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Resumo - A cumarina (1,2-benzopirona) é encontrada como princípio ativo em medicamentos e possui 
atividades antibióticas, anticoagulante e analgésica. A espectroscopia de fluorescência foi utilizada para o 
desenvolvimento de uma metodologia para a determinação de cumarina em formulações farmacêuticas. A 
cumarina possui máximos de excitação e emissão em 310 nm e 390 nm, respectivamente. Foi observado 
um comportamento linear para o sinal da cumarina no intervalo de concentração de 2,5x10-6 a 1,0x10-4 mol 
L-1 com linearidade de 0,998 e sensibilidade de 2,9x1010 u.a. /mol L-1. O método foi utilizado para a 
determinação de cumarina em formulações farmacêuticas (drágeas) e mostrou-se de fácil aplicação, sem a 
necessidade tratamentos laboriosos da amostra. A quantificação de cumarina foi realizada utilizando-se 
adição de padrão e calibração externa, pôde-se observar que os resultados obtidos corroboram (P<0,05), 
indicando que a matriz não foi um interferente na determinação de cumarina por espectroscopia de 
fluorescência. 
 
Palavras-chave:  cumarina, fluorescência, espectroscopia, medicamentos. 
Área do Conhecimento: Ciências Exatas e da Terra (Q uímica). 
 
Introdução 
 

A cumarina 1,2-benzopirona (Figura 1) é um 
cristal branco à temperatura ambiente, de aroma 
semelhante ao da baunilha, com ponto de fusão 
entre 68 e 70°C, massa molecular de 146,15 
g/mol, ponto de ebulição entre 297 ºC – 299 °C, 
densidade aparente de 0,7 g/mL. A cumarina 
possui boa solubilidade em etanol, clorofórmio, 
éter dietílico, óleos, sendo pouco solúvel em água 
(COHEN et al. 1979). 

É um princípio ativo natural existente em 
diversas plantas como o guaco, a emburana, o 
agrião, a ipeca, o cumaru, o carapiá, a canela, a 
chicória, entre outras, e em frutas como o 
morango, a cereja, a framboesa e o damasco. É 
utilizada como fixador de perfumes, aditivo em 
tintas e spray, aromatizantes de alimentos, além 
de possuir propriedades antibióticas, bronco 
dilatadora, fungicida, anticoagulante, analgésica e 
também ser utilizada em tratamentos contra o 
câncer. A maioria das cumarinas possue 
propriedades farmacológicas, sendo utilizadas em 
diversas áreas da medicina (RODRIGUES et al. 
2005; OLDENBURG, et al., 2008). 

 

 
 
Figura 1:  Fórmula estrutural da cumarina 

 

Atualmente, mais de 1.300 cumarinas já foram 
identificadas de fontes naturais, especialmente de 
plantas verdes. As propriedades farmacológicas, 
bioquímicas e aplicações terapêuticas da 
cumarina simples dependem de seus padrões de 
substituição (HOULT; PAYÁ, 1996,).  

Assim, a cumarina e seus derivados naturais e 
sintéticos são muito explorados devido às suas 
propriedades biológicas, químicas e físicas. 

O intenso uso de cumarina nos últimos anos 
tem requerido o desenvolvimento de métodos de 
análise, não somente destinados para o controle 
de qualidade nas preparações farmacêuticas, mas 
também para fluídos biológicos e em cosméticos. 
(JIN-FANG, et al., 2008) A análise de 
medicamentos a base de cumarina surge para 
atender às necessidades tanto clínicas quanto 
toxicológicas.  
 Muitos dos métodos relatados na literatura 
para a análise de medicamentos consomem 
tempo e envolvem procedimentos elaborados e 
com baixa sensibilidade. Em técnicas de 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), o 
excipiente da formulação exige prévia filtração, e 
em métodos colorimétricos, um elemento de erro é 
introduzido devido ao mascaramento da cor por 
agentes coloridos. Na análise em material 
biológico, os métodos envolvendo cromatografia 
gasosa necessitam de prévia derivatização, e 
muito dos detectores empregados para HPLC 
empregam baixa vazão, consumindo tempo, além 
de serem caros (MOTHES, et al., 2003, 
MORZYCKA, B., 2002, RATERS, MATISSEK, 
2008, AHN et al. 2008). 
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A cumarina e seus derivados exibem 
fluorescência, o que as tornam apropriadas para 
uso como cromóforos ópticos não lineares 
(KOVAC; NOVAC, 2002). Suas propriedades 
fluorescentes as tornam amplamente exploradas 
em ciências da vida. 

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi o 
desenvolvimento de uma metodologia analítica 
para determinação de cumarina em medicamentos 
sintéticos (drágeas) utilizando espectroscopia de 
fluorescência. 
 
Materiais e métodos 
 

As medidas foram realizadas utilizando 
espectrofluorímetro Jobin-Yvon Spex fluoromax-2 
com varredura de 200 a 800 nm, com cubeta de 
quartzo de 1 cm de caminho óptico. 

As soluções de cumarina padrão (Adrich 99%)  
foram obtidas a partir de uma solução estoque 
1,00x10-3 mol L-1 em acetonitrila. Os solventes 
utilizados para os estudos foram água Milli-Q, 
etanol, dioxano e acetonitrila. 

O estudo da influência do pH do meio no 
comportamento espectroscópico da cumarina foi 
realizado em meio aquoso no intervalo de pH de 
2,00 a 10,0. 

A curva analítica para a cumarina foi obtida em 
meio aquoso, no intervalo de concentração de 
2,5x10-6 a 1,0x10-4 mol L-1. 

Após a obtenção da curva analítica e dos 
parâmetros de validação, a metodologia foi 
avaliada na determinação de cumarina em 
formulações farmacêuticas (drágeas). As amostras 
foram utilizadas sem pré-tratamentos, sendo 
somente diluídas com acetonitrila (solução 
estoque). Foram maceradas cinco drágeas do 
medicamento e 0,0102 g foi dissolvida em um 
balão volumétrico de 5 mL com acetonitrila. Desta 
solução foi retirada uma alíquota de 80,0 µL e 
diluída para 2,00 mL e esta solução foi adicionada 
a cubeta para a análise por espectroscopia de 
fluorescência. Para quantificação da cumarina na 
amostra foi utilizado o método de adição de 
padrão e calibração externa. 
 
Resultados e Discussão 
 
 Inicialmente foram obtidos os espectros de 
excitação e emissão para a cumarina. Na Figura 2 
encontram-se os espectros de fluorescência 
(excitação e emissão) obtidos para a cumarina, 
onde observa-se que os máximos de excitação e 
emissão são em 310 nm e 390 nm, 
respectivamente. Desta forma, o valor de 310 nm 
foi comprimento de onda de excitação utilizado 
para a obtenção dos espectros de emissão.  
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Figura 2:  Espectro de excitação e emissão para a 
cumarina (4,0x10-5 mol L-1) em meio aquoso. 
 

O efeito, dos solventes, água, acetonitrila, 
dioxano e etanol, na intensidade do sinal de 
fluorescência da cumarina, foi avaliado buscando 
as condições onde se obtém melhor sinal 
analítico.  

Os resultados obtidos indicaram que a 
cumarina apresenta maior sinal de fluorescência 
quando água é utilizada como solvente (Figura 3). 
Esse dado indica que há uma maior interação 
entre as moléculas de água com a da cumarina via 
processo de solvatação tanto do estado 
fundamental da mesma quanto do estado excitado 
(MARTINS, et al. 2008). 
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Figura  3: Variação da intensidade do sinal de 
fluorescência (λemissão = 390 nm) para cumarina em 
diferentes solventes (λexcitação = 310 nm, 
concentração de cumarina 4,00x10-5 mol L-1).  
 
 A influencia do pH do meio na intensidade do 
sinal de fluorescência da cumarina também foi 
avaliado e não foram observadas diferenças 
significativas para fins analíticos. Adicionalmente, 
a utilização de soluções salinas (soro fisiológico) 
como solvente não influenciaram no perfil 
espectroscópico da cumarina. Isto indica que para 
o caso da cumarina, a força iônica do meio não 
tem influência sobre os estados excitados da 
mesma. Assim, para a obtenção da curva analítica 
foi utilizado como solvente somente água Milli-Q. 

Após a otimização dos parâmetros 
experimentais a curva analítica foi obtida, em meio 
aquoso, e foi observado um aumento linear da 
intensidade relativa do sinal com a concentração 
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de cumarina no intervalo de 2,5x10-6 a 1,0x10-4 
mol L-1 (Figura 3). 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
Figura 4 : Curva Analítica obtida para a cumarina 
(λexcitação de 310 nm e λemissão de 390).  
 

A validação do método proposto, para 
determinação de cumarina em medicamentos, foi 
avaliada mediante alguns parâmetros. Para tal 
utilizou-se como referência o guia para validação 
de métodos analíticos da ANVISA e as 
recomendações de Shabir (SHABIR, 2003), que 
reúne as informações do FDA (US Food and Drug 
Administration), da USP (US Pharmacopoeia) e do 
ICH (International Conference on Harmonization). 
Os parâmetros avaliados foram: faixa linear, 
linearidade, sensibilidade, limite de detecção 
(LOD) e limite de quantificação (LOQ). Os 
resultados obtidos encontram-se reunidos na 
Tabela 1. 

Os valores de sensibilidade, faixa linear e 
linearidade foram obtidos da curva analítica 
(Figura 3). O limite de detecção (LOD) e o limite 
de quantificação (LOQ) foram calculados, também 
a partir da curva analítica, pelas seguintes 
expressões: 

b

s
LOD xy /3=          e        

b

s
LOQ xy /10=  

onde Sy/x é a estimativa do desvio padrão da curva 
analítica e b o coeficiente angular da curva 
analítica. 
 
Tabela 1: Resultados obtidos para a cumarina, 
utilizando espectroscopia de fluorescência. 

 
Parâmetros Resultados 

Linearidade (r) 0,998 
Sensibilidade (b) / (u.a. /mol L-1) 2,9x1010 

*LOD / (10-6 mol L-1) 0,3 
*LOQ / (10-6 mol L-1) 1,0 

 
A repetibilidade, para a concentração de 

1,0x10-5 mol L-1 (n = 10), foi de 1,1%. 
Após a obtenção dos parâmetros analíticos a 

metodologia proposta foi utilizada na determinação 
de cumarina em quatro amostras de 
medicamentos (drágeas). Foram utilizadas 

amostras de medicamentos a base de cumarina, 
cuja composição principal era de 15 mg de 
cumarina (principio ativo), 90 mg de troxerrutina e 
excipientes. 

As quantidades de cumarina nos 
medicamentos foram obtidas utilizando-se o 
método de adição de padrão e calibração externa. 
As medidas foram realizadas em triplicata para 
cada amostra. Os resultados encontrados estão 
apresentados na tabela 2. 

 
Tabela 2:  Resultados obtidos para a determinação 
de cumarina em drágeas. (Valor nominal de 
cumarina nas amostras, igual a 15 mg/drágea). 

 
 Adição de 

Padrão 
Calibração 

Externa 
Amostra Cumarina 

(mg) 
s* 

(mg) 
Cumarina 

(mg) 
s* 

(mg) 
1 14,2 1,1 14,1 1,0 
2 13,7 0,6 13,9 0,5 
3 15,3 1,0 14,8 0,9 
4 15,1 0,9 15,2 1,0 

*estimativa desvio padrão absoluto (n=3) 
 

O efeito matriz pode ser avaliado pela 
comparação dos valores obtidos para as amostras 
analisadas utilizando-se os dois métodos 
(calibração externa e adição de padrão). Pode-se 
verificar que não houve diferença significativa 
(P<0,05) entre os resultados obtidos pelos dois 
métodos, indicando que a matriz não é um 
interferente na determinação de cumarina em 
formulações farmacêuticas (drágeas) por 
espectroscopia de fluorescência. 
 Os resultados encontrados (Tabela 2) indicam 
que a espectroscopia de fluorescência pode ser 
uma alternativa viável para a quantificação de 
cumarina em formulações farmacêuticas. Cabe 
destacar que as amostras foram somente diluídas 
nos solventes adequados e analisadas sem 
tratamentos prévios. 
 Adicionalmente, um número maior de amostras 
deverá ser analisado, inclusive medicamentos a 
base de cumarina na forma de comprimidos, géis 
e xaropes. 
 
Conclusão 
 

A cumarina apresentou máximos de excitação 
e emissão em 310 nm e 390 nm, respectivamente. 
A curva analítica apresentou linearidade no 
intervalo de concentração de 2,5x10-6 a 1,0x10-4 
mol L-1. Avaliando os parâmetros de validação, foi 
possível verificar que a metodologia desenvolvida 
pode ser aplicada na análise de formulações 
farmacêuticas, apresentando as vantagens de não 
necessitar de um trabalho laborioso de preparo de 
amostras, ser rápida e utilizar pequena 
quantidades de solventes orgânicos. Na análise da 
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formulação farmaceutica (drágeas) não houve 
interferencia da matriz no método. Assim, a 
espectroscopia de fluorescencia mostrou-se 
adequada para a quantificação de cumarina em 
formulações farmacêuticas (drágeas). 
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