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Resumo - A cumarina (1,2-benzopirona) é encontrada como principio ativo em medicamentos e possuli
atividades antibiéticas, anticoagulante e analgésica. A espectroscopia de fluorescéncia foi utilizada para o
desenvolvimento de uma metodologia para a determinacdo de cumarina em formulacdes farmacéuticas. A
cumarina possui maximos de excitacdo e emissdo em 310 nm e 390 nm, respecnvamente Foi observado
um comportamento linear para o sinal da cumarina no mtervalo de concentragao de 2,5x10° a 1,0x10™ mol
L™" com linearidade de 0,998 e sensibilidade de 2,9x10'° u.a. /mol L. O método foi utilizado para a
determinacdo de cumarina em formulag8es farmacéuticas (drageas) e mostrou-se de facil aplicagéo, sem a
necessidade tratamentos laboriosos da amostra. A quantificagdo de cumarina foi realizada utilizando-se
adicdo de padréo e calibracdo externa, péde-se observar que os resultados obtidos corroboram (P<0,05),
indicando que a matriz ndo foi um interferente na determinagdo de cumarina por espectroscopia de

fluorescéncia.
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Introducéo

A cumarina 1,2-benzopirona (Figura 1) € um
cristal branco a temperatura ambiente, de aroma
semelhante ao da baunilha, com ponto de fuséo
entre 68 e 70C, massa molecular de 146,15
g/mol, ponto de ebulicdo entre 297 °C — 299 T,
densidade aparente de 0,7 g/mL. A cumarina
possui boa solubilidade em etanol, cloroférmio,
éter dietilico, 6leos, sendo pouco solavel em agua
(COHEN et al. 1979).

E um principio ativo natural existente em
diversas plantas como o guaco, a emburana, o
agrido, a ipeca, 0 cumaru, 0 carapia, a canela, a
chicéria, entre outras, e em frutas como o
morango, a cereja, a framboesa e o damasco. E
utiizada como fixador de perfumes, aditivo em
tintas e spray, aromatizantes de alimentos, além
de possuir propriedades antibidticas, bronco
dilatadora, fungicida, anticoagulante, analgésica e
também ser utlizada em tratamentos contra o
cancer. A maioria das cumarinas possue
propriedades farmacol6gicas, sendo utilizadas em
diversas areas da medicina (RODRIGUES et al.
2005; OLDENBURG, et al., 2008).
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Figura 1: Formula estrutural da cumarina

uimica).

Atualmente, mais de 1.300 cumarinas ja foram
identificadas de fontes naturais, especialmente de
plantas verdes. As propriedades farmacoldgicas,
bioquimicas e aplicagBes terapéuticas da
cumarina simples dependem de seus padrdes de
substituicdo (HOULT; PAYA, 1996)).

Assim, a cumarina e seus derivados naturais e
sintéticos sdo muito explorados devido as suas
propriedades biolégicas, quimicas e fisicas.

O intenso uso de cumarina nos Ultimos anos
tem requerido o desenvolvimento de métodos de
analise, ndo somente destinados para o controle
de qualidade nas preparacdes farmacéuticas, mas
também para fluidos bioldgicos e em cosméticos.
(JIN-FANG, et al, 2008) A analise de
medicamentos a base de cumarina surge para
atender as necessidades tanto clinicas quanto
toxicologicas.

Muitos dos métodos relatados na literatura
para a andlise de medicamentos consomem
tempo e envolvem procedimentos elaborados e
com baixa sensibilidade. Em técnicas de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), o
excipiente da formulacdo exige prévia filtragcdo, e
em métodos colorimétricos, um elemento de erro é
introduzido devido ao mascaramento da cor por
agentes coloridos. Na andlise em material
biologico, os métodos envolvendo cromatografia
gasosa necessitam de prévia derivatizagcdo, e
muito dos detectores empregados para HPLC
empregam baixa vazao, 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
fluorescéncia, o que as tornam apropriadas para
uso como croméforos Opticos nao lineares
(KOVAC; NOVAC, 2002). Suas propriedades
fluorescentes as tornam amplamente exploradas
em ciéncias da vida.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi o
desenvolvimento de uma metodologia analitica
para determinacdo de cumarina em medicamentos
sintéticos (drageas) utilizando espectroscopia de
fluorescéncia.

Materiais e métodos

As medidas foram realizadas utilizando
espectrofluorimetro Jobin-Yvon Spex fluoromax-2
com varredura de 200 a 800 nm, com cubeta de
quartzo de 1 cm de caminho 6éptico.

As solucdes de cumarina padrao (Adrich 99%)
foram obtldas a partir de uma solucdo estoque
1,00x10° mol L™ em acetonitrila. Os solventes
utilizados para os estudos foram agua Milli-Q,
etanol, dioxano e acetonitrila.

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

A curva analitica para a cumarina foi obtida em
meio aquoso, no intervalo de concentracdo de
2,5x10° a 1,0x10™ mol L™.

ApOs a obtencdo da curva analitica e dos
pardmetros de validagcdo, a metodologia foi
avaliada na determinacdo de cumarina em
formulagGes farmacéuticas (drageas). As amostras
foram utlizadas sem pré-tratamentos, sendo
somente diluidas com acetonitrila (solucéo
estoque). Foram maceradas cinco drageas do
medicamento e 0,0102 g foi dissolvida em um
bal&o volumétrico de 5 mL com acetonitrila. Desta
solugdo foi retirada uma aliquota de 80,0 pL e
diluida para 2,00 mL e esta solucéo foi adicionada
a cubeta para a andlise por espectroscopia de
fluorescéncia. Para quantificagdo da cumarina na
amostra foi utilizado o método de adicdo de
padréo e calibracéo externa.

Resultados e Discussao

Inicialmente foram obtidos os espectros de
excitacdo e emissao para a cumarina. Na Figura 2
encontram-se 0s espectros de fluorescéncia
(excitacdo e emissao) obtidos para a cumarina,
onde observa-se que 0os maximos de excitacdo e
emissdo sdo em 310 nm e 390 nm,
respectivamente. Desta forma, o valor de 310 nm
foi comprimento de onda de excitagdo utilizado
para a obtencéo dos espectros de emisséo.
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Figura 2: Espectro de excitagdo e emissdo para a
cumarina (4,0x10'5 mol L'l) em meio aquoso.

O efeito, dos solventes, agua, acetonitrila,
dioxano e etanol, na intensidade do sinal de
fluorescéncia da cumarina, foi avaliado buscando
as condicbes onde se obtém melhor sinal
analitico.

Os resultados obtidos indicaram que a
cumarina apresenta maior sinal de fluorescéncia
guando agua é utilizada como solvente (Figura 3).
Esse dado indica que ha uma maior interacao
entre as moléculas de agua com a da cumarina via
processo de solvatacdo tanto do estado
fundamental da mesma quanto do estado excitado
(MARTINS, et al. 2008).
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Figura 3: Variacdo da intensidade do sinal de
fluorescéncia (Aemissao = 390 nm) para cumarina em
diferentes  solventes  (Aeccitagio = 310 nm,
concentracdo de cumarina 4,00x10®° mol L’ )

A influencia do pH do meio na intensidade do
sinal de fluorescéncia da cumarina também foi
avaliado e ndo foram observadas diferencas
significativas para fins analiticos. Adicionalmente,
a utilizagdo de solugbes salinas (soro fisiologico)
como solvente ndo influenciaram no perfil
espectroscopico da cumarina. Isto indica que para
0 caso da cumarina, a forca ibnica do meio néo
tem influéncia sobre os estados excitados da
mesma. Assim, para a obtencao da curva analitica
foi utilizado como solvente somente agua Milli-Q.

Ap6s a otimizagdo dos  parametros
experimentais a curva analitica foi obtida, em meio
aquoso, e foi observado um aumento linear da
intensidade relativa do sinal com a concentracdo
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de cumarina no intervalo de 2,5x10'6 a 1,0x10'
mol L (Figura 3).
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Figura 4 : Curva Analitica obtida para a cumarina
()\excitagéo de 310 nme )\emisséo de 390)-

A validacdo do método proposto, para
determinacdo de cumarina em medicamentos, foi
avaliada mediante alguns parametros. Para tal
utilizou-se como referéncia o guia para validacao
de métodos analiticos da ANVISA e as
recomendacfes de Shabir (SHABIR, 2003), que
retne as informagfes do FDA (US Food and Drug
Administration), da USP (US Pharmacopoeia) e do
ICH (International Conference on Harmonization).
Os parémetros avaliados foram: faixa linear,
linearidade, sensibilidade, limite de deteccdo
(LOD) e Ilimite de quantificacdo (LOQ). Os
resultados obtidos encontram-se reunidos na
Tabela 1.

Os valores de sensibilidade, faixa linear e
linearidade foram obtidos da curva analitica
(Figura 3). O limite de deteccdo (LOD) e o limite
de quantificacdo (LOQ) foram calculados, também
a partir da curva analitica, pelas seguintes
expressoes:

S
LOD =3 yb’ e

Sy/x
LOQ =10 :

onde Sy € a estimativa do desvio padréo da curva
analitica e b o coeficiente angular da curva
analitica.

Tabela 1: Resultados obtidos para a cumarina,
utilizando espectroscopia de fluorescéncia.
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amostras de medicamentos a base de cumarina,
cuja composicao principal era de 15 mg de
cumarina (principio ativo), 90 mg de troxerrutina e
excipientes.

As guantidades de cumarina nos
medicamentos foram obtidas utilizando-se o
método de adicao de padrdo e calibragéo externa.
As medidas foram realizadas em triplicata para
cada amostra. Os resultados encontrados estéo
apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Resultados obtidos para a determinacéo
de cumarina em drageas. (Valor nominal de
cumarina nas amostras, igual a 15 mg/dragea).

Adicao de Calibracao
Padrao Externa
Amostra  Cumarina s* Cumarina s*

(mg) (mg) (mg) (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

Parametros Resultados
Linearidade (r) 0,998
Sensibilidade (b) / (u.a. /mol L™ 2,9x10"°
*LOD / (10° mol L™ 0,3
*LOQ / (10° mol L™) 1,0

A repetibilidade, para a concentracdo de
1,0x10° mol L™ (n = 10), foi de 1,1%.

ApOs a obtencdo dos parametros analiticos a
metodologia proposta foi utilizada na determinacéo
de cumarina em quatro amostras de
medicamentos  (drageas). Foram utilizadas

*estimativa desvio padrdo absoluto (n=3)

O efeito matriz pode ser avaliado pela
comparacao dos valores obtidos para as amostras
analisadas utilizando-se o0s dois métodos
(calibracdo externa e adicdo de padrdo). Pode-se
verificar que nado houve diferenca significativa
(P<0,05) entre os resultados obtidos pelos dois
métodos, indicando que a matriz ndo é um
interferente na determinagdo de cumarina em
formulagbes  farmacéuticas  (drageas) por
espectroscopia de fluorescéncia.

Os resultados encontrados (Tabela 2) indicam
gue a espectroscopia de fluorescéncia pode ser
uma alternativa viavel para a quantificacdo de
cumarina em formulacbes farmacéuticas. Cabe
destacar que as amostras foram somente diluidas
nos solventes adequados e analisadas sem
tratamentos prévios.

Adicionalmente, um nimero maior de amostras
devera ser analisado, inclusive medicamentos a
base de cumarina na forma de comprimidos, géis
e xaropes.

Concluséao

A cumarina apresentou maximos de excitacao
e emissao em 310 nm e 390 nm, respectivamente.
A curva analitica apresentou linearidade no
intervalo de concentracdo de 2,5x10° a 1,0x10™
mol L. Avaliando os parametros de validac&o, foi
possivel verificar que a metodologia desenvolvida
pode ser aplicada na andlise de formulagtes
farmacéuticas, apresentando as vantagens de néo
necessitar de um trabalho laborioso de preparo de
amostras, ser rapida e utlizar pequena
qguantidades de solventes organicos. Na analise da
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formulacdo farmaceutica (drageas) nao houve
interferencia da matriz no método. Assim, a
espectroscopia de fluorescencia mostrou-se
adequada para a quantificacdo de cumarina em
formulagGes farmacéuticas (drageas).
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