Determinacao quantitativa do digluconato de clorexidina
em formulacOes antissépticas de uso topico e solucoes

bucalis

solugdo  com  digluconato  de

clorexidina é um medicamento
antisséptico de uso topico, utilizada na assepsia
de feridas de pequenas extensbes, por nao
provocar ardor, ser de facil aplicacdo e baixo
riscol. Estd regulamentada pela RDC
(Resolucéo de Diretoria Colegiada) n° 107, de
05/09/2016%. Os fabricantes devidamente
autorizados podem comercializar 0
medicamento obedecendo a alguns critérios:
solucdo aquosa ou alcodlica com concentracdes
de 0,5 a 1,0 % e solugbes com tensoativos até
4 % de clorexidina, com a adverténcia da ndo
utilizacdo em pessoas com sensibilidade®. As
solucBes topicas regularizadas como produtos
cosméticos ndo podem ultrapassar 0,3 % deste
ativo®.

Em virtude da pandemia da COVID-19,
foi publicada a Resolugdo RDC n° 350, de
19/03/2020, permitindo o uso de solucdo de
digluconato de clorexidina na concentracdo de
0,5 % como preparacdo antisséptica ou
sanitizante oficinais”.

O uso de clorexidina para a higienizagéo
da pele é seguro e sua absorcdo é baixa. No
entanto, poderd ocorrer irritagdo na pele
conforme a frequéncia de utilizacdo e da
concentragdo do ativo na formulagdo. No
mercado  existem  diversas marcas de
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antissépticos de uso tdpico e enxaguatorios
bucais a base de clorexidina.

O presente estudo avaliou duas
metodologias existentes na literatura, com baixo
custo e resposta eficaz, para a determinacéo do
digluconato de clorexidina nas matrizes
enxaguatdrio bucal e solucdo antisséptica. As
metodologias utilizadas foram a
espectrofotometria na regido do ultravioleta
(UV-Vis) e a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE-UV), uma técnica muito
utilizada na industria, porém de alto custo. Na
avaliagdo verificou-se o0 desempenho das
metodologias analiticas através dos parametros
de lineridade, seletividade, exatiddo,
repetitividade, limites de  deteccdo e
quantificacao”.

Para a verificacdo das metodologias foi
utilizada solucdo padrdo de digluconato de
clorexidina a 20 %, marca Neobrax®, Brasil,
lote 201902013. As amostras analisadas foram
adquiridas no comércio de Sdo Paulo, sendo 07
antissépticos de uso tépico na concentragdo 10
mg/mL (A a G) e 04 enxaguatorios bucais (H a
K) 0,12 g%.

Para 0 ensaio por espectrofotometria,
utilizou-se como base o método de Fiorentino®.
Utilizou-se etanol como solvente e como
melhoria para minimizar os residuos gerados no
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ensaio, foi proposta a substituicdo do etanol por
agua. A partir de diluicbes do padrdo
concentrado em agua, foram preparadas
solugdes nas concentragdes de 2, 4,5,7,9, 15 e
20 pg/mL para a construgdo da curva analitica.
A solucéo aquosa do digluconato de clorexidina
(7 pg/mL) foi avaliada na faixa compreendida
entre 200 — 250 nm e observou-se apenas um
pico de absor¢do méaxima a 232 nm, o qual foi
escolhido para a realizacdo das leituras. Para
efeito de comparacdo, foi preparada curva
analitica nas mesmas concentracfes utilizando
alcool como diluente e verificou-se melhor
correlagdo dos pontos na curva analitica
preparada com agua, com os valores: coeficiente
de correlacdo R = 0,9999 e equacdo da reta y =
0,0316x — 0,0102. Para a curva analitica
preparada em etanol obteve-se R = 0,9988 e
equacdo da reta y = 0,0383x — 0,002. O método
apresentou linearidade a 232 nm para as
concentracdes preparadas (2, 4, 5,7, 9, 15e 20
pHg/mL) em triplicatas independentes. O limite
de quantificacdo (LQ) foi determinado pelo
menor ponto da curva analitica e o limite de
deteccdo (LD) pelo calculo como LD= LQ/3,3.
A exatidao realizada nos termos da recuperacao
apresentou os resultados entre 103 a 109 %, o
que atendeu a especificacdo adotada (80 a 110
%)°. Os resultados obtidos para a precisdo
intermediaria foram avaliados estatisticamente
por ANOVA para um intervalo de confianca de
95 %, a fim de determinar a existéncia de
diferenca significativa entre as respostas
encontradas entre diferentes dias e analistas. A
analise estatistica para os resultados apresentou
F calculado menor que F critico (3,68) e p-valor
superior a 0,05, indicando que ndo ha diferenca
significativa entre analistas e dias, com
coeficiente de variacdo de 0,46 %, conforme
indicado na Tabela 1.

A otimizacao e validacdo da metodologia
de determinacdo de digluconato de clorexidina
por espectrofotometria UV-Vis demonstrou ser
adequada para analise das amostras de solucGes
antissépticas. A utilizacdo da 4&gua como
diluente proporcionou menor impacto ao meio
ambiente, além da reducdo de custo e melhor
estabilidade da solucdo em relacdo as variagdes
de temperatura ambiente (menos volatil). O
método foi considerado adequado para as
amostras incolores, como a maioria das solucgdes
antissépticas. Entretanto, para as amostras

coloridas, como a maioria dos enxaguatorios
bucais, houve interferéncia analitica do corante
na determinacgéo do digluconato de clorexidina.
Em vista da limitacdo da metodologia
para determinacdo de digluconato de clorexidina
por espectrofotometria UV-Vis, efetuou-se a
otimizacdo do método por CLAE-UV com o
objetivo de eliminar a interferéncia dos corantes.
O estudo por CLAE-UV baseou-se na
monografia de determinacdo de cloridrato de
clorexidina em enxaguatério bucal da
Farmacopeia Americana (USP)’. O método por
CLAE-UV foi desenvolvido em cromatografo
liquido Shimadzu Class VP 10, com detector
UV a 258 nm e volume de injecao 25 uL. Nos
ensaios de otimizagdo foram verificados a
proporcéo do tampéo e solvente organico da fase
movel, a vazdo e o tempo de retencdo, bem
como o comprimento de onda para a obtencdo
de resultados analiticos satisfatérios que
atendessem a adequabilidade do método.
Preparou-se uma solucdo dissolvendo-se 27,6 g
de fosfato de sédio monobésico e 10 mL de
trietilamina em 1,5 L de &gua, ajustou-se o pH
para 3,0 com &cido fosforico e diluiu-se com
agua para 2,0 L. Esta solucdo resultante foi
misturada com acetonitrila na proporcdo 70:30
(v/v) e denominada solugdo A. A fase movel
indicada na monografia da USP é composta por
um gradiente de concentracdo entre a solugdo A
e acetonitrila. Foram testadas misturas de
diferentes proporgdes entre a mistura de tampéo
fosfato de s6dio monobasico e trietilamina, pH
3,0, e acetonitrila em modo isocratico, partindo-
se da proporcdo 1:1 e aumentando-se a
concentracdo aquosa, com avaliagdo do impacto
das mudancas no tempo de retencdo e na
resolugdo dos picos do cromatograma. O
comprimento de onda descrito pela Farmacopeia
Americana de 239 nm foi alterado para 258 nm,
citado em literatura®. Apds os testes, a fase
moével com melhores resultados foi constituida
de solucdo tampédo fosfato de sédio monobasico
e trietilamina pH 3,0 e acetonitrila, propor¢éo
34,3:65,7 (v/v), em modo isocréatico, com fluxo
de 1,2 mL/min. A coluna cromatogréfica que
apresentou  melhor  desempenho foi a
Spherisorb® ODS2, Waters, 4,6x150 mm,
particulas de 5 pm, utilizando forno de
temperatura a 40 °C. ApoOs a otimizacdo do
método CLAE-UV foi avaliada a estabilidade da
solucéo padrdo de clorexidina no periodo de trés
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dias e obteve-se variacdo de area menor que 3 %
em relacdo a solugdo padréo inicial.

Os testes de adequabilidade do sistema
cromatografico sdo partes integrantes dos
métodos de cromatografia liquida e verificam se
0 equipamento e o método analitico estdo
operando de modo a fornecer resultados
confiaveis para a corrida analitica. Os resultados
dos testes de adequabilidade do sistema
cromatografico foram: 1,63 de fator de cauda;
1.798,6 pratos tedricos e coeficiente de variacdo
de 1,87 %. Desta forma, o método otimizado
atendeu aos parametros de adequabilidade do
sistema. O diluente (solugdo A) ndo apresentou
sinal durante a corrida cromatografica nas
condigdes analiticas, indicando a especificidade
do método na regido do ultravioleta.

O método apresentou linearidade na
faixa de 45 a 105 pg/mL com coeficiente de
correlacdo R = 0,99969 e equacdo da reta y =
48713x — 61585. A curva analitica foi preparada
por adicdo de padrdo na amostra. O LD foi
calculado através da curva analitica como LD=
LQ/3,3, e 0 LQ considerado a partir da primeira
concentracdo da curva analitica. O resultado da
precisdo intermediaria do método foi obtido
atraves do coeficiente de variacdo (CV %). A
aplicacdo do teste F nos resultados da preciséo
intermedidria para as seis determinacdes
apresentou F calculado, menor que F critico
(7,146) e p-valor superior a 0,05, indicando que
ndo houve diferenga significativa entre o0s
resultados. A exatidao realizada nos termos da
recuperagdo apresentou os resultados entre 99 a
109 %, atendendo a especificacdo adotada (80 a
110 %)°. O método otimizado e validado por
CLAE-UV ¢é considerado simples, rapido e
seletivo para quantificagdo do digluconato de
clorexidina para as matrizes em estudo (solucéo
antisséptica e enxaguatdrio bucal).

A Tabela 1 apresenta o resumo dos
resultados obtidos dos testes de validacdo para
as duas metodologias avaliadas, UV-Vis e
CLAE-UV.

A preparacdo das amostras avaliadas de
solugdo antisséptica e enxaguatorio bucal
adquiridas no comércio local (A a K), envolveu
a diluicdo com &gua ultrapura para analise por
espectrofotometria UV-Vis e diluicdo com a
solugédo A para analise por CLAE-UV.

Tabela 1. Resultados dos testes de validacéo
para as duas metodologias avaliadas, UV-Vis e
CLAE-UV

Parametro Meétodo por Método por
UV-Vis CLAE-UV
R=0,9999 R=0,9999
Linearidade y =0,0316x-0,0102  y =48713x-61585
Faixa de trabalho: Faixa de trabalho:
2 a20 pg/mL 45 2105 pg/mL
Limite de
Quantificacéo 2 ng/mL 45 pg/ml.
E‘;‘;g;ﬁ 0,60 pg/mL 3,71 pg/mL
CV =0,46 % CV=0,03%
Precisao p valor =0,12 p valor = 0,34
Intermediaria Feac = 2,40 Feac = 2,51
(95 % de confianca) (95 % de confianca)
Exatiddo 1032109 % 99 2109 %

A Tabela 2 apresenta os resultados das
07 amostras de antissépticos de uso topico e 04
amostras de enxaguatorio bucal analisadas pelas
duas metodologias analiticas (UV-Vis e CLAE-
UV), sendo que para o enxaguatério bucal nédo
foi possivel realizar as determinagdes por
espectrofotometria  (UV-Vis)  devido a
interferéncia no sinal pelo efeito de matriz.

Tabela 2. Resultados da determinacdo de
clorexidina, em amostras antissépticas (solucao
topica e enxaguatério bucal). As amostras
denominadas de A a G sdo solucGes de uso
topico e as amostras de H a K sdo solucgdes de
enxaguatorio bucal

Metodologias Analiticas

Amostras UV-Vis CLAE-UV
mg/mL*
A 10,6 11,0
B 10,0 10,4
C 10,5 10,9
D 10,6 10,6
E 10,6 10,6
F 9,3 9,4
G 10,1 10,2
g%o*
H - 0,11
| - 0,12
J - 0,13
K - 0,12

* Valor declarado no rétulo de solucéo tépica 10,0 mg/mL (A a G) e da
solucéo enxaguatério bucal 0,12 g% (H a K)

Todas as amostras analisadas
apresentaram os resultados satisfatorios quanto
ao teor de digluconato de clorexidina declarados
na rotulagem, atendendo a legislacao®.

Embora o método por CLAE-UV seja
uma técnica de maior custo, apresentou-se mais
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adequado para a analise das diferentes matrizes
avaliadas, enquanto a espectrofotometria
respondeu satisfatoriamente somente para a
matriz do antisséptico de wuso tdpico. A
validacdo  permitiu a implantacdo da
metodologia por CLAE-UV para determinagéo
do teor de digluconato de clorexidina na rotina
do laboratério, em adicdo a analise por
espectrofotometria, ja implantada anteriormente,
assim possibilitando a andlise de amostras
contendo corantes, de modo a fornecer subsidios
as acdes de Vigilancia Sanitéria.

REFERENCIAS

1. Amoras LS. Uso da clorexidina na medicina:
revisdo de literatura [trabalho de conclusdo de
curso de especializagdo]. Campinas (SP):
Universidade Estadual de Campinas; 2013.
[acesso 2021 Fev 17]. Disponivel em:
http://www.bibliotecadigital.unicamp.br/docume
nt/?code=000903190&opt=1

2. Ministério da Saude (BR). Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria. Resolucdo RDC n° 107,
de 05 de setembro de 2016. Altera a Resolugéo
da Diretoria Colegiada - RDC n° 199, de 26 de
outubro de 2006, que dispGe sobre o0s
medicamentos de notificacdo simplificada.
Diario Oficial da Unido. Brasilia, DF, 06 set
2016. Secdo 1(172):31.

3. Ministério da Saude (BR). Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitéria. Resolugdo RDC n° 7, de
10 de fevereiro de 2015. DispbGe sobre os
requisitos técnicos para a regularizacdo de
produtos de higiene pessoal, cosméticos e
perfumes e d& outras providéncias. Diério
Oficial da Unido. Brasilia, DF, 11 fev 2015.
Secdo 1(29):39.

4. Ministério da Saude (BR). Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo RDC n° 350,
de 19 de margo de 2020. Define os critérios e 0s
procedimentos extraordinarios e temporarios

para a fabricacdo e comercializacdo de
preparacfes  antissépticas ou  sanitizantes
oficinais sem prévia autorizacdo da Anvisa e da
outras providéncias, em virtude da emergéncia
de salde publica internacional relacionada ao
SARS-CoV-2. Diério Oficial da Unido. Brasilia,
DF, 20 mar 2020. Secdo 1(55):154.

5. Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia - INMETRO.
DOQ-CGCRE-008 - Orientacao sobre validacao
de métodos analiticos. Rev 09. Rio de Janeiro
(RJ): Coordenacdo Geral de Acreditacdo; 2020.
Disponivel em:
http://www.inmetro.gov.br/credenciamento/orga
nismos/doc_organismos.asp?torganismo=calibe
nsaios

6. Fiorentino FAM. Desenvolvimento e controle
de qualidade de formulagdo cosmética contendo
digluconato de clorexidina [dissertacdo de
mestrado]. Araraquara (SP):  Universidade
Estadual Paulista; 2009. [acesso 2021 Mar 12].
Disponivel em:
http://hdl.handle.net/11449/91688

7. United States Pharmacopeia. 42" ed.
Rockville: The United States Pharmacopeia
Convention; 2020.

8. Gavlick WK. High-performance liquid
chromatographic analysis of chlorhexidine and
p-chloroaniline using a specialty column and a
photodiode-array detector. J. Chromatogr. 1992;
623(2):375-380.

9. Ministério da Saude (BR). Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria. Resolu¢do RDC n° 3, de
20 de janeiro de 2012. Aprova o regulamento
técnico "listas de substancias que os produtos de
higiene pessoal, cosméticos e perfumes ndo
devem conter exceto nas condigdes e com as
restricdes  estabelecidas” e da outras
providéncias. Diario Oficial da Unido. Brasilia,
DF, 20 jan 2012. Se¢do 1(15-A):2-11.

Bol Inst Adolfo Lutz. 2021; 31(U): art 3pg. 4 de 4


http://hdl.handle.net/11449/91688

