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RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvida uma metodologia analitica para a
determinacdo de acido salicilico (AS) utilizando espectroscopia de absor¢éo
molecular no visivel. O método é baseado na formacgéo do complexo formado a
partir da reacao entre o acido salicilico e ions Fe(lll). O comprimento de onda
maximo do complexo acido salicilico-Fe(lll) foi em 530 nm, e as melhores
medidas espectrofotométricas foram obtidas utilizando solucdo de Fe(lll)
8,0x10”% mol L®. A curva analitica apresentou uma relacdo linear entre
absorbancia e as concentracfes de AS no intervalo de concentracao de 2,0x10
®>a 6,0x10™ mol L™ (2,8 a 80,0 ug mL™). A equacéo da reta foi de ABS = 5,7
x10 + 1,6 x10° [AS]. Os limites de deteccéo e quantificacdo encontrados s&o,
respectivamente, 2,7x10°® mol L™ (0,4 ug mL™) e 8,1x10°® mol L™ (1,1 ug mL™).
Foi realizada andlise de adicdo e recuperacdo de AS, indicando que ndo ha
interferéncia da matriz neste procedimento. As analises feitas utilizando o
método proposto foram comparadas com procedimento recomendado pela
Farmacopéia Brasileira, demonstrando que o método oficial sofre interferéncia
da matriz da mostra. Os valores encontrados para o RSD foram menores de
1,5 %, indicando uma boa precisdo do método proposto. O procedimento
proposto permite a andlise de produtos dermatolégicos contendo AS de forma

facil e simples.



1. INTRODUCAO

1.1. ACIDO SALICILICO

No século V antes de Cristo, Hipocrates, médico grego e pai da
Medicina cientifica, escreveu que o po acido da casca do Salgueiro ou Chorao
(que contém salicilatos mas € potencialmente toxico) aliviava dores e diminuia
a febre. Este remédio também é mencionado em textos das civilizagbes antigas
do Oriente Médio, Suméria, Egito e Assiria.*

Os nativos americanos usaram por longos anos na medicina popular
para indicacbes similares, como dores de cabeca, febre, reumatismo e
tremores. Em 1763, o reverendo Edmund Stone, de Chipping Norton no
condado de Oxford, Reino Unido, em uma carta para o presidente da
Sociedade Real, descreveu o0 sucesso e o0 poder do tratamento para febre
(propriedades antipiréticas) da poderosa casca do salgueiro. O principio ativo
da casca, a salicina (do nome latino do Salgueiro Salix alba) representada na
Figura 1, quando hidrolisada resulta no acido salicilico, foi mais tarde
encontrada em outras fontes.?

O &cido salicilico foi isolado na sua forma cristalina em 1828 pelo
farmacéutico francés Henri Leroux e pelo quimico italiano Raffaele Piria. Em
1897 a firma farmacéutica alema Bayer conjugou quimicamente o &cido
salicilico com acetato, obtendo-se o0 &cido acetilsalicilico (aspirina), que
descobriram ser menos téxico.*

O nome aspirina teve procedéncia de uma palavra de origem
Germanica para o composto acetilspersaure (Spirea, o género da planta na
qual o principio é obtido, e Saure, a palavra Germanica para acido).?

O &cido salicilico (acido 2-hidroxi-benzoico) € um beta-hidroxi acido
que possui férmula molecular CgH4(OH)COOH e massa molar de 138,12
g mol™. Sua férmula estrutural esta representada na Figura 1. Ele é encontrado
na forma de pé cristalino de cor branca, € pouco solivel em agua e muito

soluvel em etanol e éter.
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Figura 1: Férmula estrutural da salicina (a), do acido salicilico (b) e do acido acetilsalicilico (c).

O acido salicilico (AS) é hidrolisado para salicilatos no estbmago e
desta forma € incorporado na circulagcdo sanguinea. O acido e seus sais
derivados (salicilatos) ocorrem naturalmente em muitas plantas, entre os quais,
a casca do salgueiro e o 6leo de “wintergreen” sdo fontes concentradas destas
substancias.>

O AS é um acido organico com pKa = 3,0, enquanto que, o &cido
acetilsalicilico (AAS) possui pKa = 3,5. O salicilatos de sddio e AAS séo drogas
anti-inflamatérias de igual efeito, embora o AAS seja mais efetivo como um
analgésico.?

A acdo biolégica de alguns farmacos € devida parcial ou totalmente a
propriedade destes em formar quelatos. Dos trés isébmeros do &cido
hidroxibenzéico, somente o o-hidréxi € ativo, porque pode formar ponte de
hidrogénio intramolecular e, deste modo, agir como quelante, representado na
Figura 2. Agentes quelantes sé&o as substancias que possuem a propriedade de
combinar-se com um ion metélico através da doacdo de pares eletrbnicos e
assim formar compostos anelares, ou quelatos, geralmente de cinco ou seis

membros.*
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Figura 2: Acéo quelante do AS em um ion metalico, em decorréncia da posi¢do adequada dos

seus grupos funcionais.




O &cido salicilico tem atividade antipirética e anti-reumatica, mas nao
€ administrado por via oral por causar problemas gastrintestinais. Derivados do
acido salicilico menos irritantes e também menos desagradaveis ao paladar
podem ser preparados. Um dos farmacos mais populares, a ASPIRINA®, usada
como uma droga analgésica e administrada por via oral, tem como componente
ativo o AAS, um derivado obtido via substituicdo do grupo hidroxila do AS. O
AAS deve ser mantido seco, pois em presenca de agua hidrolisa, liberando AS
e 4cido acético.*

O AS é muito usado como agente de terapia externa (agente
queratolitico) em tratamentos dermatoldgicos, sendo um dos principios ativos
empregados em formulacdes esfoliantes que tém como objetivo produzir uma
lesdo controlada na pele, para a remocao de rugas, verrugas, calos e acnes.” '

O AS também é eficiente no tratamento de infeccdes fingicas superficiais.*




1.2. METODOS PARA DETERMINACAO DE ACIDO SALICILICO

Varios métodos tém sido usados para a determinagdo do AS em
formulagbes dermatoldgicas, farmacéuticas, plasma humano, alimentos ou
efluentes (residenciais ou induastrias). Alguns métodos sdo baseados em
separacéo por cromatografia gasosa® e cromatografia de camada delgada®.

O método para a determinacdo do AS em produtos dermatologicos
relatado na Farmacopéia Brasileira’®, Americana (USP)' e Britanica® é a
volumetria de neutralizagdo, usada como método oficial. A USP também utiliza
o método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)™*~2°.

Foi desenvolvida uma metodologia para a determinacéo direta de AS
por CLAE empregando um gradiente de fase reversa em amostras de plasma e
urina de humanos. O método apresentou limite de detecgéo (LD) de 0,2 e 5 ug
mL™, no plasma e na urina, respectivamente.’

Torriero e colaboradores™® determinam AS, como um produto da
hidrolise de formulacdes farmacéuticas que contém AAS, a partir de medidas
de voltametria de pulso diferencial (DVP) com um eletrodo de carbono vitreo. O
AS apresenta uma onda de oxidacgdao irreversivel na faixa de pH de 2 e 11. A
DPV para o AS apresentou uma resposta voltamétrica bem definida em pH
2,37 e potencial de 1,088V (eletrodo de referéncia Ag/AgCl). A faixa linear para
a concentracdo de AS variou de 1 a 60 ug mL™.

A eletroforese capilar'® (EC) foi utilizada para determinacéo de AS
em soro humano, resultado do metabolismo do AAS. A curva analitica foi linear
na faixa de 5 a 500 pg mL™ com coeficiente de correlacéo entre 0,997 a 0,998
e o limite de deteccdo de 1 pg mL™. Gomez e colaboradores®® estudaram a
separacdo de ingredientes ativos em formulacdes de acne (&cido salicilico,
resorcinol, entre outros) por EC em pH = 9,0. A curva de calibracdo para o AS
foi linear na faixa de 10 a 100 pg mL™. O parametros de LD, LQ e r, foram de
0,42 ng mL?, 1,42 pg mL™ e 0,999, respectivamente.

Karim e colaboradores® determinaram espectrofluorimetricamente
(Aex = 315 nm, Aem = 408 nm) AS em soro humano. Nessa metodologia foi
usado As(lll) como reagente para medir o aumento da intensidade da

fluorescéncia do complexo acido salicilico-As(l1l) na presenca do dodecil sulfato




de sédio 10 mol L™. A curva de calibracéo foi linear na faixa de 13,8 a 13812
ng L, rde 0,99985 e 0 LQ igual a 4,2 ug L™

Um procedimento espectrofotométrico no UV pela segunda derivada
foi desenvolvido para analise simultdnea de AAS e AS em tabletes de aspirina.
O AS foi medido em 328 nm, e a curva analitica foi linear na faixa de 0,5 a 40
ng mL™, r de 0,999 e desvio padréo relativo (RSD) de 1,56%.%

A técnica de espectrofotometria (A = 297 nm) em fase sdlida foi
aplicada para a determinacdo de AS em analise por injecdo em fluxo. A curva
analitica apresentou linearidade na faixa de concentracdo de AS de 1 a 20 pug
mL™, com LD de 0,064 ug mL™ e RSD de 0,52%.%

Ahmed e colaboradores® determinaram o AS em amostras de soro
humano por um método espectrofotométrico de absor¢cdo molecular no visivel
(A =540 nm), baseado na formacéo de um complexo entre a reacdo do AS com
uma solucéo reagente contendo Fe(lll) e Hg(ll). A curva analitica foi linear na

faixa de 0 a 100 ug mL™.




1.3. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO MOLECULAR

A espectrofotometria UV-vis €, provavelmente, a técnica analitica
mais empregada a analises de rotina em funcdo de seu relativo baixo custo, da
facilidade de operacéo e da sensibilidade atingida.*

Os métodos espectrofotométricos se baseiam na medida da
intensidade de radiacdo luminosa, num espectro de emissao ou de absor¢éo. A
espectrofotometria de absorcdo molecular no visivel é uma analise
colorimétrica realizada numa faixa de luz visivel, entre o ultravioleta e o
infravermelho, com comprimento de onda entre 380 e 780 nm.?

A Figura 3 mostra um feixe de radiacdo luminosa, antes (lp) e depois
(I) de atravessar uma cubeta transparente tendo um caminho 6optico de b (cm),
contendo uma solucdo com concentracdo Cx (mol L) de uma espécie

absorvente. A solucéo é constituida pelo solvente e pelo analito.

| _ - I
— 0 | —
‘“—
b (cm)

Figura 3: Esquema da luz passando na amostra em uma célula de espessura b.

Em decorréncia das interagdes entre fétons e atomos ou moléculas
absorventes, a intensidade de luz incidente (Ip) € maior do que a intensidade
final (I) da luz.

A absorcéo da radiagdo luminosa, no visivel, pelas moléculas resulta
em uma transicdo eletronica da matéria, no estado excitado, com o
acompanhamento de mudancas rotacionais e vibracionais destas, na qual
rapidamente, retorna ao estado fundamental, através da perda de energia na

forma de calor ou ruidos.?®




A absorbéancia A de um meio € definida pela equagéo 1.
I
A=log TO 1)

A regido linear de medidas de absorcdo pode ser descrita pela Lei
Beer-Lambert, conforme a equacéo 2, onde ¢ é a absortividade molar (L mol™
cm™), b é o comprimento de caminho 6ptico da cubeta (cm), e C é a
concentracéo (mol L™).?

A=¢b.C 2

A medida da absorbancia é geralmente preferida porque ela esta
diretamente relacionada com a concentragdo. Para que um analito seja
determinado espectrofotometricamente, a absorbancia deve ser medida em um
comprimento de onda nos quais 0Ss outros componentes da amostra néo
absorvam. Na auséncia de substancias interferentes, a medida da absorbancia
deve ser feita no maior pico de absorbancia porque este € o ponto no qual a
absorbéancia € mais sensivel as mudancas de concentracdo. Poucos analitos
absorvem suficientemente para serem determinados diretamente sem um
prévio tratamento quimico. Este problema pode ser superado com a adi¢do de
uma substancia que reage com o analito para produzir uma espécie que
absorve no visivel. Tais substancias sdo chamadas de cromoforos. A reacao
entre o analito e o croméforo pode ser quantificada por métodos
espectrofotométricos, para baixas concentracdes do analito, sendo que o
composto deve ser estavel por um tempo suficiente para que a absorbancia

seja medida.?*




2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma metodologia analitica para determinacédo de AS em
produtos dermatoldgicos, utilizando a espectrofotometria de absorgéo
molecular no visivel, a partir do complexo acido salicilico-Fe(lll). Otimizar esta
metodologia e comparar os resultados obtidos com o método oficial da

Farmacopéia Brasileira.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter o comprimento de onda de absor¢do maxima para o complexo &cido
salicilico-Fe(lll);

e Estudar o tempo de reacdo para a formacdo do complexo &cido salicilico-
Fe(Ill);

e Construir a curva analitica para o AS;

e Estudar os possiveis interferentes pelo método de adicao e recuperacdo de
acido salicilico nas amostras dermatolégicas;

e Determinar e comparar o teor de AS em amostras dermatoldgicas usando o

meétodo proposto e o método oficial;




3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. EQUIPAMENTOS

Para obter o espectro de absorcdo molecular utilizou-se o
espectrofotdometro UV-vis Shimadzu modelo UV-1203 apresentado na Figura 4.
Para as medidas da absorbancias no comprimento de onda fixo de 530 nm
utilizou-se o espectrofotbmetro visivel Micronal modelo B-572 mostrado na
Figura 5.

Figura 4: Espectrofotbmetro UV-vis Shimadzu modelo UV-1203.
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Figura 5: Espectrofotémetro visivel modelo Micronal B-572.




Em todas as medidas utilizou-se uma cubeta de quartzo de 1,0 cm
de caminho Optico.

3.2. REAGENTES E SOLUCOES

Solucbes de acido Salicilico (Reagen), cloreto de ferro (lll) anidro
(LAFAN), hidroxido de sodio (Nuclear), fenoftaleina (NUCLEAR), biftalato de
potassio (Nuclear) e acido bérico (VETEC) foram preparadas e usadas para
desenvolvimento deste trabalho.

Solucéo de &cido salicilico 2,0x10 mol L™ foi preparada diariamente
dissolvendo 0,0138 g dessa substancia em 50 mL de agua destilada. Solucéo
padrdo de Fe(lll) 8,0x10 mol L™ foi preparada diariamente dissolvendo 0,0650
g de cloreto de ferro (Ill) em 50 mL de 4gua destilada.

A fenoftaleina foi preparada a partir da dissolucdo 1 g dessa
substancia na proporcdo de 6:4 de Aalcool etilico e &gua destilada,
respectivamente, para 100 mL.*’

Solugdo de hidréxido de sédio 0,1 mol L™ foi preparada pela
dissolucéo de 4,0 g dessa base em 1 L de agua destilada. Posteriormente foi
padronizada com trés amostras de 0,3036 g do padrdo primario biftalato de
potassio previamente secas em estufa por vinte e quatro horas. As amostras do
padrdo primario foram dissolvidas em 50 mL de agua destilada com gotas de
fenoftaleina e tituladas com solugéo de hidréxido de sédio.?®

Determinou-se o teor de AS nas seguintes amostras de produtos
dermatoldgicos:

e amostra A comercializada em envelope com 4 g e rétulo com

composicao:
Acido SaliciliCO ...coovveeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 0,160 g
Sulfato de aluminio e aménio ................ 0,729 g
ACidO DOFICO ... 3,106 g

e amostra B comercializada em frasco com 30 mL de uma
solucéo viscosa, transparente, incolor, e rotulo de composigéo:
Acido saliciliCo .......ccovevereeeereeree, 20 mg mL*
Diproprianato de betametasona ............ 0,64 mg mL*
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3.2.1. Espectros de absorcdo molecular

Para a determinacdo do comprimento de onda do complexo acido
salicilico-Fe(lll), foi adicionado 1,25 mL de solugéo de AS 2,0x10° mol L?, 1
mL de solucdo de Fe(lll) 8,0x10 mol L™ em um bal&o volumétrico de 10 mL e
completou-se o volume com agua destilada. Apés homogeneizacdo, uma
aliquota de 3 mL desta solucao foi transferida para a cubeta de quartzo e a
leitura da absorbéncia entre 350 a 800 nm foi efetuada. Também foram
realizadas leituras das solucdes de AS 2,0x10° mol L™* e Fe(lll) 8,0x107

mol L.

3.2.2. Estudo da concentracao de ferro (llI)

Para o estudo da concentracao de ferro (Ill) 2 mL de solucdo de AS
2,0x10° mol L* e 0,1 mL de solucdo de Fe(lll) 8,0x10° mol L™, foram
transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com
agua destilada. A leitura da absorbancia foi feita imediatamente em 530 nm.
Este procedimento foi realizado com aliquotas de 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0,
6,0, 7,0 e 8,0 mL da solucéo de Fe(lll) e AS 2,0x10° mol L™

3.2.3. Estudo do tempo de reacao

Em um baldo volumétrico de 10 mL foi adicionado 2,5 mL de solucao
de AS 2,0x10° mol L e 1,0 mL de solucdo de Fe(lll) 8,0x10° mol L™
Completou-se o volume com agua destilada e a leitura da absorbancia em 530
nm foi realizada em 0,0, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0 e 10 min.
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3.2.4. Curva analitica para o AS

A curva analitica do AS foi obtida com volume fixo de 1,0 mL da
solucdo de Fe(lll) 8,0x10° mol L™ e variou-se o volume (0,2 a 3,0 mL) da
solucdo de AS 2,0x10° mol L. As solucdes foram preparadas em baldo
volumétrico de 10 mL. O volume foi completo com agua destilada e as medidas
de absorbancia foram feitas em 530 nm. Esse procedimento foi realizado em

triplicata.

3.2.5. Estudo de adicéo e recuperacao de AS

Pesou-se uma massa de 0,35 g da amostra A e transferiu-se para
um baldo volumétrico de 25 mL e dissolveu-se com agua destilada. A partir
dessa amostra, foram preparadas quatro solucdes, em baldo volumétrico de 10
mL, contendo 1 mL da amostra, 1 mL de solucdo Fe(lll) 8x10™ mol L e as
respectivas aliquotas de 0,0, 0,4, 0,8 e 1,2 mL da solucéo de AS 2x10° mol L™.
Essas solu¢cbes foram preparadas em baldo volumétrico de 10 mL e o volume
foi completo com agua destilada. As medidas da absorbancia foram feitas em
530 nm.

Uma aliquota de 0,7 mL da amostra B foi transferida para um balédo
volumétrico de 25 mL e completo com agua destilada. A partir dessa amostra,
foram preparadas quatro solu¢cbdes, em baldo volumétrico de 10 mL, contendo 1
mL da amostra, 1 mL de solucdo Fe(lll) 8x10° mol L™ e as respectivas
aliquotas de 0,0, 0,4, 0,8 e 1,2 mL da solucdo de AS 2x10° mol L. Essas
solucdes foram preparadas em baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi
completo com agua destilada. As medidas da absorbancia foram feitas em 530

nm.
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3.2.6. Determinacdo do AS nas amostras A e B pelo método proposto

3.2.6.1. Determinagéo do AS na amostra A

Foi pesado 0,7 g da amostra A e transferido para um baldo
volumétrico de 50 mL e o volume foi completo com &gua destilada. Uma
aliquota de 1 mL desta solucao foi transferida para um baldo volumétrico de 10
mL, contendo 1 mL de solugédo Fe(lll) 8x10™ mol L™ e o volume completo com
adgua destilada. Em sequéncia, aliquota de 3 mL desta solucdo foi transferida
para uma cubeta e a medida da absorbéncia foi feita em 530 nm para a
determinacdo do AS na amostra A. Este procedimento foi realizado em

triplicata.
3.2.6.2. Determinagéo do AS na amostra B

Foi transferido 1,4 mL da amostra B para um baldo volumétrico de 50
mL e o volume foi completo com agua destilada. Uma aliquota de 1 mL desta
solucéo foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL, contendo 1 mL de
solucdo Fe(lll) 8x10 mol L™ e o volume completo com agua destilada. Em
seguida, aliquota de 3 mL desta solucao foi transferida para uma cubeta e a
medida da absorbancia foi feita em 530 nm para a determinacdo do AS na

amostra B. Este procedimento foi realizado em triplicata.

3.2.7. Determinacdo do AS em amostras dermatoldgicas pelo método oficial

A volumetria de neutralizacdo foi usada como método oficial sugerido
pela Farmacopéia Brasileira’®, para a determinacdo do AS em produtos

dermatoldgicos.

3.2.7.1. Determinagdo do AS na amostra A pelo método oficial

Foram dissolvidos 70 mg da amostra A em 25 mL de alcool etilico e
titulado com hidréxido de sédio 0,0875 mol L™ empregando como indicador a

fenoftaleina.
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3.2.7.1.1. Estudo da interferéncia do &cido boérico na determinacdo para
amostra A

Foram preparadas trés solugdes contendo, respectivamente, 100 mg
de AS, 100 mg de acido bodrico e 100 mg de acido salicilico com 100 mg de
acido borico. Estas substancias foram dissolvidas separadamente em 25 mL de
alcool etilico e tituladas com hidréxido de sédio 0,0875 mol L™ usando como

indicador a fenoftaleina.
3.2.7.2. Determinagé@o do AS na amostra B pelo método oficial

Foram diluidos 5 mL da amostra B em 25 mL de alcool etilico e
titulado com hidréxido de sédio 0,0875 mol L™ empregando como indicador a

fenoftaleina.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 FORMACAO DO COMPLEXO

A metodologia analitica proposta no presente trabalho se baseia na
formacdo de um complexo acido salicilico-Fe(lll). A Figura 6 mostra a
coloracéo da (1) solucéo de AS 2,0 10° mol L™, (2) solucéo de Fe(lll) 8,0 103
mol L™ e (3) solugdo do complexo &cido salicilico-Fe(lll). Também pode ser
observado na Figura 6, que o complexo acido salicilico-Fe(lll) apresenta uma
coloracéo diferente da solucdo aquosa de AS e da solugcéo de Fe(lll), o que
torna uma reacédo seletiva para esta substancia e para o desenvolvimento do

procedimento proposto.

Figura 6. Coloracdo da (1) solucdo de AS 2,0 10° mol L™, (2) solucéo de Fe(lll) 8,0 10° mol L™

e (3) solugcédo do complexo &cido salicilico-Fe(lll).
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A Figura 7 mostra uma proposta para a férmula estrutural e
mecanismo inicial do complexo, formado a partir da reacdo do AS e Fe(lll).
Inicialmente, um mol de AS (ligante bidentado) reage com um mol de Fe(lll)

formando o complexo |, que segundo a literatura absorve em 525 nm.*

Yy r //O 1+
oH C\O .
+ Fe” = \ *2H
OH O/Fe
Acido Salicilico ~ Complexo |

Figura 7. Mecanismo proposto para a formagcédo do Complexo I.
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4.2. ESPECTRO DA ABSORCAO MOLECULAR

A Figura 8 mostra os espectros de absor¢do molecular obtidos em
uma varredura realizada entre os comprimentos de onda de 350 a 800 nm para
o (a) complexo &cido salicilico-Fe(lll) nas concentracdes de AS 2,5x10™ mol L™
e Fe(lll) 8,0x10™* mol L™ e (b) solucdo de Fe(lll) 8,0x10* mol L. Como pode
ser observado o complexo apresentou absorbancia maxima em 530 nm, n&o
apresentando interferéncia do ferro (Ill). Portanto, essa reagéo e comprimento
de onda foram selecionados para as medidas de absorbéancia e
desenvolvimento do método espectrofotométrico para determinacdo de AS em
produtos dermatoldgicos.

O espectro da solucao de AS, ndo mostrado, também foi obtido, e

ndo interfere no meétodo proposto, uma vez que absorve na regido do

ultravioleta.
1,0
0.9 i (@) Complexo acido salicilico-Fe(lll)
’ —— (b) Fe(lll)
8
(&)
c
«O
2
@)
0
o)
<
(b)
_0,1 [ | 1 | L 1 | 1 |

400 500 600 700 800
Comprimento de Onda (nm)

Figura 8. Espectro de absorcdo molecular (a) do complexo acido salicilico-Fe(lll) e (b) da solugdo de

Fe(lll) 8,0x10™ mol L™,
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4.3. ESTUDO DA CONCENTRACAO DE FERRO ()

Foi realizado estudo da concentracdo de Fe(lll) sobre a absorbancia
do complexo acido salicilico-Fe(lll) para obtencdo da melhor resposta
espectrofotométrica. Como pode ser observado na Figura 9, ha um efeito
significativo na absorbancia com o aumento da concentracao de Fe(lll).

Nesse estudo foram adicionadas diferentes concentracdes de Fe(lll)
de 2,0x10° a 1,6x10° mol L* em solucdo de AS 4,0x10* mol L™, sendo
observado um aumento na absorbancia nas concentracdes de 2,0x10° a
6,0x10“% mol L* de Fe(lll) e mantendo-se constante em concentracdes
superiores a 6,0x10™ mol L™. Por essa razéo, a concentragéo de 8,0x10™ mol

L™ de Fe(ll) foi selecionada para o desenvolvimento deste trabalho.

1,0

0,9 —
0,8 —
07 | [Fe (I1)] = 8x10™ mol L™
06 |

05 [ /

0,4

=~ [ ] = _—"

Absorbancia

0,3
02k /
0,1 —/
0,0 ! : | : | : | : : | : | : | :
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Figura 9. Estudo da concentracio de Fe(lll) de 2,0x10™ a 1,6x10° mol L™, em solucdo de AS
4,0x10™ mol L™ em 530 nm.
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4.4, ESTUDO DO TEMPO DE REACAO

A formagéo do complexo ocorre imediatamente a partir da reagéo do
AS com o Fe(lll), sendo uma vantagem do método proposto. Entretanto, foi
necessario verificar a estabilidade do complexo, e se ocorre variacdo na
intensidade da coloracdo em relacdo ao tempo. Foram realizadas medidas de
absorbancia do complexo, em 530 nm, variando o tempo de reacédo de 0 a 10
min. Conforme mostra a Figura 10, o valor de absorbancia foi constante
durante o tempo estudado, indicando assim, que o complexo acido salicilico-

Fe(lll) é estavel.

0,70

0,69
0,68 |-

0,67 |-

0,66 -

0,65 -

0,64 -

Absorbancia

0,63
0,62 -

0,61 |-

0,60 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo (min)

Figura 10. Estudo do tempo de reacdo de 0 a 10 min do complexo &cido salicilico-Fe(lll),
formado com solugdo de acido salicilico 4,0x10* mol L™" e solucdo de Fe(lll)
8,0x10™ mol L™
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4.5. CURVA ANALITICA

Entre os parametros analiticos normalmente encontrados para a
validacdo de um método analitico esta a faixa linear. A linearidade corresponde
a capacidade do método em fornecer resultados diretamente proporcionais a
concentracdo da substancia analisada, dentro de uma faixa de aplicacéo.*
Para obtencdo deste parametros foi construida a curva analitica, depois da
otimizacdo da metodologia proposta e consequentemente da selecdo dos
melhores parametros da formacgédo do complexo acido salicilico-Fe(lll).

A Figura 11 mostra as solucdes utilizadas para a construcao da curva
analitica. Observa-se um acréscimo na intensidade da coloracdo na formacéo

do complexo &cido salicilico-Fe(lll) com o0 aumento na concentracao do AS.

Figura 11. SolucBes utilizadas para a construgdo da curva analitica para 0 AS com solucdo de
Fe (lll) 8,0x10” mol L™ e solucdes de AS de 2,0x10°, 4,0x10°, 6,0x10°, 8,0x10°,
1,0x10*, 2,0x10™, 3,0x10™, 4,0x10*, 5,0x10™, 6,0x10™ e 7,0x10™* mol L™.
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A Figura 12 mostra a curva analitica obtida para o complexo acido
salicilico-Fe(lll), que apresentou uma faixa linear entre as concentracdes de AS
de 2,0x10° a 6,0x10™ mol L™, em 530 nm. Obteve-se a equacéo para a reta
Abs = 5,7x10° + 1,6x10° [AS] e r = 0,9999. Os dados obtidos pelo método da
regresséo linear demonstraram um bom coeficiente de correlagdo. Os limites
de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram encontrados pelo método
baseado em parametros da curva analitica.®*®* O LD e LQ sdo 2,7x10® mol L™

(0,4 pg mL™) e 8,1x10° mol L™ (1,1 ug mL™), respectivamente.

1,0
- Linear Regression Y = A+B* X
0,9 |-
- Parameter Value
081 A 5,7x10°
B 3
07k B 1,6x10
| T 0,9999
s 06|
«@ 0,5 |
2 i
3 04|
o)
< L
0,3 |
0,2
0,1}
010 | 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 6,0

[AS] 10 mol L™

Figura 12. Curva analitica para o AS de 2,0x10° a 6,0x10™ mol L™ com solucdo de Fe(lll)
8,0x10 mol L™ em 530 nm.
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4.6. ESTUDO DE ADICAO E RECUPERAGCAO DE ACIDO SALICILICO

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos no estudo de adicéo e
recuperacdo de AS em amostras de produtos dermatologicos pelo método

proposto.

TABELA 1 - Estudo de adicdo e recuperacao de AS para as amostras A e B.

Acido salicilico (mg mL™)

Amostra Adicionado Recuperado Recuperacédo (%)
0,110 0,104 £ 0,001 94,5
A 0,221 0,217 £ 0,001 98,2
0,331 0,323 + 0,005 97,6
0,110 0,108 + 0,006 98,2
B 0,221 0,216 + 0,005 97,7
0,331 0,327 + 0,005 98,8

As amostras apresentaram uma porcentagem de recuperagdo
variando de 94,5 a 98,8%, comprovando que o método proposto possui uma
boa exatiddo e ndo sofre influéncia da matriz sobre o procedimento analitico

proposto.
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4.7. ESTUDO DE REPETITIVIDADE PELO METODO PROPOSTO

Foram realizadas 8 determinacdes em triplicata para cada amostra.
Os resultados da determinacdo de AS nas amostras A e B, estdo apresentados
na Tabelas 2, na qual constam o valor obtido e o desvio padrao pelo método
espectrofotométrico em cada determinacdo para as amostras A e B. Em
seguida, foi calculado o erro relativo médio, o desvio padréo e o intervalo de

confianca para probabilidade de 95% (n=8) dos dados obtidos.

TABELA 2 — Estudo da repetitividade pelo método proposto em produtos

dermatoldégicos.

Acido salicilico

Amostra A (g / 4 g amostra) Amostra B (mg mL™)

0,144 + 0,004 18,6 £ 0,1
0,144 + 0,008 18,6 £ 0,1
0,144 + 0,008 18,7+ 0,1
0,144 + 0,004 18,9+0,2
0,144 £ 0,012 19,0+0,1
0,144 + 0,004 19,2+0,1
0,148 £ 0,012 19,2+0,1
0,148 + 0,004 19,2+0,1

Er médio =- 9,4 % Er médio =-55%

Desvio padrao: 1,3 % Desvio padréao: 1,4 %

Intervalo de confianca da média Intervalo de confianca da média

(95%, n = 8): 0,145 + 0,002 (95%, n=8): 18,9 + 0,2

Os valores de referéncia para o calculo do erro relativo, aceito como
verdadeiro, sdo encontrados nos rotulos das amostras A e B sendo 0,160 g AS
/ 4 g e 20,0 mg mL™, respectivamente. Os valores do Er médio para as
Amostras A e B, sdo, — 9,4 e — 5,5 %, respectivamente, sendo aceitaveis e
mostrando assim bom desempenho e uma boa exatiddo do procedimento
proposto.

Os valores de RSD para as amostras A e B sdo 1,3 e 1,4 %,
respectivamente, indicando uma boa precisdo, confirmando que o método

proposto possui boa repetitividade.
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4.8. DETERMINACAO DE AS EM PRODUTOS DERMATOLOGICOS

Os valores rotulados e os resultados obtidos para as determinacdes
de AS, em triplicata, nas amostras A e B, empregando o método oficial da

Farmacopéia e o0 método proposto, estao representados na Tabela 3.

TABELA 3 — Determinacéo de AS nas amostras A e B.

Acido salicilico

Valor Método Método
Amostra rotulado Proposto Oficial Er (%)
0,160 0,152 + 0,008 2,10 -5,0
A(g/4qg) 0,160 0,148 + 0,012 2,06 75
0,160 0,156 = 0,004 2,13 -2,5
20,00 19,18 £ 0,02 2,66 -4,1
B (mg mL™?) 20,00 19,22 + 0,08 2,90 23,9
20,00 19,16 £ 0,13 2,66 -4,2

Er = Método proposto versus valor rotulado

O Eg para o método proposto € aceitavel, indicando boa exatidao.

O método oficial sofreu interferéncia na matriz de substancias com
carater acido ou basico. Um dos componentes da amostra A, o acido bdrico
(H3BO3), ja indicado no item 3.2, estd presente na amostra com quantidade
superior ao acido salicilico. Pelo método de volumetria de neutralizacdo, o
acido boérico, por ter carater acido e estar na amostra em quantidade
significativa, interfere no resultado. Por este motivo foi realizado um estudo da
interferéncia do acido borico, em trés solucdes diferentes, simulando a amostra
A: (1) amostra de AS, (2) amostra de acido bodrico e (3) amostra contendo a
mistura do AS e acido bdrico. Foi determinado AS nestas trés amostras pelo
método oficial e os resultados estdo apresentados na Tabela 4.

TABELA 4 — Estudo da interferéncia do acido borico na determinacéo de AS
na amostra A pelo método oficial.

Amostra Substancias Massa (g)* Massa (g)**
1 Acido salicilico 0,160 0,15
2 Acido bérico 3,10 2,20
3 AS + Acido bérico 0,160 + 3,1 2,30

* massa utilizada na simulacdo dos produtos dermatoldgicos.
** massa determinada pelo método oficial.

24



Pelos resultados da tabela 4, as amostras analisadas por volumetria
de neutralizacdo se somam indicando que o acido bdrico interfere na
determinacdo do AS. Este procedimento sugere que o método oficial sofre
interferéncia por substancias acidas ou basicas, dificultando a determinacéo de
AS em produtos dermatoldgicos pelo método oficial.

A seletividade da reacdo de formacdo do complexo acido salicilico-
Fe(lll) € uma vantagem para o0 método espectrofotométrico pois este néo sofre
interferéncia por produtos &cidos ou basicos na composi¢cdo da matriz das

amostras.
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5. CONCLUSAO

O método proposto mostrou-se rapido, simples, preciso, exato e
sensivel. A instrumentacdo e a metodologia sdo simples, economicamente e
facilmente adaptavel, principalmente por possuir baixo custo, comparado com
outros métodos. A desvantagem do método proposto € que as preparacdes
dermatoldgicas, para espectrofotometria no visivel, devem ser solucdes
incolores para obter melhor exatiddo e uma maior precisdo. Entretanto, a
grande vantagem é a seletividade, pela reacdo do complexo acido salicilico-
Fe(lll), na qual ndo ocorre interferéncia por substancias contidas na matriz de
carater acido ou basico, obtendo um melhor resultado que o método oficial. O
meétodo proposto pode ser empregado para a determinacdo de AS em produtos

dermatolégicos.
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