extragdo do complexo de diclofenaco de cobre(l!) foi 5,3 enquanto
que no artigo foi relatado o uso de pH 6,0.

Ao invés de uma (como relatado no artigo), foram feitas trés extragcOes do complexo
com cloroformio obtendo-se assim maior extracdo do complexo (a extracdo é mais
eficiente quando se divide o solvente extrator em diversas porcdes, realizando a extracdo
em varias etapas em vez de realizé-la em uma Unica etapa).

N&o foi usado, no presente trabalho, cloreto de potassio ou qualquer outro sal para
manutencao da forga idnica da solugdo que contém o complexo (como relatado no artigo)
pois sua presenga néo traz mudangas significativas nos resultados analiticos.

Para este estudo foram obtidos oito parametros de validacdo dando destaque para:
limite de detecgdo de 10" mg mL" (10 mol L™), resposta linear de até 25,0 mg mL"
(7.7x10% mol L") e estimativa de desvio padrao relativo de 4%,
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3 - ESTUDO DO METODO REFLECTOMETRICO

Neste estudo foram feitos, inicialmente, testes utilizando acessoéric do
espectrofotdmetro HP 8452 A Diode Array com acessorio para reflectancia RSA HP 84. Os
resultados preliminares mostraram que o0 procedimento analitico proposto com
reflectdmetro portatil podia levar a bons resultados para a analise de diclofenaco em
preparagdes farmacéuticas.

Em um segundo momento foi usado um reflectdmetro portatil desenvolvido no
laboratério. Foram feitas otimizagdes tais como 0s volumes das solugdes de reagentes a
serem adicionados na cela de anélise e a voltagem a ser aplicada no LED (fonte de luz).

Assim como para o estudo espectrofotométrico, foram obtidos oito parametros de
validag&o. Foi obtido limite de detecgdo de 10" mg mL™ (10 mol L-'), resposta linear de
até 18,0 mg mL™ (5,5x10 mol L") e estimativa de desvio padréo relativo de 2,5%.

4 - ESTUDO DO METODO GRAVIMETRICO

Otimizacbes também foram feitas para este método através do controle da
velocidade da centrifuga, do uso de métodos térmicos de analise para encontrar melhor
temperatura de secagem do complexo € do estudo de perda de massa do complexo
guando na estufa para determinar seu tempo de secagem.

Neste estudo foram obtidos dois parametros de validagio: precisdo e exatiddo com
estimativa de desvio padrao relativo de 8% para ¢ caso em que se fez analise com
amostra comercial contendo 50,0 mg do principio ativo. Aumentando-se a massa para
200,0 mg a estimativa de desvio padrdo relativo € menor que 1%.
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5 - ESTUDO DO METODO DE REFERENCIA: TITULACAO
POTENCIOMETRICA

Este estudo se mostrou Util, servinde como indicador da pureza dos padrdes, tendo
sido, também, aplicado na analise de amostras comerciais de diclofenaco.

Neste caso, 2 parametros de validagéo foram obtidos: preciséo e exatiddo tendo-se
estimativa de desvio padrio relativo de 4%.

6 — CONCLUSAO

Todos os métodos estudados se mostraram Uteis na quantificagdo de diclofenaco
em preparagGes farmacéuticas, devendo-se atentar para a facilidade operacional e para a
rapidez no procedimento. Especial atencdo deve ser dada aos métodos reflectométrico e
gravimetrico. O primeiro por ndo requerer aparelhagem cara e ser um método répido. O
segundo por n&o ter necessidade de curvas analiticas.

Em todos os métodos estudados foram utilizadas amostras de diclofenaco de sédio
e de diclofenaco de potassio obtendo-se em ambos os casos a mesma qualidade dos
resultados analiticos.

Os vaiores de massa de amostra comercial de diclofenaco de sédio e potassio
obtidas em todos os estudos estavam de acorde com a faixa especificada em
Farmacopéia [Diclofenac. In: British Pharmacopoeia Version 3.0, 1999] que é de no
minimo 90,0% e no maximo 110,0% da quantidade declarada. Para se tentar viabilizar um
método novo, esta faixa deve ser de + 2%, o que foi obtido em todos os casos estudados
neste trabalho, incluindo o gravimétrico quando usa-se aliquotas maiocres.

Nos estudos de exatidio (parametro de validac&o) a andlise dos resultados obtidos
peio teste t de Student comparativo revelaram resultados satisfatorios dentro do grau de
confianga de 95%. Os métodos desenvolvidos também apresentam boa concordancia
entre si para analise de diclofenaco em amostras comerciais.

Pode-se concluir que todos os métodos estudados neste trabalho podem ser
aplicados para a quantificagdo de diclofenaco em preparacdes farmacéuticas.
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Anexo 1: Certificados de analise dos padrbes de diclofenaco
de sodio (A) e de diclofenaco de potassio (B).

(A)

GRAL} INJETAVEL

NORTEC CERTIFICADO DE ANALISE | REFERENCIA:
@ DICLOFENACO DE SODIO | EUROPEAN PHARMACOPEIA,

3rd Edition, 1997, page 1487
USP 24, page 546

LOTE N*: CDS - 0052

Validade: ABRH /2004

Data de Fabricag@o: 15/04/02

. Substincias Relacionadas (HPLC)

- Limpidez da Solugan
{Swul. 5,0% em metanol)

. Absargdo daiuz
A (5.0% metanol, 1 cm) 440 nm

. Bromao (ICP-MS)

. Cor da Selugdo a 400 nm:
A (20% metanol, 1 cm)

. Sddio: positivo

. De acordo

. De acordo

. 0,029

. De acordo

. 0,088

TESTES RESULTADOS ESPECIFICAGOES
.Desencgao . De acordo . Pd cristalimo branco a levemente
amarelada, levemente higrosciopico.

. Solubilidade . Agua: de acordo . Livemente solivel em metanol;
. Metanol: de acordo poucoe solivel em &gua; salivel
. Etanol 96%: de acordo em etanol 96%; levemente soldvel
. Acetona: de acordo em acetona; praticamente insoljvel
. Exer: de acordo em éter.

-Dosagem . 996% . 99.0% a 101,0%, hase seca

. Perda por Secagem -0,1% . Madme 05%

(19.105°C2h)

. Metais pesados (Pb) . De acordo . Madmeo 10 ppm

.pH da Solugdoc a 1,0% .12 .70 as8s

. ldentificagdo . LV.: de acordo . LV.: de acorde coem o padrao

. Sédin: positive

. Nenhum pico secundério major do
que 0,2%
Somatdrio: max 05%

. Solugdo Limpida

. Maxime 0,050

. Madmo 10 ppm

. Méximo 0,200

em e&alagem hermeticamente fechada, ao abrigo da IKZ esob atmuvera de nitrogénio.

-

GARANTIA DA QUALIDADE :

NSO AN

DATA:

ESVATRY
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(B)

NORTEC CERTIFICADO DE ANALISE | REFERENCIA :
@ DICLOFENACO DE NORTEC : MC-PF.009.02
POTASSIO
LOTE N& CDP - 00392 Validade : JULHO/2007 Data de Fabricagao: 29/07/02
TESTES RESULTADOS ESPECIFICAC;&S
. Descrigao . De acordo . Po cristalino branco ou quase
branco, higroscapico.
. Solubilidade . Agua: de acordo . Levemente solivel em agua;
. Metano! : de acordo solivel em metanol.
. Dosagem . 58.9% . 980% a 101.,0%, base seca
. Perda por Secagem . 02% . Maximo 0,5%
{1 g. 105%C/3 hj
. Metais Pesados (Pb) . De acordo . Maximo 10 ppm
. Cor a 40C nm: A (20%. 1 cm) metanol . 9054 . Maximo 0,200
. pH da Solugao (a 1.0% em agua) . .70 a 85
. |dentificag3o . LV deacordo . LV.: de acorde com o padrac

. Substancias Relaciocnadas (HPLC)

. Absorg3o da Lux
A (50%. 1cm) 440 nm -

. Limpidez da Solugao
{Sal. 5,0% em metanol)

. Bromo {ICP-MS5)

. Potassio . de acordo

. De acordo

. 0.004

. De acordo

. De acordo

. Potassio : positivo

. Menhum pico secundario maior
do que 0.2%

somatario: mavimo 0,5%

. Maximo 0,050

. Solugao limpida

. Maximo 10 ppm

. Embalagem: Manter em embalagem hermeticamente fechada. aoc abrigo da luz e sob atmosfera de

nitroganio

YL

W FBA - Ly

ANALISTA :

GARANTIA DA QUALIDADE :

DATA 13102102

DATA -
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Anexo 2: Espectro de infra-vermelho do diclofenaco de
cobre(ll) obtido em pastilha de KBr.
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