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RESUMO 

Nas últimas décadas o uso indiscriminado de agentes antifúngicos levou ao avanço 
de microrganismos tolerantes aos diversos fármacos conhecidos no mercado. Logo, 
a busca por novos compostos e novas tecnologias capazes de originar formulações 
mais estáveis e com melhores atividades farmacológicas é de suma importância 
como alternativa para o desenvolvimento de novas terapêuticas. Assim, o objetivo 
desse trabalho foi desenvolver e caracterizar complexos de inclusão contendo 
derivado do ácido bifenílico e β-ciclodextrina, determinando as características físico-
químicas e a atividade antimicrobiana do produto obtido. Na avaliação da atividade 
antifúngica foi realizado o método de microdiluição em caldo de acordo com os 
procedimentos do Clinical and Laboratory Standards Institute procedures, para 
determinação da citotoxicidade foi realizado o teste de atividade hemolítica e na 
caracterização foram utilizadas diferentes técnicas analíticas (Diagrama de 
Solubilidade de Fases, Calorimetria Exploratória Diferencial, Termogravimetria, 
Pirólise, Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier, Difração de 
Raios X e Microscopia Eletrônica de Varredura), a fim de gerar robusta carta de 
identidade do fármaco e seus complexos e inclusão. Devido à ausência de métodos 
analíticos foi desenvolvido e validado um método para doseamento do Bifenil-4-
Carboxilato de Metila (B4CMET), utilizando cromatografia líquida de alta eficiência. 
Observou-se com os dados obtidos uma excelente atividade antifúngica e baixa 
citotoxicidade para o B4CMET; a caracterização forneceu especificações físico-
químicas do fármaco e seus complexos e um método analítico por cromatografia 
líquida foi desenvolvido e validado, permitindo o doseamento do fármaco. Desse 
modo, os resultados obtidos permitiram identificar a formação de complexos de 
inclusão do B4CMET com a βCD e avaliar as características físico-químicas do 
estado sólido do IFA complexado, evidenciando sua maior estabilidade e potencial 
uso como agente antimicótico contra Candida spp. Neste sentido, os complexos de 
B4CMET serão promissores no desenvolvimento de futuras formas farmacêuticas 
estáveis e seguras, como uma nova perspectiva no tratamento de doenças fúngicas. 

 
Palavras-chave: Cristalografia. Microscopia eletrônica de varredura. Difração de 
raios X.



ABSTRACT 

In recent decades the indiscriminate use of antifungal agents has led to the 
advancement of microorganisms tolerant to the various drugs known in the market. 
Therefore, the search for new compounds and new technologies capable of giving 
more stable formulations with better pharmacological activities is of paramount 
importance as an alternative for the development of new therapeutics. Thus, the 
objective of the study was develop and characterize inclusion complexes containing 
biphenylic acid and β-cyclodextrin, determining the physicochemical characteristics 
and antimicrobial activity of the product obtained. In the evaluation of the antifungal 
activity the microdilution method was carried out in broth according to the Clinical and 
Laboratory Standards Institute procedures, for the determination of the cytotoxicity 
the hemolytic activity test was performed and in the characterization, different 
analytical techniques were used (Solubility Diagram of Phases, Differential Scanning 
Calorimetry, Thermogravimetry, Pyrolysis, Fourier Transform Infrared Spectroscopy, 
X-Ray Diffraction and Scanning Electron Microscopy), in order to generate robust 
identity of the drug and its complexes inclusion. Due to the lack of analytical 
methods, a method for the determination of Biphenyl-4-Methyl Carboxylate 
(B4CMET) was developed and validated using high performance liquid 
chromatography. An excellent antifungal activity and a low cytotoxicity for B4CMET 
were observed with the obtained data; the characterization provided physico-
chemical specifications of the drug and its complexes and an analytical method by 
liquid chromatography was developed and validated, allowing drug dosing. Thus, the 
obtained results allowed to identify the formation of inclusion complexes of B4CMET 
with βCD and to understand the physical-chemical characteristics of the solid state of 
the complexed IFA, evidencing its greater stability and potential use as an antifungal 
agent against Candida spp. In this context, B4CMET complexes will be promising in 
the development of future stable and safe pharmaceutical forms, as a new 
perspective in the treatment of fungal diseases. 
 
Keywords: Crystallography. Microscopy electron scanning. X-ray diffraction.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas décadas o uso indiscriminado de agentes antifúngicos levou ao 

avanço de microrganismos tolerantes aos diversos fármacos conhecidos no 

mercado, o que tem contribuído para o crescimento das infecções fúngicas 

causadas principalmente pelo gênero Candida. Logo, a busca por novos compostos 

e novas tecnologias capazes de originar formulações mais estáveis e com melhores 

atividades farmacológicas é de suma importância como alternativa para o 

desenvolvimento de novas terapêuticas (DEUS, ALVES, ARRUDA, 2011; MORACE, 

PERDONI, BORGHI, 2014; MARTINS et al., 2015). 

Nessa visão, portanto, destacam-se os derivados do ácido Bifenílico por 

apresentarem inúmeras atividades biológicas relatadas na literatura, dentre as quais 

antimicrobiana; podendo, dessa forma, serem utilizados como protótipos para 

insumos farmacêuticos ativos (IFA) podendo modular a atividade com o 

encapsulamento molecular utilizando ciclodextrinas, sendo amplamente relatadas na 

literatura com um dos principais adjuvantes tecnológicos para formação de 

complexos de inclusão que melhoram a solubilidade, a estabilidade e a atividade 

farmacológica dos IFAs. Todavia, a eficácia de um produto farmacêutico 

desenvolvido a partir desses compostos depende, dentre outros aspectos, da prévia 

garantia da qualidade com o conhecimento de suas propriedades físicas e químicas, 

fornendo informações relevantes para o desenvolvimento da formulação (JAIN, 

GIDE, KANKATE, 2013; ZHANG et al., 2013; KUO et al., 2013; BRUDELI et al., 

2013, GONG et al., 2016; ADEOYE, CABRAL-MARQUES, 2017; ARAÚJO et al., 

2017; GUO et al., 2017). 

Para tanto, diversas ferramentas analíticas aplicadas na caracterização a 

nível molecular e de partícula podem ser utilizadas; como, por exemplo, a 

Calorimetria Exploratória Diferencial, a Termogravimetria, a Pirólise, a 

Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier, a Difração de Raios 

X e a Microscopia Eletrônica de Varredura (BÖER et al., 2013; DANELUTI, MATOS, 

2013; VIEIRA et al., 2014; MAGGIO et al., 2014; SANGEETHA et al., 2015). 

As técnicas termoanalíticas (Calorimetria Exploratória Diferencial e 

Termogravimetria), desde 1950 são utilizadas com diferentes finalidades na 

tecnologia farmacêutica, sendo de fundamental importância na caracterização e 
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decomposição térmica de drogas, avaliação da estabilidade, determinação de 

pureza, estudos de compatibilidade de formulações farmacêuticas e detecção de 

polimorfismo (MEDEIROS et al., 2007; FREIRE et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2010; 

OLIVEIRA et al., 2011; FORD, MANN, 2012; GUAN et al., 2015). 

A pirólise, por sua vez, quando acoplada à cromatografia gasosa e 

espectrometria de massas é uma das técnicas mais eficientes para o estudo da 

composição de volumes complexos de moléculas orgânicas, constituindo-se numa 

combinação poderosa na caracterização de diversos tipos de materiais (YANG, 

ZHAO, LIU, 2013; KUSCH et al., 2013; YANG et al., 2015; SANDOUK-LINCKE et al., 

2014; HILTZ, 2014; TOLU et al., 2015; GE et al., 2015; KUSCH et al., 2015). 

Do mesmo modo, a espectroscopia vibracional (Espectrometria no 

infravermelho com transformada de Fourier), possibilita a análise de substâncias no 

estado amorfo ou cristalino, permitindo a identificação de matérias-primas 

farmacêuticas (FORATO et al., 2010; AMORIM, KLIER, ANGELIS, 2013). 

Associada a essas técnicas, a aplicação da Difração de Raios X em pó 

permite analisar os materiais a partir de todas as etapas do processamento; ao 

passo que a Microscopia Eletrônica de Varredura fornece informações detalhadas 

da topografia, composição e cristalografia, e a cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência garante o isolamento e quantificação dos compostos (MOORE et al., 

2009; DEDAVID; GOMES, MACHADO, 2007; MORAIS, 2011; CALLISTER JUNIOR, 

2012; PRASNIEWSKI, AGUIAR, OLDONI, 2015). 

Sendo assim, as técnicas de análises supracitadas podem ser aplicadas 

como ferramentas analíticas com o intuito de avaliar, através da correlação dos 

dados, as propriedades de um IFA, prevendo e/ou constatando as interações entre 

estes e os excipientes utilizados no desenvolvimento de uma forma farmacêutica 

(MOORE et al., 2009, VIEIRA et al., 2014). 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

➢ Desenvolver e caracterizar complexos de inclusão contendo derivado do 

ácido bifenílico e β-ciclodextrina, determinando as características físico-

químicas e a atividade antimicrobiana do produto obtido. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

✓ Realizar um screening microbiológico dos diferentes lotes do composto 

em estudo e seus complexos de inclusão, definindo suas concentrações 

inibitórias mínimas; 

✓ Avaliar a citotoxicidade por hemólise do Bifenil-4-Carboxilato de Metila 

(B4CMET) e dos complexos de inclusão; 

✓ Caracterizar termicamente o B4CMET e os complexos de inclusão através 

da DSC e TG; 

✓ Avaliar o mecanismo de degradação térmica do composto em estudo e 

seus complexos de inclusão através dos dados termogravimétricos 

dinâmicos; 

✓ Elucidar os compostos de termodecomposição utilizando Pirólise 

acoplada a cromatografia gasosa/espectrometria de massa; 

✓ Caracterizar através da espectroscopia de Infravermelho os diferentes 

lotes do B4CMET e seus complexos de inclusão; 

✓ Estudar a cristalografia do B4CMET e seus complexos de inclusão por 

difração de raios-X e microscopia eletrônica de varredura; 

✓ Desenvolver e validar um método por cromatografia líquida de alta 

eficiência para doseamento do B4CMET. 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 Setor farmacêutico brasileiro 

 

A indústria farmacêutica brasileira passou a existir em meados de 1930 com 

o surgimento das primeiras empresas com características industriais, logo em 

seguida, nas décadas de 1940 e 1950, o governo brasileiro incentivou a chegada de 

empresas internacionais, o que acarretou uma queda brusca nas importações de 

medicamentos, já que essas empresas produziam o produto final no país (FERST, 

2013). 

Com a promulgação da Lei 5.772 de 21/12/1971 que instituiu o Código de 

Propriedade Industrial, o qual não reconhecia patentes de produtos químicos e o 

decreto 68.806 de 25 de junho de 1971 que criou a Central de Medicamentos 

(Ceme), houve aumento na produção de cópias dos medicamentos patenteados, o 

que não foi suficiente para estimular a produção dos fármacos utilizados, que 

continuaram a ser importados (PORTELA et al., 2010; ISSE, 2011; BRASIL, 2013). 

Assim, na tentativa de impulsionar a produção interna de fármacos houve 

em 1984 a edição da Portaria Interministerial nº 4, que acarretou na elevação de 

impostos e medidas de restrição a importação de alguns insumos. Paralelamente a 

isso foram adotadas medidas de controle nos preços dos medicamentos, que 

causaram o desabastecimento de alguns produtos avaliados como não-rentáveis e 

uma paralisação da indústria (ISSE, 2011; FERST, 2013). 

Em função desse entrave, na década de 1990 foram adotadas medidas 

inversas às tomadas nos anos anteriores, a exemplo da adoção de política de 

redução dos impostos de importação, eliminação das restrições à importação de 

insumos farmacêuticos, liberação dos preços dos medicamentos, promulgação da 

Lei de Patentes no Brasil, da Portaria MS 3.916/98 que estabeleceu a Política 

Nacional de Medicamentos, destacando-se ainda a criação da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA) e a promulgação da Lei 9.787 em 10/02/1999 (Lei dos 

Genéricos) (ISSE, 2011; FERST, 2013). 

A ANVISA possibilitou elevar os padrões sanitários da produção nacional de 

medicamentos a partir da criação de leis e regulamentos que garantiram a eficácia, 

segurança e qualidade dos produtos farmacêuticos comercializados. Assim foram 

instituídas normas, a exemplo das Boas Práticas de Fabricação (BPF), com o que se 
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procurava estabelecer os requisitos mínimos a serem seguidos na fabricação de 

medicamentos, pretendendo-se, entre outras coisas, que houvesse diminuição dos 

riscos inerentes a qualquer produção farmacêutica (contaminação-cruzada, 

contaminação por partículas, troca ou mistura de produto), os quais poderiam ser 

detectados somente pela realização de ensaios nos produtos terminados (ANVISA, 

2010; ISSE, 2011; FERST, 2013). 

Dessa forma, a partir da norma de Boas Práticas de Fabricação (BPF) 

passou-se a ser exigido que (BRASIL, 2010; MELO et al., 2013): 

➢ todos os processos de fabricação fossem claramente definidos e 

sistematicamente revisados; 

➢ as etapas que necessitassem de validação passem por esse 

procedimento; 

➢ os procedimentos fossem desempenhados por pessoal qualificado e 

devidamente treinado, utilizando instalações e espaço adequados e 

identificados, munidos de equipamentos, sistemas computadorizados, 

serviços apropriados, materiais, recipientes e rótulos; 

➢ fossem feitos registros durante a produção para demonstrar que todas as 

etapas constantes nos procedimentos e instruções tinham sido seguidas, 

bem como para possibilitar o rastreamento completo de um lote; 

➢ se criasse um sistema eficiente para recolhimento de qualquer lote após 

sua comercialização ou distribuição; 

➢ medidas para registrar e examinar reclamações sobre desvio da 

qualidade dos produtos fossem adotadas, procurando investigar as suas 

causas e tomando as medidas necessárias com relação a tais desvios, além 

de prevenir reincidências; 

➢ os estabelecimentos com autorização para fabricar medicamentos 

tivessem um controle da qualidade independente dos demais setores, 

principalmente da produção. 

 

O controle da qualidade na indústria estava relacionado com (GIL, 2010): 

 

➢ a amostragem, especificações, ensaios, procedimentos de organização, 

documentação e procedimentos de liberação, com o intuito de assegurar que 

os ensaios importantes fossem efetuados e que a liberação dos materiais 



20 

 

para uso não fosse efetuada antes de terem uma qualidade considerada 

satisfatória; 

➢ o estabelecimento, validação e implementação de seus procedimentos; 

➢ a manutenção e o armazenamento dos padrões de referências das 

substâncias ativas utilizadas; 

➢ a rotulagem correta dos recipientes de materiais e produtos; 

➢ a avaliação dos produtos acabados, considerando as condições de 

produção, os documentos de fabricação, o cumprimento das especificações 

do produto terminado e o exame da embalagem final; 

➢ a garantia de monitoramento da estabilidade das substâncias ativas e dos 

produtos; 

➢ o monitoramento ambiental; e 

➢ todas as decisões relacionadas a qualidade do produto. 

 

Já a inserção dos medicamentos genéricos no mercado contribuiu para a 

expansão e fortalecimento do setor farmacêutico brasileiro e consequentemente 

para o aumento na oferta de medicamentos com preços em média 60 % mais 

baratos que os de referência. Dessa forma, a melhora na qualidade dos produtos 

farmacêuticos, associada a sua maior oferta e com preços mais accessíveis 

colaborou para o Brasil alcançar a sétima posição na classificação global de vendas 

de medicamentos no ano de 2015, com perspectiva de assumir o quinto lugar no 

ano de 2020 (PRÓ GENÉRICOS, 2015; IMS, 2015). 

 

3.2 Antifúngicos e resistência de Candida sp 

 

Dentre as classes de medicamentos com uso difundido no Brasil estão os 

antifúngicos; como, por exemplo, polienos (Anfotericina B, Nistatina), Pirimidinas-

fluorotinadas (5-fluorocitosina), azóis (Miconazol, Cetoconazol, Fluconazol e 

Itraconazol), pneumocandinas-equinocandinas, pradimicinas-benanomicinas, 

nicomicinas, alilaminas e tiocarbamatos (PIRES, 2010). 

Todavia, por serem utilizados de forma prolongada esses medicamentos tem 

contribuído para o surgimento de cepas resistentes; destacando-se, neste caso, o 

gênero Candida; o mais prevalente causador de infecções em humanos que 

apresenta diversos mecanismos de resistência (Tabela 1), e por isso, tem 
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aumentado consideravelmente a morbimortalidade de pacientes hospitalizados ou 

imunodeprimidos (WANG et al., 2015; LIU et al., 2015; SEDDIKI et al., 2015). 

 

Tabela 1. Exemplos de mecanismos de resistência da Candida sp 

 

Antifúngico 

 

 

Mecanismo 

 

Referência 

 

Miconazol, Cetoconazol, 

Fluconazol e Itraconazol 

 

 

Diminuição na afinidade da enzima  

14-Alfa-desmetilase 

 

(MORIO et al., 2013) 

 

Equinocandinas 

 

 

Diminuição na afinidade da enzima  

Beta-1-3-D-glucano sintase 

 

 

(DANNAOUI, 2013) 

 

Alilaminas 

 

 

Mutação gênica da esqualeno-

epoxidase 

 

 

(MORAES et al., 2015) 

 

5-Fluorocitosina 

 

 

Mutação (códon 122) e duplicação 

de sequência (códon 60) 

 

 

(SISSY et al., 2015) 

 

Anfotericina B 

 

 

Mudanças na biossíntese do Beta-

1,6-Glucana 

 

 

(IBRAHIM et al., 2015) 

 

Assim, há a necessidade da descoberta de novos fármacos, que sejam 

eficazes contra patologias causadas por Candida sp e que possam substituir os 

antifúngicos já existentes, de preferência com menores preços, baixos efeitos 

adversos e mecanismos de ação diferentes (ZHANG et al., 2015; BACKES, JURSIC, 

NEUMANNA, 2015; ŁĄCZKOWSKI et al., 2016). 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022286015305214
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3.3 Novos compostos farmacêuticos 

 

A modificação molecular de agentes terapêuticos utiliza várias táticas 

baseando-se na ação farmacológica pretendida. Dessa forma, quando há 

conhecimento sobre a estrutura do alvo-terapêutico, as moléculas são desenvolvidas 

a partir de partes de compostos, buscando-se criar um ligante específico. 

Diferentemente, quando não há conhecimento sobre a composição estrutural 

utilizam-se moléculas completas, formando equivalentes-ativos (Figura 1) 

(BARREIRO, 2009; GUIDO, ANDRICOPULO, OLIVA, 2010). 

  

Figura 1. Modificações moleculares 

 

 Fonte: Barreiro (2009) 
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3.4 Determinação da atividade farmacológica 

 

Sequencialmente as etapas de modificação molecular, os compostos 

protótipos de IFAs são avaliados com intuito de detectar possíveis atividades 

biológicas (AMARAL et al., 2003). Assim, uma das técnicas utilizadas para 

determinar, por exemplo, a atividade antifúngica é a microdiluição; realizada de 

forma simples e com obtenção de resultados mais rápidos que outros métodos 

(CLSI, 2008). 

Para execução desse teste são utilizadas placas com 96 poços (Figura 2), 

estéreis, descartáveis, que são incubadas a 25 °C e após 48 horas são observadas 

para avaliação da ausência ou presença de crescimento. Dessa forma, determina-se 

a menor concentração do antifúngico capaz de impedir o desenvolvimento do 

microrganismo testado (CLSI, 2008). 

 

Figura 2. Microplaca 

 

Fonte: Direct Industry (2016) 

 

Posteriormente a determinação da atividade farmacológica, novos fármacos 

com atuação em qualquer alvo são desenvolvidos a partir do melhoramento de 

moléculas modelos (BARREIRO, 2009; GUIDO, ANDRICOPULO, OLIVA, 2010). 

 

3.5 Bifenil e seus derivados 

 

O Bifenil (Figura 3) destaca-se como uma das moléculas modelos que pode 

ser utilizada por não apresentar grupos funcionais, permitindo a adição de 
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grupamentos ativos; tornando-se, portanto, um importante precursor na síntese de 

diversas outras moléculas (JAIN, GIDE, KANKATE, 2013; HE et al., 2015). 

 
Figura 3. Estrutura molecular do Bifenil 

 
Fonte: Jain, Gide, Kankate (2013) 

 

Consequentemente, a síntese de derivados do Bifenil tem sido largamente 

empregada, permitindo a obtenção de variados compostos com novas atividades 

farmacológicas (JAIN, GIDE, KANKATE, 2013), como os descritos na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Exemplos de derivados do Bifenil e suas atividades farmacológicas 

Substâncias Atividade farmacológica Referência 

 

Bifenil-4- ácido 

carboxílico 2-(aril)-4-oxo-

tiazolidina-3-il-amida 

 

 

 

Antimicrobiana 

 

 

 

(MADHUKAR et al., 2009) 

 
 

 

Derivados substituídos 

de 1-bifenil-4-il-2-

etanona 

 

 

 

Hipoglicemiante 

 

 

(SACHAN et al., 2009) 

 

Bifenilas assimétricas  

(Nitrovinil bifenilas) 

 

 

Antitumoral 

 

(YU et al., 2014) 

 

 

Bifenilas heterocíclicas 

aromáticas  

 

 

Antileucêmico 

 

(DONG et al., 2015) 

 

Tris-bifenil triazina 

 

 

Fotoproteção  

 

(COUTEAU et al., 2015) 
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3.6 Ciclodextrinas 

 

Com o objetivo de melhorar a qualidade dos insumos farmacêuticos ativos é 

cada vez mais comum à utilização das ciclodextrinas, que são oligossacarídeos 

cíclicos formados por ligações α-1,4-glicosídicas entre dextroses, originados pela 

ação de glicosiltransferases que degradam o amido (LYRA et. al, 2010; LI et al, 

2017). 

Por possuírem hidroxilas primárias e secundárias voltadas para parte 

externa do anel, essas moléculas apresentam uma superfície externa hidrofílica e 

uma cavidade hidrofóbica, facilitando sua solubilidade em meios aquosos e a 

encapsulação de moléculas pouco solúveis ou insolúveis em água (Figura 4) (LYRA 

et. al, 2010; LI et al, 2017). 

 

Figura 4. Estrutura da Ciclodextrina 

 

Fonte: Adaptado de Lira et al. (2007) 

 

Devido à solubilidade aquosa e facilidade de complexação com moléculas 

apolares, as ciclodextrinas tronaram-se um excipiente farmacêuticos de grande 

utilização; sendo a β-Ciclodextrina a mais empregada, por possuir uma cavidade 

ideal para encapsular a maioria das moléculas de interesse farmacêutico (AGUIAR 

et. al, 2014).  

 

3.6.1 Aplicações farmacêuticas das Ciclodextrinas 

 

A utilização das ciclodextrinas tem contribuído para o aumento da 

solubilidade, da estabilidade, da biodisponibilidade, da atividade farmacológica, a 
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melhora de propriedades organolépticas e a redução de toxicidade dos mais 

variados IFA’s (JADHAV; PORE, 2017; MENDES et al., 2016; XU et al., 2017) 

(Tabela 3). 

 

Tabela 3. Exemplos de aplicação das Ciclodextrinas na área farmacêutica 

Tipo de Amostra Aplicação Referência 

 

Peptídeo 

Catiônico 

(ABP-CM4) 

 

 

 

Proteção contra degradação 

 

 

(LI et al., 2017) 

 

Hidroclorotiazida 

 

 

Melhoramento das propriedades 

biofarmacêuticas e de estabilidade 

 

 

 

(MENDES et al., 2016) 

 

Ácido laccaico 

 

 

Incremento de solubilidade 

 

 

(LIU et al., 2017) 

 

Probenecida 

 

Liberação controlada do IFA 

 

 

(ROY; SAHA; ROY, 2017) 

 

3.7 Obtenção de complexos de Inclusão 

 

No setor farmacêutico este excipiente tem sido utilizado no encapsulamento 

de moléculas. Todavia, as peculiaridades inerentes a cada complexo IFA-

ciclodextrina não permitem uniformizar sua obtenção através de uma única técnica 

de preparação; por isso, cada uma das moléculas hóspedes deve ser avaliada para 

identificação da melhor técnica (CUNHA-FILHO; SÁ-BARRETO, 2007). 

Dentre os principais métodos utilizados para obtenção dos complexos de 

inclusão, podemos citar (CUNHA-FILHO; SÁ-BARRETO, 2007; MOHIT et al, 2010): 

➢ Mistura física: mistura IFA-ciclodextrina sem água, considerado um 

método de baixa eficiência para formação de complexos; 
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➢ Malaxagem: mistura IFA-ciclodextrina com reduzida quantidade de 

líquido. É um método bastante utilizado na indústria farmacêutica, mas com 

baixa eficiência de complexação quando comparado com os demais; 

➢ Atomização: solução ou suspensão IFA-ciclodextrina com rápida 

eliminação do solvente. Mesmo proporcionando acelerada e eficiente 

formação de complexos, apresentam restrições como pouco rendimento e 

aumentado estresse térmico. 

➢ Liofilização: solução IFA-ciclodextrina congelada e liofilizada a baixas 

pressões. Proporciona elevado rendimento com reduzido estresse térmico, 

mas apresenta demora no processamento e os complexos obtidos têm más 

características de fluxo. 

➢ Co-precipitação: solução IFA-ciclodextrina quase saturada com posterior 

modificação de temperatura ou acréscimo de solventes orgânicos, 

proporcionando a precipitação do complexo de inclusão. É uma técnica 

bastante utilizada em nível laboratorial, mas pouco empregada na indústria, 

pois tem reduzido rendimento em escalas maiores e necessita de dias para 

o processamento. 

➢ Co-evaporação: solução IFA-ciclodextrina em água e solventes miscíveis 

em água, com agitação constante e posterior rota-evaporação. Também é 

bastante utilizada em escala laboratorial, por apresentar fácil processamento 

e baixo custo. 

 

3.8 Caracterização dos complexos de inclusão 

 

Nesse contexto, para avaliar a formação de complexos de inclusão e 

entender as características físico-químicas do estado sólido dos IFAs complexados é 

um importante passo no processo de desenvolvimento de novos medicamentos 

seguros e eficazes, pois aspectos como a biodisponibilidade e processamento 

industrial são modificados pelas propriedades do fármaco. Assim, o conjunto com as 

principais técnicas que evidenciam essa complexação e permitem caracterizar os 

sólidos farmacêuticos complexados é o diagrama de solubilidade de fases, a 

Calorimetria Exploratória Diferencial, a Termogravimetria, a Pirólise, a 

Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier, a Difração de Raios 

X e a Microscopia Eletrônica de Varredura (LYRA et al., 2010; KORADIA et al., 
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2010; MOURA et al., 2010; BÖER et al., 2013; DANELUTI, MATOS, 2013; MAGGIO 

et al., 2014; SANGEETHA et al., 2015). 

 

3.8.1 Diagramas de solubilidade de fases 

 

Considerado o primeiro método utilizado para comprovar a complexação 

IFA-Ciclodextrina, essa técnica permite verificar alteração na solubilidade do IFA 

com a adição de concentrações crescentes da ciclodextrina. Dessa forma, é possível 

calcular a constante de associação (K1:1), levando em consideração a solubilidade 

intrínseca do substrato (So) e a inclinação da reta obtida no diagrama de 

solubilidade. Para tanto, utiliza-se a seguinte equação (LYRA et al., 2010): 

 

𝐾1:1 =  
𝐼𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜

𝑆0 𝑥 (1 − 𝐼𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜)
 

 

Já a mudança na energia livre de Gibbs (ΔG) pode ser determinada a partir 

da temperatura (T, em Kelvin) e a constante de associação do complexo inclusão 

(K1:1, em M-1), utilizando-se a seguinte equação (MOURÃO et al., 2016): 

 

ΔG =  −𝑅𝑇𝑙𝑛𝐾1:1 

 

Onde: R é a constante universal dos gases (8.314472 J K-1 mol-1). 

 

De acordo com a teoria de Higuchi; Connors (1965), os complexos podem 

ser classificados como perfis do tipo A quando a solubilidade do substrato eleva-se 

com a adição de concentrações crescentes de ciclodextrina e do tipo B quando os 

complexos obtidos tem reduzida solubilidade aquosa (Figura 5). 

 

Figura 5. Modelos de diagramas de solubilidade de fases 

 

Fonte: Cunha-Filho; Sá-Barreto (2007) 
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3.8.2 Calorimetria exploratória diferencial (DSC) 

 

Em análise térmica sistemas foram cri ados para medir a variação de 

temperatura e de energia, quando uma substância é submetida a processos de 

aquecimentos e/ou resfriamentos, possibilitando a avaliação da tendência entálpica, 

o conteúdo de calor e o calor específico dos materiais estudados. Uma das técnicas 

desenvolvidas é a DSC, com a qual é possível medir a diferença de energia 

fornecida a uma substância e a um material de referência, enquanto ambos são 

submetidos a uma programação controlada de temperatura (STORPIRTIS et al., 

2009). 

Dois tipos de DSC foram criados, a com compensação de potência (Figura 

6a) e a com fluxo de calor (Figura 6b). No primeiro tipo é possível manter a amostra 

e a referência em temperatura constante, pois ambas são aquecidas em fornos 

separados. Por exemplo, se a amostra sofre mudanças de temperatura procedentes 

de eventos endotérmicos ou exotérmicos, haverá modificação na potência de 

entrada do forno correspondente, para mantê-la em condição isotérmica com o 

material de referência; já no segundo tipo, a amostra e a referência são colocadas 

no mesmo forno e sofrem aquecimento por uma única fonte de calor (BERNAL et al., 

2002; STORPIRTIS et al., 2009). 

 

Figura 6. Tipos de DSC: com compensação de potência (a), com fluxo de calor (b) 

 

Fonte: Adaptado de Bernal et al. (2002) 

 

Distinções a parte, DSC mostra-se vantajosa em relação a diversas técnicas 

analíticas por (MATHKAR et al., 2009; MILTYK; ANTONOWICZ, KOMSTA, 2010): 

➢ não requerer um padrão de referência para análise de pureza; 
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➢ apresentar um tempo total de análise menor quando comparado, por 

exemplo, aos métodos cromatográficos na determinação de pureza; 

➢ necessitar de quantidades mínimas de amostra (~1-5 mg); 

➢ exigir pouco trabalho manual, já que os materiais praticamente não 

sofrem tratamento prévio, passando apenas pelo processo de trituração e 

➢ proporcionar baixo custo das análises, pois não são necessários 

solventes, colunas, placas, entre outras coisas. 

 

3.8.2.1 Aplicações farmacêuticas da DSC 

 

Os dados obtidos com as curvas DSC fornecem informações qualitativas e 

quantitativas de um material em relação à quantidade de calor envolvida em 

processos endotérmicos ou exotérmicos. Assim, há possibilidade de analisar 

mudança de estado físico, modificações na estrutura cristalina, reações de 

desidratação, de decomposição, de oxirredução, entre outras (STORPIRTIS et al., 

2009), caracterizando, com isso, seu emprego em diversos estudos (Tabela 4). 

 

Tabela 4. Exemplos de aplicação da DSC na área farmacêutica 

Tipo de Amostra Aplicação Referência 

 

IFA 

 

Caracterização do tacrolimus. 

 

 

(BÖER et al., 2013) 

 

IFA 

 

 

Avaliação da pureza polimórfica da 
nateglinida. 
 

 

(BRUNI et al., 2011) 

 

Matéria-prima 

 

Avaliação da pureza de substâncias 
químicas de referência. 
 

 

(GAO, DING, HU, 2011) 

 

 

Matéria-prima 

 

Estudo de compatibilidade entre 
cetoprofeno e excipientes 
farmacêuticos. 
 

 

(TIŢA et al., 2011) 

 

Comprimidos 

 

Caracterização da sinvastatina. 

 

 

(OLIVEIRA et al., 2010) 
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3.8.3 Termogravimetria (TG) 

 

A Termogravimetria diferentemente da DSC, permite que alterações da 

massa de uma substância sejam medidas em função do tempo e/ou da temperatura, 

determinando, por exemplo, as perdas de massa (PEREIRA et al., 2009). 

Ferramenta utilizada para medir variações da massa, a termobalança (Figura 

7), foi desenvolvida em 1915 pelo Prof. Kotaro Honda, sendo atualmente formada 

por um forno com temperatura e atmosfera controlada, sensor de temperatura 

(termopar), uma balança com alta sensibilidade e um sistema controlador-registrador 

(CRAIG, READING, 2007; SAITO, MORIKAWA, 2013). 

 

Figura 7. Modelo de Termobalança 

 

Fonte: Adaptado de Denari, Cavalheiro (2012). 

 

Assim, as curvas termogravimétricas podem ser obtidas de três formas 

distintas (STORPIRTIS et al., 2009): 

 

➢ Dinâmica: a amostra é submetida a uma razão de aquecimento 

controlada; 

➢ Quase-isoterma: a amostra é aquecida até a ocorrência de perda de 

massa, onde passará para o modo isotérmico por um determinado tempo, 

retornando, posteriormente, para o dinâmico até que ocorra outras perda de 

massa; 

➢ Isoterma: a amostra é submetida a uma temperatura constante por um 

determinado tempo ou até a sua completa degradação; 
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3.8.3.1 Aplicações farmacêuticas da TG 

 

Os resultados da TG permitem obter várias informações sobre propriedades 

físicas e/ou parâmetros cinéticos, o que faz essa técnica ser largamente utilizada 

com vários compostos farmacêuticos (AL-NAHARY et al., 2012), por exemplo, os 

observados na Tabela 5.  

 

Tabela 5. Exemplos de aplicação da TG na área farmacêutica 

Tipo de Amostra Aplicação Referência 

 

IFA 

Comprimidos 

 

 

Caracterização do Mesilato de 

Doxazosina e Doxacor® 

 

(ATTIA, ABDEL-MOETY,  

ABDEL-HAMID, 2012) 

 

IFA  

 

 

Caracterização do Sulfato de 

Indinavir 

 

 

(SILVA et al., 2012) 

 

IFA 

 

 

Caracterização do Naproxeno 

 

(ZAYED et al., 2013) 

 

Sintético e IFA 

 

 

Caracterização 

 

(MAURYA et al., 2015) 

 

 

Comprimidos 

 

Caracterização e comportamento 

térmico de medicamentos contendo 

ácido acetilsalicílico 

 

 

 

(MORAIS et al., 2015) 

 

3.8.4 Pirólise (Pir) 

 

Utilizada pela primeira vez em 1948 como técnica analítica, a Pirólise 

ultimamente é bastante empregada na caraterização de compostos que passam por 
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decomposição na falta de oxigênio (SILVÉRIO; BARBOSA, PILÓ-VELOSO, 2008; 

WANG et al., 2011; AKALIN, KARAGÖZ, 2014). 

Para tanto, são utilizados pirolisadores, que podem ser de modo contínuo 

(Figura 8a), como os de fornos ou microfornos, e modo pulsado (Figura 8b), como os 

de filamento resistivamente aquecido ou metal ferromagnético indutivamente 

aquecido com radiofrequência (SILVÉRIO; BARBOSA, PILÓ-VELOSO, 2008). 

Dessa forma, são obtidos pirogramas com os picos característicos de cada 

amostra, possibilitando a obtenção da sua composição química a partir de 

comparações com pirogramas de referência (WANG et al., 2011; SILVÉRIO; 

BARBOSA, PILÓ-VELOSO, 2008; AKALIN, KARAGÖZ, 2014). 

 

Figura 8. Tipos de pirolisadores: modo contínuo (a), modo pulsado (b) 

 

Fonte: Silvério; Barbosa, Piló-Veloso (2008) 

 

3.8.4.1 Aplicações farmacêuticas da Pir 

 

A pirólise acoplada à cromatografia em fase gasosa e à espectrometria de 

massas é uma importante ferramenta analítica com aproveitamento em vários 

campos da ciência, como o farmacêutico (SILVÉRIO; BARBOSA, PILÓ-VELOSO, 

2008) (Tabela 6). 
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Tabela 6. Exemplos de aplicação da Pir na área farmacêutica 

Tipo de Amostra Aplicação Referência 

 

 

Vegetal  

 

 

Avaliar a identidade e 

reprodutibilidade de diferentes 

marcas e lotes  de  Cymbopogon  

citratus Stapf. 

 

 

 

(OLIVEIRA et al., 2008) 

 

IFA 

 

Caracterização do Fluconazol 

 

 

(MOURA et al., 2010) 

 

IFA 

 

 

Caracterização da Sinvastatina 

 

 

(PROCÓPIO et al., 2011) 

 

 

Vegetal 

 

Caracterizar o pó de Erythrina 

velutina Willd em diferentes 

tamanhos de partícula 

 

 

 

(CORREIA et al., 2013) 

 

 

Vegetal 

 

 

Caracterizar o pó de Sideroxylon 

obtusifolium em diferentes 

tamanhos de partícula 

 

 

 

(CORREIA et al., 2016) 

 

3.8.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

 

A radiação infravermelha é a parte do espectro eletromagnético situada 

entre as regiões visível e micro-ondas, sendo a porção mais utilizada de 4000 a 400 

cm-1, uma vez que a energia absorvida por uma molécula é convertida em vibrações 

quantizadas em bandas, as quais permitem a identificação de compostos ou a 

investigação da composição de uma amostra, já que as ligações químicas das 

substâncias possuem frequências vibracionais específicas (SILVERSTEIN et al. 

2007; VIANNA-FILHO, et al., 2013). 
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Dessa forma, a FTIR é uma técnica de análise cujo espectro é obtido a partir 

do acúmulo de uma maior quantidade de dados, pois as informações são adquiridas 

com a ajuda de um interferômetro que admite a utilização de todos os comprimentos 

de onda da faixa; posteriormente o interferograma passa por uma transformada de 

Fourier e o sinal resultante é um espectro idêntico ao da espectroscopia IV 

convencional (dispersiva) (NUNES et al., 2009). 
 

 

3.8.5.1 Aplicações farmacêuticas da FTIR 

 

A FTIR é utilizada no âmbito farmacêutico na solução de várias dificuldades, 

tendo sua importância confirmada por suas aplicações bem sucedidas como único 

método analítico ou em combinação com outras técnicas (KALINKOVA, 1999) 

(Tabela 7). 

 

Tabela 7. Exemplos de aplicação da FTIR na área farmacêutica 

Tipo de Amostra Aplicação Referência 

 

 

Anestésicos 

 

Avaliação da interação da 
Lidocaína e Benzocaína com 
lipossomos unilamelares  

 

 

 

(FRACETO, DE PAULA, 2006) 

 

 

Comprimidos 

 

 

Quantificação do teor de 
Azitromicina 

 

 

(ROBAINA et al., 2013) 

 

Urina 

Comprimidos 

 

 
Determinação do teor de 
Ibuprofeno 

 

(KHASKHELI et al., 2013) 

 

Comprimidos 

 

 
Quantificação do teor de 
Eritromicina 
 

 

(ALI, SHERAZI, MAHESAR, 

2014) 

 

Comprimidos 

 
Quantificação do teor de 
Paracetamol 
 

 

(MALLAH et al., 2015) 
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3.8.6 Difração de Raios X (DRX) 

 

A DRX é outra técnica de grande aplicação nos estudos de caracterização 

de produtos farmacêuticos, pois avalia a cristalinidade e o polimorfismo (CHADHA, 

BHANDARI, 2014). 

Nessa técnica os difratogramas são obtidos através da emissão de raios X, 

que possibilita a determinação da estrutura cristalográfica a partir dos raios refletidos 

expressos em picos. Nas amostras cristalinas há um arranjo em células unitárias, 

que produz uma “impressão digital” com seus picos; já nas amorfas não ocorre esse 

arranjo e o difratograma apresenta-se com uma “aureola amorfa” (DONG, BOYD, 

2011). 

 

3.8.6.1 Aplicações farmacêuticas da DRX 
 

Por ser um método não destrutivo a utilização da DRX na área farmacêutica 

está aumentando, permitindo a análise de materiais farmaceuticamente importantes 

(DONG, BOYD, 2011; CHADHA, BHANDARI, 2014) (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Exemplos de aplicação da DRX na área farmacêutica 

Tipo de Amostra Aplicação Referência 

 

IFA 

 

Avaliar o padrão de difração do 
Benznidazol 

 

 

(MAXIMIANO et al., 2010) 

 

IFA 

Matéria-prima 

 

 

Avaliar o perfil cristalográfico da 
Sinvastatina e da mistura binária 
Sinvastatina: Butil-hidroxianisol 

 

 

(OLIVEIRA et al., 2010) 

 

IFA  

Comprimidos 

 

 

 
Avaliar a cristalinidade do lactato 

de cálcio 
 

 

(SOUZA et al., 2012) 

 

 

Comprimidos  

 

Avaliar o polimorfismo da 
Espironolactona 

 

 

(SALVI et al., 2015) 

 

IFA 

 

 

Detectar a formação de cocristais 
de Cafeína, Carbamazepina e 

Lamotrigina 
 

 

(DONG et al., 2015) 
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3.8.7 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

A microscopia possibilita avaliar a morfologia, o tamanho e a distribuição 

granulométrica das partículas; tornando-se, portanto, a técnica mais versátil para 

análise das propriedades microestruturais dos compostos (DEDAVID, GOMES, 

MACHADO, 2007; CHADHA, BHANDARI, 2014).  

Seu funcionamento consiste no uso de elétrons ao invés de luz, o que 

possibilita a medição e o registro das várias radiações derivadas das interações 

elétron-amostra. Todavia, para obtenção da imagem são utilizados apenas os sinais 

provenientes dos elétrons secundários e/ou retroespalhados (DEDAVID, GOMES, 

MACHADO, 2007; FONTANIVE et al., 2014). 

Dessa forma, na MEV as imagens são adquiridas em três dimensões e as 

análises realizadas com aumentos e ampla profundidade de foco (DEDAVID, 

GOMES, MACHADO, 2007). 

 

3.8.7.1 Aplicações farmacêuticas da MEV 

 

A obtenção instantânea de dados na MEV permite a avalição da forma e a 

identificação dos compostos presentes numa amostra sólida. Por isso, sua utilização 

é corriqueira em diversas áreas, incluindo a farmacêutica (DEDAVID, GOMES, 

MACHADO, 2007) (Tabela 9). 

 

Tabela 9. Exemplos de aplicação da MEV na área farmacêutica 

Tipo de Amostra Aplicação Referência 

 

IFA 
 

 

Caracterização da Glibenclamida 
 

(NERY et al., 2008) 

 

IFA 
 

 

Caracterização do ibuprofeno 
 

(ANDRIOLI et al., 2014) 

 

Carreadores de 
fármacos 

 

Caracterização da porosidade de 
materiais de sílica 

 

 
(NUMPILAI; MUENMEE, 

WITOON, 2016) 

 

Nanopartículas 

 

Caracterização de nanoencapsulado 

contendo Sinvastatina 

 

 

(FATTAHI et al., 2016) 

 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928493115304215
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928493115304215
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0928493115304215
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3.9 Validação de métodos analíticos  

 

A validação analítica é uma peça importante de garantia da qualidade que 

assegura a credibilidade dos dados, pois resultados duvidosos podem acarretar 

deliberações catastróficas e perdas financeiras. Assim, o objetivo da validação é 

assegurar a reprodutibilidade e estabelecer limites de aceitação do erro analítico. 

Por isso, antes de ser utilizado na rotina o método analítico deve primeiro ser 

validado para comprovar que é adequado ao seu propósito (BRASIL, 2003; ROZET 

et al, 2007; RIBEIRO et al., 2008). 

No Brasil, a resolução RE nº 899 de 2003 apresenta-se como um guia para 

validação de métodos analíticos e bioanalíticos, dividindo os ensaios em quatro 

categorias: 

✓ Categoria I – Testes quantitativos para a determinação de substância 

ativa; 

✓ Categoria II – Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinação 

de impureza e produtos de degradação; 

✓ Categoria III – Testes de performance; 

✓ Categoria IV – Testes de identificação; 

 

Posteriormente, dependendo de qual categoria foi escolhida, são 

selecionados os parâmetros a serem analisados (Tabela 10) (BRASIL, 2003). 

 

Tabela 10. Parâmetros para validação de método analítico segundo à finalidade 

Parâmetro Categoria I Categoria II    Categoria III Categoria IV 

               Quantitativo    Ensaio limite 

Especificidade Sim Sim Sim * Sim 
Linearidade Sim Sim Não * Não 
Intervalo Sim Sim * * Não 
Precisão Repetibilidade Sim Sim Não Sim Não 

Precisão Intermediária ** ** Não ** Não 

Limite de detecção Não Não Sim * Não 

Limite de quantificação Não Sim Não * Não 

Exatidão Sim Sim * * Não 
Robustez Sim Sim Sim Não Não 

Fonte: Brasil (2003). 

(*) pode ser necessário, dependendo da natureza do teste específico. 

(**) se houver comprovação da reprodutibilidade não é necessária a comprovação 

da Precisão Intermediária. 
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3.9.1 Especificidade e seletividade 

 

Especificidade é a aptidão do método em separar o composto de interesse 

dos demais presentes na amostra. Já a seletividade é a competência que o método 

possui de aferir com exatidão um composto em presença de outras substâncias que 

podem causar interferências na sua determinação em amostras complexas. Assim, a 

seletividade assegura que os resultados sejam do composto analisado e caso não 

seja alcançada, parâmetros como a linearidade, a exatidão e a precisão serão 

afetados (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004). 

 

3.9.2 Linearidade 

 

É a capacidade do método de confirmar que os resultados obtidos são 

diretamente proporcionais a concentração do analito em apreciação, dentro de uma 

variação determinada. Caso haja após avaliação visual uma relação linear, os 

resultados da análise devem passar por procedimentos estatísticos como, por 

exemplo, o método dos quadrados mínimos (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004; 

VALENTINI, SOMMER, MATIOLI, 2007). 

 

3.9.3 Intervalo 

 

O intervalo é a faixa entre o valor superior e inferior de quantificação do 

composto em exame. Dessa forma, por ser proveniente da linearidade e dependente 

da aplicação pretendida do método, esse parâmetro é a confirmação de que o 

método mostra-se exato, preciso e linear (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004). 

 

3.9.4 Precisão 

 

A precisão tem por finalidade obter o nível de dispersão de resultados de 

uma amostra homogenia analisada repetidas vezes, permitindo a avaliação da 

concordância dos valores de ensaios distintos. A partir dos resultados obtidos são 

calculados a média e o Desvio Padrão (DP), determinando-se o Coeficiente de 

Variação (CV), expresso em termos de percentagem de uma série de medidas, nas 

quais duas delas podem ser a reprodutibilidade e a repetibilidade do método 
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analítico sob condições normais de operação (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004). 

Neste caso, a reprodutibilidade refere-se ao uso de procedimentos analíticos 

em diferentes laboratórios, com diferentes analistas e em diferentes dias, enquanto 

que a repetibilidade refere-se ao uso de procedimentos analíticos num curto espaço 

de tempo utilizando os mesmos analistas e os mesmos equipamentos (BRASIL, 

2003). 

 

3.9.5 Exatidão 

 

A exatidão de um método é a proximidade entre o valor aceito como 

verdadeiro e o valor determinado pelo método. A verificação desse parâmetro deve 

ser realizada utilizando-se, no mínimo, três concentrações (baixa, média e alta), com 

pelo menos cinco determinações por concentração (BRASIL, 2003). 

A proximidade dos resultados encontrados ao valor aceito como verdadeiro 

é resultante da soma de erros sistemáticos e randômicos ou aleatórios, isto é, do 

erro total associado (HUBERT et al, 2007; ROZET et al, 2007). 

 

3.9.6 Limite de detecção e Limite de quantificação 

 

O limite de detecção (LD) é a menor concentração da espécie em análise 

que pode ser detectada, mas não essencialmente quantificada, pela técnica 

instrumental; enquanto o limite de quantificação (LQ) é a mais baixa concentração 

que pode ser quantificada dentro dos limites de precisão e exatidão do método 

analítico. Portanto, a sensibilidade da técnica experimental é obtida pelos limites de 

detecção e de quantificação (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004, RIBEIRO et al., 

2008). 

Os LD e LQ podem ser medidos de três maneiras distintas: visual, relação 

sinal-ruído e baseada em parâmetros da curva analítica, levando-se em 

consideração a técnica utilizada e o grau de confiabilidade estatística (RIBANI et al., 

2004; RIBEIRO et al., 2008). 

 

3.9.7 Robustez 

 

A robustez é a medida da suscetibilidade de um método a mínimas 

variações, indicando sua confiança durante o uso normal. Caso no desenvolvimento 
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da metodologia a avaliação da robustez constate sensibilidade do método à 

modificações nas condições analíticas, estas deverão ser controladas e prevenções 

devem ser incluídas no processo (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004). 

Em cromatografia líquida de alta eficiência, por exemplo, a robustez é 

avaliada a partir de modificações na temperatura da coluna, na proporção da fase 

móvel, no seu pH, no seu fluxo ou com a utilização de diferentes lotes ou fabricantes 

de colunas (BRASIL, 2003; RIBANI et al., 2004). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Materiais 

 

β-ciclodextrina (βCD) adquirida da SIGMA ALDRICH®, três lotes do Bifenil-4-

Carboxilato de Metila (B4CMET) fornecidos pelo Laboratório de Química 

Medicinal/DCF/CCS/UFPB, metanol grau CLAE (JT. Baker, lote M30c08), etanol 

grau CLAE (Tédia, lote 9128); trietilamina (Sigma, lote 5HBG1702V); ácido 

ortofosfórico (Merck, lote 5798); ácido clorídrico (Vetec, lote 154); NaOH (Vetec, lote 

1006730) e Peróxido (Labsynth, lote 189680). 

 

4.2 Métodos 

 

4.2.1 Preparação dos complexos de inclusão (CI) 

 

Quantidades equimolares dos três lotes do B4CMET e da βCD foram 

pesadas e solubilizadas separadamente sob agitação mecânica. O B4CMET foi 

solubilizado em álcool etílico e a βCD em água purificada. Após completa 

solubilização dos compostos, a solução de B4CMET foi vertida na solução de βCD e 

mantida sob agitação por 24 horas antes de ser submetida à evaporação sob 

pressão reduzida (- 800 ± 20 mbar) a 45 ± 5 ºC em evaporador rotativo. Após a 

evaporação dos solventes, os produtos foram colocados em estufa a 40 °C por 24 

horas para secagem. 

 

4.2.2 Determinação da atividade antifúngica 

 

Para avaliação da atividade antifúngica foram obtidas soluções dos três lotes 

do B4CMET e dos três lotes dos complexos de inclusão na concentração de 2000 

ug.mL-1 em Etanol 50% e utilizadas cepas padrão American Type Culture Collection 

(ATCC) de Candida albicans (ATCC 18804), Candida tropicalis (ATCC 13803) e 

Candida parapsilosis (ATCC 22009), disponibilizadas pela Fundação Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ – RJ). 

Os microrganismos foram mantidos em tubos de ensaios contendo ágar 

Sabouraud e, em seguida, cultivados em placas contendo o mesmo meio, a 25°C 
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durante 48 horas. A determinação da concentração inibitória mínima (CIM) foi 

realizada pelo método de microdiluição em caldo, com a utilização de microplacas 

com 96 poços, de acordo com os procedimentos do Clinical and Laboratory 

Standards Institute procedures (CLSI) (2008). Os inóculos foram padronizados em 

tubos contendo 5 mL de solução salina estéril a 0,9% e a suspensão foi ajustada em 

espectrofotômetro a 580 nm, equivalente a 103 UFC.  

100 µL de cada solução a 2000 µg.mL-1 (2mg.mL-1), foram submetidos a 

diluição seriada em caldo Sabouraud nas microplacas, obtendo concentrações de 

1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625; 7,8125 µg.mL-1. Posteriormente, 10 µL de 

cada cultura de microrganismos foram adicionados em cada poço. O crescimento 

fúngico foi indicado pela adição de 20 uL de solução aquosa de resarzurina (Sigma 

Aldrich) a 0,01% com uma incubação adicional a 25 °C ± 1 °C durante 2 h. Em 

seguida, efetuou-se a leitura das placas, observando a mudança da coloração azul a 

para rosa, indicando a presença de microrganismos viáveis. Portanto, a CIM foi 

definida pela menor concentração onde não ocorreu alteração de cor do corante. 

 

4.2.3 Determinação da citotoxidade por hemólise 

 

Preparou-se uma suspensão de hemácias a 5% em solução salina 0,9%. Em 

seguida, 1mL desta suspensão foi distribuída em tubos de ensaio e 

homogeneizadas com 1 mL das soluções dos três lotes do B4CMET e dos três lotes 

dos complexos de inclusão, diluídas em diferentes concentrações a fim de se obter 

1000, 500, 250, 125 e 62,5 µg.mL-1 para o B4CMET e 250, 125, 62,5, 31,25 e 15,62 

para os complexos de inclusão. Após 1 hora, as amostras foram centrifugadas a 

2500 rpm, durante 10 minutos e submetidas a leitura em espectrofotômetro 

(Shimadzu® UV mini – 1240), com comprimento de onda de 540nm, utilizando como 

branco a solução salina 0,9% e como controle positivo a solução hemolizante de 

Ácido Acético a 2%. A visualização da hemólise foi classificada como: – (<25% de 

hemólise), + (25% de hemólise), ++ (50% de hemólise), +++ (75% de hemólise) e 

++++ (100% de hemólise) de acordo com Luize et al. (2005). 
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4.2.4 Caracterização 

 

4.2.4.1 Estudo de solubilidade de fases 

 

O diagrama de solubilidade de fases foi construído de acordo com a 

metodologia descrita por Higuchi e Connors (1965).  Quantidades crescentes de 

βCD (0 a 30 mM) foram adicionadas a uma solução aquosa contendo o B4CMET em 

excesso (20 mM). As misturas foram mantidas sob agitação magnética e, após 24 h, 

centrifugadas (10 min, 3000 rpm) para eliminação do excesso de amostra insolúvel. 

Posteriormente, a soluções foram filtradas em membrana de 0,45 µm de porosidade. 

A quantificação de B4CMET solúvel foi determinada utilizando a equação de 

regressão linear obtida durante a validação do método (4.2.5.3 Linearidade), sendo 

a solubilidade aparente de B4CMET avaliada em função das diferentes 

concentrações de βCD. 

Complementarmente foram calculadas a constante de associação (K1:1) e a 

energia livre de Gibbs (ΔG), com as seguintes equações (LYRA et al., 2010; 

MOURÃO et al., 2016): 

 

𝐾1:1 =  
𝐼𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜

𝑆0 𝑥 (1−𝐼𝑛𝑐𝑙𝑖𝑛𝑎çã𝑜)
     

 

Onde: So é a solubilidade intrínseca do substrato. 
 

ΔG =  −𝑅𝑇𝑙𝑛𝐾1:1      

 

Onde: R é a constante universal dos gases (8.314472 J K-1 mol-1) e T é a 

temperatura em Kelvin. 

 

4.2.4.2 Calorimetria Exploratória Diferencial (DSC) 

 

As curvas DSC foram obtidas em equipamento Shimadzu, modelo DSC-50, 

usando um cadinho de alumínio hermeticamente fechado, com aproximadamente 

2,0 mg da amostra. As análises foram realizadas na faixa de temperatura de 25 a 

150 °C (B4CMET) e 25 a 450 °C (βCD e CI), nas razões de aquecimento 10 °C min-1 

(βCD) e 2, 5, 10 e 15 °C min-1 (B4CMET e CI), fluxo de nitrogênio de 50 mL min-1. 
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Adicionalmente, foi calculada a pureza do B4CMET, tomando como base a 

Equação de van’t Hoff (KESTENS et al., 2011): 

 

𝑇𝑠 =  𝑇𝑜 −
𝑋1. 𝑅. 𝑇𝑜2

∆𝐻𝑓
.
1

𝐹
 

 

Onde: Ts = temperatura da amostra (K); T0 = ponto de fusão teórico do composto 

puro; X1 = fração molar da impureza; R = constante dos gases (8,314 J.mol-1.K-1); 

ΔHf = calor de fusão do composto principal puro (J mol-1); F = fração da amostra que 

fundiu em Ts. 

 

Os dados DSC e a prureza foram analisados utilizando o software Tasys® da 

Shimadzu. 

 

4.2.4.3 Termogravimetria (TG) 

 

As curvas termogravimétricas dinâmicas foram obtidas com uma 

termobalança Shimadzu, modelo TGA-50, sob atmosfera de ar sintético e nitrogênio 

numa vazão de 20 mL min-1. As amostras foram colocadas em cadinho de alumina, 

aquecido nas razões de 10, 20 e 40 °C min-1 até 900 °C. A massa utilizada nas 

análises foi de 5,0 ± 0,003 mg. 

 

4.2.4.4 Pirólise acoplada a cromatografia gasosa/espectrometria de massa (Pir-GC-

MS) 

 

Os processos pirolíticos foram conduzidos em um pirolisador acoplado num 

sistema de cromatografia gasosa, diretamente interfaciado a um espectrômetro de 

massa com uma fonte de ionização de elétrons (Shimadzu, GCMS-QP5050A). A 

amostra correspondente a uma partícula de pó do B4CMET e dos complexos de 

inclusão foram colocadas num cadinho de platina e introduzidas no pirolisador nas 

temperaturas de 250 °C (B4CMET), 350 e 600 °C (CI). A separação foi conseguida 

utilizando uma coluna capilar com fase estacionária fenil:dimetilpolissiloxano (5:95), 

com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diâmetro interno e 0,25 m de tamanho de 

partícula. A coluna capilar do cromatógrafo de gás foi operada num programa de 

temperatura, que consistia em duas etapas: na primeira, a coluna foi aquecida a 
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partir da temperatura inicial de 70 °C, com uma taxa de aquecimento de 10 ° C/min, 

até a temperatura final de 280 ° C, e, na segunda foi mantida na temperatura 

isotérmica de 280 ° C por 5 min. O gás Hélio foi usado como gás de arraste com 

fluxo de 1,5 mL.min-1 e razão de split 1:10.  

 

4.2.4.5 Espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

 

Os espectros de FTIR foram obtidos usando um equipamento Shimadzu, 

modelo IR Prestige-21. As amostras foram previamente preparadas com brometo de 

potássio numa proporção de cerca de 2:100 (amostras/KBr), os discos foram 

preparados por compressão do pó em prensa hidráulica, a uma pressão de 9 

toneladas, e digitalizados em números de onda de 400–4000 cm-1, utilizando o KBr 

como branco. 

 

4.2.4.6 Difração de Raios-X (DRX) 

 

Os espectros de DRX foram registrados com difratômetro Shimadzu XRD 

600, com fonte de radiação Cu Kα. As condições das medições foram as seguintes: 

geometria, 2θ; voltagem, 40 kV; corrente, 30 mA; θi, 5; θf, 30; tamanho do passo, 

0,02; e velocidade, 20° min-1. 

 

4.2.4.7 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

As análises microscópicas foram realizadas em microscópio eletrônico de 

varredura (Hitachi, modelo TM-1000), utilizando voltagem de aceleração do feixe de 

elétron de 15 kV. As amostras foram submetidas à metalização com ouro para tornar 

a superfície condutora e colocadas em porta amostra para avaliação com aumentos 

de 500 e 1000 vezes. 

 

4.2.5 Validação de método cromatográfico para doseamento do B4CMET 

 

A validação do método foi realizada conforme as especificações contidas na 

Resolução RE n° 899, de 29 de maio de 2003, que trata do guia para validação de 

métodos analíticos e bioanalíticos. 
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4.2.5.1 Condições cromatográficas 

 

As condições cromatográficas definidas a partir do desenvolvimento do 

método foram: coluna Phenomenex C18 (250x3,0mm 3μm), fase móvel 

Metanol:água (70:30) mais 0,1% de Trietilamina e pH ajustado para 3,5, fluxo de 1 

mL.min-1, temperatura do forno de 40 ºC e volume de injeção de 20 μL. 

 

4.2.5.2 Seletividade 

 

Foi preparada solução de ácido clorídrico 0,1 mol.L-1 e Peróxido a 3%, 

conforme Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010), com adaptações. Como o 

B4CMET apresentava baixa solubilidade em água, as soluções ácida, oxidativa e 

neutra foram preparas com solução hidroalcoolica 50%. 

Foram pesados 25 mg do B4CMET em triplicata, transferidos para balões 

volumétricos de 50 mL, solubilizados nas respectivas soluções de degradação (ácida 

e oxidativa), seguido de sonicação até completa solubilização, obtendo-se desse 

modo três soluções mãe para cada condição de degradação, as quais foram 

armazenadas em recipientes adequados e fechados, durante todo o estudo. No 

tempo de 24 h, foram coletadas alíquotas de 400 µL para balão de 10 mL, 

completado com o diluente a fim de se obter uma concentração final de 20 µg.mL-1, 

que foi filtrada, transferida para vials e analisada por CLAE–DAD. 

 

4.2.5.3 Linearidade 

 

Foram pesados 25 mg do B4CMET, transferidos para balão volumétrico de 50 

mL, solubilizado com aproximadamente 30 mL de solução hidroalcoolica (50%), 

sonicado até completa solubilização e por fim, aferiu-se o balão obtendo-se solução 

mãe na concentração de 500 µg.mL-1. O procedimento de preparo das amostras foi 

realizado em triplicata. 

Da solução mãe retirou-se alíquotas que foram transferidas para balão de 10 

mL, obtendo-se soluções com concentrações de 10, 16, 20, 24 e 30 µg.mL-1 (em 

triplicata), para a construção da curva de calibração, onde foram analisadas a área 

do pico e a concentração do fármaco. 
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A curva de calibração foi obtida pelo método do ajuste por mínimos 

quadrados, com os dados plotados no Microsoft Excel e o limite de detecção (LD) e 

o limite de quantificação (LQ) foram calculados por meio das equações: 

 

LD = 
DPa x 3

IC
       e     LQ = 

DPa x 10

IC
 

 

Em que, DPa é o desvio padrão do intercepto com o eixo Y de, no mínimo, 3 

curvas de calibração construídas contendo concentrações do fármaco próxima ao 

suposto limite de quantificação e IC é a inclinação da curva de calibração. 

 

4.2.5.4 Precisão 

 

As amostras foram obtidas pesando-se 25 mg do B4CMET, transferidos para 

balão de 50 mL, solubilizadas com o diluente, seguido de sonicação até completa 

solubilização; obtendo-se solução na concentração de 500 µg.mL-1, da qual foi 

coletada alíquotas, transferida para balão de 10 mL, obtendo-se soluções com 

concentrações finais de 10, 20 e 30 µg.mL-1, equivalentes aos níveis baixo (75%), 

médio (100%) e alto (125%), da curva de calibração As amostras foram filtradas, 

transferidas para vials e analisadas em triplicata. 

Para determinação da precisão intercorrida, as análises descritas acima foram 

repetidas em dias diferentes e com analistas diferentes. 

 

4.2.5.5 Exatidão 

 

As amostras foram obtidas pesando-se 25 mg do B4CMET, transferidos para 

balão de 50 mL, solubilizadas com o diluente, seguido de sonicação até completa 

solubilização; obtendo-se solução na concentração de 500 µg.mL-1, da qual foi 

coletada alíquotas, transferida para balão de 10 mL, obtendo-se soluções com 

concentrações finais de 10, 20 e 30 µg.mL-1, equivalentes aos níveis baixo (75%), 

médio (100%) e alto (125%), da curva de calibração. As amostras foram filtradas, 

transferidas para vials e analisadas em triplicada. 
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4.2.5.6 Robustez 

 

A robustez do método foi avaliada por meio de discretas modificações na 

proporção da fase móvel (68,6:31,4 e 71,4:28,6 – metanol:água), fluxo (0,9 e 1,1 

mL.min-1) e temperatura do forno (38 e 42ºC). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Determinação da atividade antifúngica 

 

No screening microbiológico foi verificada a atividade contra cepas padrões 

de Candida, sendo possível observar que o B4CMET isolado apresentou valores de 

CIM na ordem de 125 a 250 µg mL-1 e quando complexado teve sua ação com CIM 

entre 31.25 µg mL-1 e 62.50 µg mL-1 (Tabela11).  

 

Tabela 11. Concentração inibitória mínima do B4CMET e CI testados contra 
Candida spp** 

  Microrganismos testados  

Candida albicans Candida tropicalis Candida parapsilosis 

 

B4CMET 

Lote 1 250.00 µg mL-1  125.00 µg mL-1 125.00 µg mL-1 

Lote 2 250.00 µg mL-1 125.00 µg mL-1 125.00 µg mL-1 

Lote 3 250.00 µg mL-1 125.00 µg mL-1 125.00 µg mL-1 

     

 

CI 

Lote 1* 62.50 µg mL-1 31.25 µg mL-1 31.25 µg mL-1 

Lote 2* 62.50 µg mL-1 31.25 µg mL-1 31.25 µg mL-1 

Lote 3* 62.50 µg mL-1 31.25 µg mL-1 31.25 µg mL-1 

     

 

Valor-p 

Lote 1 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 

Lote 2 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 

Lote 3 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 

* A CIM dos CI foram obtidas a partir da concentração teórica do B4CMET nesses complexos. 
** Também foram testados o etanol a 50% e a βCD, ambos não apresentaram atividade antifúngica. 
 

A análise comparativa dos dados da tabela 11 permitiu observar uma 

atividade antifúngica aumentada com os complexos de inclusão do B4CMET para as 

diferentes cepas testadas. Isto pode ser explicado pelo incremento da sua 

solubilidade no meio de cultura (Ágar), pois uma maior solubilidade do composto 

contribui para elevar a área de contato da substância com o microrganismo, 

favorecendo sua ação (CUNHA-FILHO; SÁ-BARRETO, 2007).  
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A ação observada com os complexos de inclusão do B4CMET corrobora os 

resultados de Kfoury et al. (2016), que, ao avaliarem a atividade antifúngica de 

várias substâncias isoladas e encapsuladas com ciclodextrina, observaram melhora 

na inibição quando os complexos de inclusão foram testados.  

Percebeu-se, ainda, que houve aumento da concentração inibitória mínima 

de todos os lotes do B4CMET e do CI frente às cepas de Candida albicans. Essa 

redução na atividade biológica pode estar associada a modificações morfológicas 

apresentadas pela Candida albicans, pois segundo Barbedo, Sgarbi (2010), 

diferentemente de outros fungos, esse patógeno tem a capacidade de apresentar 

diversas morfologias, as quais contribuem para sua patogenicidade. 

Deve-se ressaltar, todavia, que mesmo com a presença de diferentes 

respostas antifúngicas, os lotes 1, 2 e 3 do B4CMET e CI podem ser classificados 

como detentores de ótima atividade farmacológica; pois de acordo com Sartoratto et 

al. (2004), são considerados como de elevada atividade, valores de CIM entre 50-

500 µg.mL-1. 

Madhukar et al. (2009), ao avaliarem o potencial antimicrobiano de derivados 

do Bifenil também obtiveram atividade expressiva contra cepas de Candida albicans, 

o que sugere que essas moléculas podem ser agentes terapêuticos promissores 

contra o gênero Candida; levando-se em consideração que esse microrganismo tem 

elevado índice de resistência aos antifúngicos atualmente utilizados (PFALLER et 

al., 2015). 

 

5.2 Determinação da citotoxidade por hemólise  

 

O resultado do teste de atividade hemolítica permitiu visualizar que nenhum 

dos três lotes do B4CMET e do CI foi citotóxico, pois em todas as concentrações 

testadas o grau de hemólise não ultrapassou 25% em relação ao controle positivo 

(Tabela 12). 

Identificou-se, igualmente, que o B4CMET complexado apresentou redução 

do poder hemolítico quando testado nas mesmas concentrações do B4CMET 

isolado; confirmando estudos de Tang et al. (2015), que ao analisarem a 

citotoxicidade da Clorzoxazona isolada e complexada com ciclodextrina, perceberam 

diminuição da toxicidade nos complexos de inclusão.  
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Tabela 12. Resultado do ensaio de citotoxicidade 

Amostra Concentração (µg.mL-1) Absorbância Intensidade da hemólise 

B4CMET    

 1000 0,2950 – 

 500 0,0458 – 

Lote 1 250 0,0435 – 

 125 0,0239 – 

 62,5 0,0190 – 

    

 1000 0,2042 – 

 500 0,0452 – 

Lote 2 250 0,0403 – 

 125 0,0215 – 

 62,5 0,0184 – 

    

 1000 0,2050 – 

 500 0,0499 – 

Lote 3 250 0,0410 – 

 125 0,0236 – 

 62,5 0,0187 – 

    

CI    

 250 0,0166 – 

 125 0,0124 – 

Lote 1 62,5 0,0071 – 

 31,25 0,0056 – 

 15,62 0,0008 – 

    

 250 0,0158 – 

 125 0,0145 – 

Lote 2 62,5 0,0130 – 

 31,25 0,0094 – 

 15,62 0,0047 – 

    

 250 0,0150 – 

 125 0,0148 – 

Lote 3 62,5 0,0125 – 

 31,25 0,0028 – 

 15,62 0,0016 – 
    

Controle Positivo              1,2170 ++++ 

– (<25% de hemólise), + (25% de hemólise), ++ (50% de hemólise), +++ (75% de 
hemólise) e ++++ (100% de hemólise). 
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5.3 Caracterização 

 

5.3.1 Estudo de solubilidade de fases do B4CMET- βCD 

 

Com os resultados do ensaio de solubilidade de fases, representados na 

Figura 9, foi possível verificar que houve um incremento linear na solubilidade do 

B4CMET completamente dependente da concentração de βCD; correspondendo, de 

acordo com Higuchi e Connors (1965), a formação de um complexo de inclusão 

solúvel do tipo A.  

Higuchi e Connors (1965) também afirmam que perfis com coeficiente linear 

superior a 0,99 e coeficiente angular menor que um, indicam estequiometria molar 

1:1 (fámaco:ciclodextrina) para formação dos complexos. Assim, considerando os 

coeficientes de correlação linear e os coeficientes angulares obtidos com o diagrama 

de solubilidade de fases (Figura 9), identificou-se que os complexos de inclusão 

B4CMET:βCD podem ser formados a partir dessa estequiometria. 

 

Figura 9. Diagrama de solubilidade de fases dos CI 
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Para avaliar com mais detalhes a interação molecular entre B4CMET/βCD 

foram calculadas a constante de associação (K1:1) e a energia livre de Gibbs (ΔG), 

cujos resultados são apresentados na tabela 13. 

 

Tabela 13. Valores da eficiência de complexação e espontaneidade da reação de 
formação dos complexos de inclusão 

 Complexo de inclusão K1:1(M
-1) ΔG (KJ mol-1) 

Lote 1 590,92 - 15,82 

   

Lote 2 588,58 - 15,80 

   

Lote 3 589,58 - 15,81 

 

Os valores de K1:1, na Tabela 13, sugerem a formação de complexos de 

inclusão com estabilidade adequada e viabilidade para incremento da solubilidade 

do B4CMET, permitindo sua utilização no desenvolvimento de formas farmacêuticas. 

Esses resultados são apoiados por pesquisa de Rama et al. (2005), que considera 

como úteis para uso farmacêutico os complexos cujas constantes de estabilidade 

situam-se entre 100 e 1000 M-1, uma vez que constantes inferiores a 100 M-1 

indicam a formação de sistemas instáveis e superiores a 1000 M-1 dificultam a 

liberação do fármaco. 

Lyra et. al, (2010) afirmam que comumente a formação de complexos está 

relacionada a valores negativos de energia livre de Gibbs. Sendo assim, quanto 

mais negativo for a variação de energia de Gibbs, melhor o efeito solubilizante. 

Logo, com a avaliação da energia livre de Gibbs (Tabela 13), foi possível identificar a 

espontaneidade do processo de complexação (ΔG < 0), que favorece a solubilização 

aquosa do B4CMET. 

 

5.3.2 Calorimetria Exploratória Diferencial 

 

5.3.2.1 Bifenil-4-Carboxilato de Metila  

 

Em todas as curvas DSC do B4CMET (Figura 10), visualizou-se um pico 

endotérmico em cuja temperatura não foi observada perda de massa na análise 
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Termogravimétrica. Assim, segundo Alves et al. (2010), eventos dessa natureza 

podem ser considerados como processo de fusão. 

 

Figura 10. Curvas DSC do B4CMET em diferentes razões de aquecimento 

 

 

Na tabela 14 é possível observar os resultados DSC do B4CMET em 

diferentes razões de aquecimento, percebendo-se pequenas variações intra e 

interlote. 

De forma análoga, Bernal et al. (2002), ao avaliarem a influência de alguns 

fatores sobre resultados DSC da Sacarina, observaram que variações na razão de 

aquecimento são responsáveis pelo alargamento do pico de fusão, pois como a 

temperatura observada neste evento corresponde ao equilíbrio entre a quantidade 

de calor fornecida e absorvida; razões de aquecimento mais altas contribuem para 

ocorrência de maior número de processos na mesma faixa de tempo, com 

consequente aumento na temperatura do pico. Por outro lado, a volta para linha de 

base depende do tempo e da variação de temperatura, por isso, acontecerá em 

temperaturas maiores. 
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Tabela 14. Resultados da Fusão do Bifenil-4-Carboxilato de Metila 

B4CMET Razões (°C.min-1) TPico (°C) TOnset (°C) TEndset (°C) Entalpia (J.g-1) 

 

Lote 1 

2,00 118,61 117,28 119,64 82,68 

5,00 119,74 117,72 121,99 93,82 

10,00 120,30 117,65 123,91 83,92 

15,00 120,78 117,93 127,54 88,58 

      

 

Lote 2 

2,00 119,64 118,67 120,83 88,38 

5,00 120,74 118,38 123,13 107,21 

10,00 121,78 118,88 125,66 97,22 

15,00 121,78 118,91 126,93 91,44 

      

 

Lote 3 

2,00 119,85 118,65 120,97 95,67 

5,00 120,96 118,91 123,39 103,99 

10,00 121,67 119,33 125,82 89,96 

15,00 122,12 119,62 128,51 95,96 

 

A pureza dos diferentes lotes do B4CMET foi obtida com os dados DSC, 

considerando que Oliveira et al. (2011) entendem que a determinação da pureza de 

um IFA não farmacopeico pode ser realizada por DSC com a utilização da Equação 

de van’t Hoff e Macêdo et al. (2000), ao compararem as técnicas oficiais com a DSC 

para determinação da pureza do captopril, propranolol e nifedipina, perceberam que 

não havia diferença entre os resultados obtidos.  

Identificou-se, nas razões de aquecimento mais baixas (2 e 5 °C.min-1), um 

grau de pureza mais elevedo, quando comprarado aos obtidos nas razões mais altas 

(10 e 15 °C.min-1) (Tabela 15).  

Araújo et al. (2010), ao estudarem a Zidovudina também observaram 

diminuição na pureza com o aumento da razão de aquecimento; porque, segundo 

esses autores, a equação de van't Hoff é apropriada para condições de equilíbrio, 

que são obtidas nas razões mais baixas. 
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Tabela 15. Pureza do Bifenil-4-Carboxilato de Metila baseado na equação de van’t 
Hoff 

 Bifenil-4-Carboxilato de Metila 

Razões 

(°C.min-1) 

Lote 1  

(%) 

 Lote 2  

(%) 

 Lote 3 

(%) 

2,00 99,04  99,09  99,19 

5,00 99,00  99,01  99,08 

10,00 98,37  98,44  98,78 

15,00 98,03  98,37  98,50 

 

5.3.2.2 Complexos de inclusão 

 

A análise das curvas DSC dos complexos de inclusão e dos componentes 

isolados (Figura 11), permitiu verificar para βCD um evento endotérmico na faixa de 

temperatura de 99,11-127,25 °C (Tpico = 115,03 °C) que pode estar relacionado à 

desidratação da molécula; de 218,69-224,21 °C (Tpico = 221,08 ºC) uma transição de 

fase cristalina, já relatado por Serafini et al. (2012) e Menezes et al. (2014); e de 

311,16-336,78 °C (Tpico = 323,09 °C) ocorreu um evento endotérmico característico 

da fusão da molécula,  seguido de sua termodecomposição e eliminação do material 

carbonáceo.  

Com o B4CMET, como não ocorreram modificações significativas no seu 

ponto de fusão com a variação das razões de aquecimento (Tabela 14), realizou-se 

uma análise na razão de 10 °C min-1 até 450 °C, observando-se um evento 

endotérmico associado à fusão (Figura 11), na faixa de 117,65-123,91 °C (Tpico = 

120,30 °C) para o lote 1, de 118,88-125,66 °C (Tpico = 121,78 °C) para o lote 2 e de 

119.33-125.82 °C (Tpico = 121,67 °C) para o lote 3.   

Por fim, verificou-se em todos os complexos de inclusão o desaparecimento 

do pico de fusão do B4CMET (Figura 11), o que evidencia o encapsulamento dessa 

molécula na cavidade da βCD, comprovando a formação de complexos e não de 

mistura física. Segundo Abarca et al. (2016); Jadhav; Pore (2017); Xua et al. (2017), 

esse processo ocorre porque as moléculas hospedeiras ao serem incorporadas na 

cavidade da βCD deixam de interagir umas com as outras no estado sólido e 

eventos como ponto de fusão, ebulição e sublimação são modificados ou 

simplesmente desaparecem. 
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Figura 11. Curvas DSC do B4CMET (Rz 10 °C min-1), βCD (Rz 10 °C min-1) e dos 
CI em diferentes razões de aquecimento 

 

5.3.3 Termogravimetria 

 

5.3.3.1 Bifenil-4-Carboxilato de Metila 

 

Nas curvas TG (Figura 12), visualizou-se uma única etapa de perda de 

massa nos três lotes do B4CMET, cujos resultados em diferentes razões de 

aquecimento encontram-se na Tabela 16. 

A análise comparativa dos resultados permitiu identificar comportamentos 

distintos para cada lote do B4CMET. Nas razões de 20 e 40 °C.min-1 foi possível 

observar um deslocamento nas temperaturas de decomposição térmica para valores 

superiores as visualizadas a 10 °C.min-1, com perfis de perda de massa 

semelhantes. 

Ionashiro (2004) considera que esse fenômeno geralmente ocorre porque a 

diminuição nas razões de aquecimento provocam reduções nas temperaturas das 

reações de decomposição das amostras, causando alterações nas curvas 

termogravimétricas. 
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Figura 12. Curvas TG do B4CMET em diferentes razões de aquecimento 

 

 
Tabela 16. Etapa de decomposição do B4CMET em diferentes razões de 
aquecimento 

B4CMET Razões (°C.min-1) Onset (°C) Endset (°C) Perda de massa (%) 

 

Lote 1 

10,00 213,27 241,21 94,15 

20,00 220,78 260,61 94,20 

40,00 233,59 280,86 94,68 
     

 

Lote 2 

10,00 220,79 254,13 94,11 

20,00 237,87 273,72 94,18 

40,00 256,98 299,26 94,24 
     

 

Lote 3 

10,00 220,20 254,00 94,10 

20,00 241,61 277,48 94,25 

40,00 256,08 299,29 94,76 

 

5.3.3.2 Complexos de Inclusão 

 
Nas curvas TG, representadas na Figura 13, foi possível identificar para βCD 

na faixa de temperatura de 99,11-127,25 °C um evento de perda de massa de 

12,34% referente à liberação de moléculas de água da cavidade da βCD, 
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confirmando os resultados obtidos na curva DSC (Figura 11). Em seguida, foi 

verificado um patamar de estabilidade térmica entre 128-311,16 °C, uma perda de 

massa de 69,03 % na faixa de temperatura de 311,16-361,85 °C, relacionada à 

rápida fusão/decomposição da βCD e outro evento de perda de massa de 5,70 %, 

referente ao final de sua decomposição entre 518-900 °C. 

Para o B4CMET foi utilizada a curva TG na razão de 10 °C min-1 e observou-

se um único evento de perda de massa associado à volatilização da molécula 

(Figura 13). 

Em todos os complexos de inclusão (Figura 13), verificaram-se dois eventos 

de perda de massa na faixa de temperatura de 44,11-178,41 °C, indicando a perda 

de água de solvatação da cavidade do complexo e à liberação de uma pequena 

quantidade do B4CMET, respectivamente. Na faixa de 259,64-367,30 °C ocorreu um 

evento de perda de massa mais acentuado com a liberação do B4CMET incluso. Por 

fim, na faixa de 486,06-900 °C uma perda de massa adicional foi detectada, sendo 

11,17% para o lote 1, 4,4% para o lote 2 e 6,75% para o lote 3. Isto evidencia um 

aumento da estabilidade térmica para o B4CMET encapsulado, como resultado de 

interações intermoleculares com a cavidade da βCD. 

 

Figura 13. Curvas TG do B4CMET (Rz 10 °C min-1), βCD (Rz 10 °C min-1) e dos CI 
em diferentes razões de aquecimento 
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5.3.4 Estudo cinético da degradação térmica 

 

A determinação de parâmetros cinéticos é de fundamental importância para 

aplicação nos processos tecnológicos, pois a cinética de decomposição térmica é 

utilizada para avaliação da estabilidade de fármacos e de formulações farmacêuticas 

(VYAZOVKIN, WIGHT, 1997; OLIVEIRA et al., 2011). 

Na tabela 17 é possível visualizar os parâmetros cinéticos para o B4CMET e 

os CI. No estudo da cinética de decomposição não isotérmica do B4CMET, 

percebeu-se que os diferentes lotes da molécula analisada apresentaram cinética de 

degradação semelhante, com destaque para o modelo cinético de ordem zero que 

corrobora os resultados da perda de massa identificada nas curvas TG (Figura 12), 

confirmando o evento de volatilização da molécula. 

Analisando-se de modo comparativo os dados (tabela 16), percebeu-se que 

os valores da energia de ativação encontrados para os três lotes do B4CMET 

isoladado foram inferiores aos valores obtidos para essa substância quando 

associada a βCD (complexos de inclusão). Deste modo, a entalpia do B4CMET 

associado a βCD apresentou uma maior energia em relação a B4CMET isolado, o 

que confirma o aumento na estabilidade térmica do B4CMET nos complexos de 

inclusão, que foi observado nas curvas TG. 

 

Tabela 17. Parâmetros Cinéticos do B4CMET e CI pelo método Ozawa com frações 
de decomposição α01 e α09 

  Parâmetros cinéticos 

Energia de ativação 

(kJ.mol-1) 

Ordem de 

reação 

Fator de frequência 

(min-1) 

 

B4CMET 

Lote 1 78,64 0 4,50x107 

Lote 2 72,29 0 5,22x106 

Lote 3 75,21 0 1,07x107 

     

 

CI 

Lote 1 126,98 0 2,394x107 

Lote 2 121,82 0 1,030x1010 

Lote 3 120,73 0 8,765x108 
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5.3.5 Pirólise acoplada à cromatografia gasosa/espectrometria de massa  

 

Para reforçar os resultados obtidos na termogravimetria, o B4CMET e os 

complexos de inclusão foram submetidos a processos pirolíticos, sendo possível 

vizualizar na Figura 14 os pirogramas nas temperaturas de 250, 350 e 600 °C.  

 

Figura 14. Pirogramas do B4CMET e CI em diferentes temperaturas 

 

 

Percebeu-se para os três lotes do B4CMET a presença de um único pico na 

temperatura de 250°C (Figura 14), confirmando que a única etapa de perda de 

massa na curva termogravimétrica (Figura 12), caracteriza-se como processo de 

volatilização da molécula. 

Semelhantemente, nas temperaturas de 350 e 600 °C, para os três lotes dos 

complexos de inclusão foi visualizado um único pico (Figura 14), indicando que as 

perdas de massas entre 259,64-367,30 °C e 486,06-900 °C (Figura 13), 

evidenciando uma redução da velocidade de volatização demonstrada pela ampla 

faixa de temperatura do B4CMET incluso na curva termogravimétrica. 

 

5.3.6 Espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier 

 

Nos espectros FTIR (Figura 15), foi possível visualizar para a βCD uma 

banda em 3346 cm-1 (estiramento simétrico e assimétrico do grupo OH), em 2928 

cm-1 (estiramento da ligação C-H), em aproximadamente 1640 cm-1 (deformação do 
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grupo –OH de moléculas de água complexadas com β-ciclodextrina), em 1200 a 

1500 cm-1 (absorção C- OH que correspondem aos modos de deformação O-H no 

plano da βCD), em 800 a 1200 cm-1 (estiramento assimétrico de C-O-C) e em 400 a 

800 cm-1 (vibrações do anel da βCD).  

Para o B4CMET (Figura 15), nos três lotes, foram observadas bandas de 

absorção em aproximadamente 3000 cm-1 (vibrações de deformação axial de C-H 

aromático), em 1740 a 1750 cm-1 (vibrações de deformação axial da dupla ligação 

de C=O), em 1450 a 1600 cm-1 (vibrações de C=C dos núcleos aromáticos), em 

1250 a 1300 cm-1 e 1200 a 1050 cm-1 (deformação da ligação C-O do éster), em 

710, 750 e 810 cm-1 (deformação angular de 3H adjacentes dos anéis aromático 

meta-substituído). Ademais, houve ausência de alargamento e deslocamento de 

bandas, indicando reprodutibilidade entre os três lotes. 

Todos os espectros dos complexos de inclusão (Figura 15) assemelharam-

se com o espectro da βCD, sendo possível observar bandas características do 

B4CMET em aproximadamente 3000, 1745, 1460, 1292, 1273, 750 cm-1, com menor 

intensidade quando comparadas aos espectros da molécula isolada, podendo ser 

atribuído a inserção do B4CMET na cavidade da βCD, o que causa uma restrição 

conformacional que reduz o movimento livre do B4CMET e, por sua vez, diminui a 

intensidade do sinal. Juntamente com esse efeito, as bandas de estiramento de OH 

e C-H de βCD foram deslocadas de 3346 cm-1 para 3340 cm-1 e 2928 cm-1 para 

2920 cm-1, respectivamente.  

 
Figura 15. Espectros FTIR do B4CMET, βCD e CI 
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Os resultados alcançados reforçam os dados obtidos nas análises DSC e 

TG quanto à formação dos complexos de inclusão, pois segundo Barbetta; Magini 

(2006) e Abarca (2016), a técnica de espectroscopia no infravermelho fornece 

informações sobre as estruturas das moléculas analisadas, permitindo a constatação 

da complexação através da observação de mudanças na posição e intensidade dos 

picos. 

 

5.3.7 Difração de Raios-X 

 

Informações complementares sobre a estrutura do B4CMET e CI foram 

obtidas com a utilização de DRX (Figura 16 e Tabela 18), sendo observado para o 

B4CMET isolado e a βCD picos de difração intensos e bem definidos, revelando a 

característica cristalina das moléculas. 

Através da análise dos difratogramas dos complexos de inclusão (Figura 16), 

foi possível perceber que houve o desaparecimento dos picos característicos de 

difração do B4CMET e da βCD (Tabela 18), evidenciando modificação da 

cristalinidade. Essa diferença representa mudanças na estrutura do B4CMET com o 

desenvolvimento de um novo sistema, indicando que ocorreu formação de 

complexos de inclusão com a interação entre o B4CMET e a βCD. 

 

Figura 16. Difratogramas do B4CMET, βCD e CI 
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Tabela 18. Ângulos de difração em 2θ para os picos do B4CMET e βCD 

Valores 2θ (graus) 

 
βCD 

 B4CMET  CI 

 Lote 1 Lote 2 Lote 3  Lote 1 Lote 2 Lote 3 

8,96  7,17 7,30 7,24  11,24 11,32 11,28 

9,68  14,37 14,44 14,44  12,72 12.82 12,75 

10,64  19,20 19,20 19,20  14.24 14,30 14,30 

12,44  20,15 20,28 20,22  15.26 15,30 15,25 

15,34  21,64 21,78 21,64  17,42 17,52 17,49 

22,62  23,82 23,95 23,88  19.08 19,15 19,10 

26,96  28,23 28,30 28,17  23,82 23,90 23,79 

 

5.3.8 Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

As análises por MEV foram realizadas para visualização da morfologia das 

substâncias isoladas e dos complexos de inclusão, sendo possível observar que o 

B4CMET era constituído por cristais de formato lamelar assemelhando-se a cubos, a 

βCD era composta de cristais retangulares de diferentes tamanhos e o CI era 

formado por grandes aglomerações de pequenas partículas em formato de 

retângulos. 

As alterações na cristalinidade do CI, quando comparada à das substâncias 

isoladas, indicam que a interação entre o B4CMET e a βCD pormove mudança na 

estrutura cristalina devido à formação de complexo de inclusão. Evento corroborado 

por Lyra et. al. (2010); Jadhav; Pore (2017), ao afirmarem que a formação de 

complexos promove a formação de um novo estado cristalino, com mudanças 

radicais das formas e aspectos das partículas nas substâncias isoladas. 

Os resultados do MEV são apoiados pelas análises do DRX, que permitiram 

identificar nova estrutura cristalina para os complexos de inclusão. Convém 

destacar, também, que o novo estado cristalino obtido no CI apresenta melhores 

propriedades para desenvolvimento de formulações sólidas, pois de acordo com 

Saifee et al. (2009); Vieira et al. (2014), estruturas cristalinas na forma de cubos, 

retângulo ou esferas, quando comparadas aquelas com morfologia de agulhas, 

apresentam melhores propriedades de fluxo, o que facilita sua utilização para o 

desenvolvimento de formas farmacêuticas sólidas.  
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Figura 17. Fotomicrografias do B4CMET, βCD e CI 
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5.4 Validação de método cromatográfico para doseamento do B4CMET 

 

5.4.1 Seleção e otimização das condições cromatográficas 

 

Primeiramente foi realizada uma varredura da solução do B4CMET na 

concentração de 20 μg mL-1, obtendo-se como comprimento de onda ideal 273 nm, 

que foi utilizado para o desenvolvimento do método. 

Por ser prática comum a utilização da vazão de 1 mL min-1 e o volume de 

20μL (SILVA et al., 2007), o fluxo e o volume de injeção foram mantidos nesses 

valores durante os testes preliminares e a validação. 

Como o B4CMET apresentava caráter hidrofóbico, a coluna escolhida foi a 

Phenomenex C18 (250 x 3,0mm 3μm), pois alterações na sílica com o grupamento 

octadecil proporcionam uma melhor resolução dos picos com a utilização de colunas 

C18, uma vez que composto hidrofóbico ficam mais tempo retidos (SILVA et al., 

2007). 

Parâmetros como temperatura do forno e composição da fase móvel foram 

analisados através de testes com diversas condições de análise (Tabela 19), com o 

objetivo de proporcionar um melhor tempo de retenção, fator de cauda e assimetria 

de pico do B4CMET. 

A concentração de cada componente do eluente foi a primeira modificação 

realizada, sendo testadas várias combinações desde 50 até 90% da proporção de 

metanol, com posteriores mudanças na temperatura do forno. 

Como não ocorreu melhora na resolução do pico, foi adicionado Trietilamina 

a fase móvel para obtenção de picos simétricos com maior resolução cromatográfica 

(Figura 18). Todavia, o acréscimo desse pareador iônico elevou significativamente o 

pH, o que resultaria em maior retenção do B4CMET na coluna cromatográfica 

prolongando o tempo da análise.  Assim, tornou-se necessária a correção do pH até 

3,5 com o ácido ortofosfórico concentrado para diminuir o tempo de retenção do 

composto. 

A temperatura do forno, para este método, não influenciou na resolução do 

pico. 

Determinou-se, finalmente, que o método era mais eficiente para análise 

com a fase móvel Metanol:água (70:30) mais 0,1% de Trietilamina e pH ajustado 

para 3,5 com ácido ortofosfórico concentrado; temperatura do forno de 40 °C, fluxo 

de 1,0 mL min-1 e volume de injeção de 20 μL.  
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Tabela 19. Condições cromatográficas testadas no desenvolvimento 

Condições Cromatográficas 

 

Composição da fase móvel  

(%/%) 

 

Ph 

Temperatura 

do forno  

(°C) 

 

Fluxo  

(mL min-1) 

Volume 

de injeção 

(μL) 

 

Coluna  

(250x3,0mm 3μm) 

Comprimento 

de onda  

(nm) 

Metanol:água (50:50) – 30 / 40 1,0 20 Phenomenex C18 273 

Metanol:água (60:40) – 30 / 40 1,0 20 Phenomenex C18 273 

Metanol:água (70:30) – 30 / 40 1,0 20 Phenomenex C18 273 

Metanol:água (80:20) – 30 / 40 1,0 20 Phenomenex C18 273 

Metanol:água (90:10) – 30 / 40 1,0 20 Phenomenex C18 273 

Metanol:Tampão Fosfato (70:30) 3,5 / 6,8 30 / 40 1,0 20 Phenomenex C18 273 

Metanol:água (70:30) - Trietilamina 0,1% 3,5 40 1,0 20 Phenomenex C18 273 
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Figura 18. Picos obtidos com as condições cromatográficas testadas 

 

 

5.4.2 Validação do Método 

 

5.4.2.1 Seletividade 

 

A partir da determinação das condições cromatográficas foi iniciada a 

validação do método com a análise da seletividade, que buscou estudar o nível de 

interferência de possíveis compostos; como, por exemplo, impurezas e produtos de 

degradação, presentes na solução amostra (neutra) e nas soluções ácidas e 

oxidativa, para assegurar que os resultados obtidos eram unicamente do B4CMET. 

Através da injeção, no sistema cromatográfico, das soluções na 

concentração de 20 µg mL-1 foi observado que a técnica desenvolvida demonstrava 

seletividade, uma vez que no tempo de retenção encontrado para o B4CMET (10,17 

minutos), não foram evidenciados picos interferentes (Figura 19). Além disso, a 

análise de pureza do pico realizada em detector com arranjo de diodo (DAD) 

comprovou que a resposta era da substância em análise. 
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Figura 19. Picos obtidos no teste da seletividade 
 

 

 

5.4.2.2 Linearidade  

 

Segundo a RDC 899/2003 (BRASIL, 2003), a linearidade deve ser capaz de 

estabelecer uma relação diretamente proporcional entre sinal analítico e 

concentração. Assim, este parâmetro foi estudado com a injeção do B4CMET nas 

concentrações de 10, 16, 20, 24 e 30 µg mL-1, posterior construção da curva de 

calibração e comprovação pelo coeficiente de correlação linear (R2). 

A linearidade do método foi comprovada pelo coeficiente de correlação linear 

(R2), que foi igual a 0,9999 (Figura 20); estando, portanto, de acordo com a RDC 

899/2003 (BRASIL, 2003), para a qual o valor mínimo de R2 deve ser 0,99. Essa 

variação linear também foi explicada pelo teste da falta de ajuste, apresentando um 

valor igual a 0,275 abaixo do valor tabelado (3,708). 
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Figura 20. Curva de Calibração do B4CMET 
 

 

 

No gráfico do resíduo (Figura 21), foi visualizada uma distribuição normal 

(homocedástica), onde 99,99% da variação de área pode ser explicada pelo modelo 

de regressão, com correlação positiva significativa, pois o valor de F crítico (4,667) 

foi menor que o F calculado (184229,797), significando que quando a concentração 

aumenta a área tende a aumentar. 

 

Figura 21. Gráfico do Resíduo para o B4CMET 
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5.4.2.3 Limite de Quantificação e Limite de Detecção 

 

Os valores calculados para o limite de detecção e de quantificação 

demonstram a alta sensibilidade e especificidade do método para a determinação do 

B4CMET. Desse modo, pela análise da curva de calibração foi possível determinar 

com 95% de confiança, o limite de detecção (LD = 0,01936 μg mL-1) e o limite de 

quantificação (LQ = 0,01936 μg mL-1). 

 

5.4.2.4 Precisão 

 

Foram avaliadas a precisão intracorrida (repetitividade) e intercorridas 

(precisão intermediária), com os valores de desvio padrão e coeficiente de variação 

sendo considerados para determinação desses parâmetros (Tabela 20), não 

admitindo valores superiores a 5% de acordo com a RE 899/2003 (BRASIL, 2003). 

 

Tabela 20. Resultados da precisão intra e intercorridas 

  Precisão 

 10 µg mL-1 20 µg mL-1 30 µg mL-1 

1º dia (intracorrida)    

Média da área (counts) 1203992,333 2409136,667 3612623,667 

DP 4343,713 5982,359 12724,961 

CV (%) 0,361 0,248 0,352 

    

2º dia (intercorridas)    

Média da área (counts) 1233406,000 2470740,000 3704643,167 

DP 32595,931 68115,758 101709,760 

CV (%) 2,643 2,757 2,745 

DP: desvio padrão; CV: coeficiente de variação 

 

Os resultados apresentados revelaram valores do coeficiente de variação 

abaixo de 5%; indicando, portanto, que o método desenvolvido é preciso e 

apresenta baixa variabilidade. 
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5.4.2.5 Exatidão 

 

Para avaliar a exatidão três níveis de concentração foram verificados, sendo 

nove determinações, três réplicas da concentração baixa (10 μg mL-1), três da 

concentração média (20 μg mL-1) e três da concentração alta (30 μg mL-1), descrito 

na Tabela 21. 

 

Tabela 21. Dados obtidos no teste de recuperação para o método desenvolvido 

Níveis Concentração teórica  

(μg mL-1) 

Concentração encontrada 

(μg mL-1) 

Exatidão 

(%) 

CV 

(%) 

Baixo 10,00 10,01 100,10 0,071 

Médio 20,00 20,00 100,00 0,000 

Alto 30,00 29,99 99,97 0,024 

CV: coeficiente de variação 

 

O método foi considerado exato, uma vez que os resultados estão de acordo 

com as especificações exigidas na RE 899/2003 (BRASIL, 2003). 

 

5.4.2.6 Robustez 

 

Para avaliar a robustez do método foram testadas alterações na temperatura 

do forno, fluxo e proporção da fase móvel; sendo verificado que a técnica 

permaneceu inalterada em relação a valores da área e tempo de retenção do 

B4CMET, com CV abaixo de 5%, apenas no parâmetro temperatura (Tabela 22).  

 

Tabela 22. Robustez do método cromatográfico 

Parâmetros Área CV (%) TR (min) CV (%) 

Fluxo (mL.min-1)     

0,9 2547861,333 5,994 10,399 2,416 

1,1 2314961,500 4,519 9,458 8,327 

Temperatura do forno (°C)     

38 2433306,500 1,784 9,988 2,227 

42 2396553,500 0,757 9,964 2,500 

Proporção FM (metanol:água)     

68,60: 31,40 2438781,000 1,419 9,368 14,932 

71,40: 28,60 2437318,833 1,362 9,371 9,893 

CV: coeficiente de variação; TR: tempo de retenção, FM: fase móvel. 



74 

 

O fluxo e proporção da fase móvel podem ter influenciado na pressão interna 

da coluna cromatográfica, o que por sua vez influenciou no tempo de retenção e na 

área do pico (MARQUES et al., 2013). 

 

5.5 Análise Quantitativa do B4CMET nos complexos de inclusão 

 

O teor do B4CMET incorporado aos complexos de inclusão foi determinado 

através da metodologia de Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) 

desenvolvida e validada neste estudo. 

Na tabela 23 são visualizados os dados relacionados ao doseamento dos 

complexos de inclusão, sendo possível perceber que o B4CMET foi incorporado de 

forma eficiente. 

 

Tabela 23. Dados obtidos no doseamento do B4CMET complexado 

 

CI 

Concentração teórica  

(μg mL-1) 

Concentração encontrada 

(μg mL-1) 

Teor 
(%) 

CV 

(%) 

 10,00 9,98 ± 0,015 99,79 0,146 

Lote 1 20,00 20,01± 0,005 100,04 0,025 

 30,00 29,95 ± 0,036 99,83 0,119 

     
 10,00 10,04 ± 0,030 100,42 0,300 

Lote 2 20,00 20,02 ± 0,015 100,11 0,077 

 30,00 30,02 ± 0,014 100,06 0,045 

     

 10,00 10,01 ± 0,007 100,10 0,068 

Lote 3 20,00 19,95 ± 0,036 99,75 0,179 

 30,00 29,87 ± 0,091 99,57 0,303 

CI: Complexo de Inclusão, CV: coeficiente de variação. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados obtidos permitiram identificar a formação de complexos de 

inclusão do B4CMET com a βCD e conhecer as características físico-químicas do 

estado sólido do IFA complexado, evidenciando sua maior estabilidade, baixa 

citotoxicidade e potencial uso como agente antimicótico contra Candida spp. 

O método analítico desenvolvido para quantificação do B4CMET foi 

eficiente, cumprindo satisfatoriamente os parâmetros de seletividade, linearidade, 

precisão e exatidão exigidos pela legislação brasileira; por isso, torna-se uma 

importante ferramenta para o controle de qualidade dos produtos tecnológicos 

intermediários, que podem ser obtidos a partir do Bifenil-4-Carboxilato de Metila 

durante o processo de desenvolvimento de um novo medicamento. 

Os lotes obtidos através do processo de complexação apresentaram 

características semelhantes em relação às propriedades avaliadas, comprovando 

que é possível a reprodutibilidade na sua preparação, o que possibilita uma 

utilização em escala piloto com transposição para nível industrial. 

Neste sentido, os complexos de B4CMET serão promissores produtos 

intermediários no desenvolvimento de futuras formas farmacêuticas estáveis e 

seguras, como uma nova perspectiva no tratamento de doenças fúngicas. 
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