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• RESUMO: Métodos quantitativos de análise do aciclovir por volumetria em 
meio não-aquoso são comparados com o método oficial. As propriedades 
anfotéricas do fármaco. devido aos dois valores de pKa da molécula. possibi­
litam sua determinação, tanto como ácido quanto como base fraca, com uso 
de indicadores, tais como cristal violeta. naftolbenzeína e azovioleta, desde 
que a matéria-prima seja devidamente dessecada pelo menos a 160°C, du­
rante 2 horas. Os resultados obtidos indicam que os métodos avaliados são 
exatos e precisos. constituindo-se em alternativa para o método oficial. 

• PALAVRAS-CHAVE: Aciclovir; volumetria em meio não-aquoso; cristal vio­
leta; azovioleta. 

Introdução 

O aciclovir (ACV). apresentado na Figura 1. é um agente antiviral, 
análogo sintético de um nucleosídeo natural. a desoxiguanosina. em que 
o carboidrato da molécula é acíclico. Sua diferença estrutural, em com-
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paração com outros antivirais, proporciona um mecanismo de ação úmco 
contra infecções causadas pelos vírus Herpes Simplex (HSV) dos tipos 
1 e 2 e Varicella-Zoster (VZV), apresentando baixa toxicidade para as 
células normais. Epstein-Ban virus (EB) e Cytomegalovirus (CMV) tam­
bém são susceptíveis à ação do ACV, porém, em menor extensão 9 

FIGURA 1 - Estrutura molecular do aciclovir. 

Ao longo dos anos, diversos métodos têm sido propostos para 
determinação do ACV Volumetria em meio não-aquoso com deter­
minação potenciométrica do ponto final e espectrofotometria no UV 
são os procedimentos recomendados pela Farmacopéia Britânica2 

para a determinação de matéria-prima e suas formulações, respec­
tivamente. 

Métodos volumétricos em meio não-aquoso são utilizados hà muito 
tempo para doseamento de ácidos e bases fracas e constituem méto­
dos bastante simples e econômicos. Baseiam-se no conceito de 
Bronsted-Lowry, segundo o qual ácido é toda substância, molécula ou 
íon capaz de liberar um próton e base é o composto capaz de receber 
um próton 4 A molécula de ACV, segundo Kozjek et aL, 5 apresenta duas 
constantes de ionização: 9,35 (ácida) e 2,19 (básica), determinadas atra­
vés de espectrofotometria no UV A acidez do composto, como demons­
trado nos trabalhos de Kristl et aL, 6 é proveniente da protonação do 
oxigênio ligado ao N1 do anel pirimidínico, enquanto suas proprieda­
des básicas estão em função do N9 do anel imidazólico. Desta manei­
ra, sua propriedade anfotérica, semelhante à guanosina (Figura 2), per­
mite a determinação quantitativa por meios volumétricos, tanto como 
ácido quanto como base fraca. 
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É objetivo deste trabalho validar o doseamento em meio não-aquoso 
do ACV, utilizando indicadores para a visualização do ponto final. Es­
tes doseamentos levam em consideração o caráter anfotérico da molé­
cula. De acordo com as Boas Práticas de Fabricação que são referidas 
na Farmacopéia Americana, 11 a exatidão de um método pode ser de­
terminada pela comparação dos resultados do método que está sendo 
proposto com os de um segundo método bem caracterizado. 
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FIGURA 2- Estrutura predominante da guanosina (a) protonada e (b) desprotonada. 

Materiais e métodos 

Reagentes e equipamentos 

ACV foi obtido como matéria-prima fornecida por farmácias 
conveniadas com a ANFARMAG/RS (Associação Nacional de Farma­
cêuticos Magistrais, seccional RS); ácido acético glacial, dimetilsulfó­
xido, anidrido acético foram de grau analítico. As soluções titulantes 
de ácido perclórico O, 1 Me KOH propanólica O, 1 M foram preparadas e 
padronizadas utilizando-se padrões primários apropriados. As titulações 
potenciométricas foram realizadas a 25 ± 2°C, com eletrodo combina­
do de vidro-calomelano, padronizado e estabilizado com tampão fosfato 
(pH 7,0) e ácido bórico/cloreto de potássio (pH 10). O aparelho utiliza­
do foi um potenciômetro digital, modelo DMPH-2, além de buretas de 
10 e 25 ml e agitador magnético. A dessecação das substâncias foi rea­
lizada em estufa modelo BIOMATIC (0-300°C) e a determinação de 
umidade, em aparelho de Karl-Fischer modelo KF DL-37. As análises 
de DSC (calorimetria diferencial exploratória) foram feitas em célula de 
DSC-4, pertencente ao sistema PERKIN ELMER, sob atmosfera dinâmica 
de ar, com taxa de aquecimento de 10°C.min·1 até 400°C. 
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Métodos 

Método potenciométrico com ácido perclórico O, 1 M (A) 

Cerca de 150 mg de ACV, exatamente pesados, previamente des~ 
secados a 160°C/2 h, foram dissolvidos em béquer com 60 ml de ácido 
acético glacial. O eletrodo foi inserido na solução, sendo esta titulada 
sob agitação contínua com ácido perclórico O, 1 M. A massa de ACV foi 
calculada do volume de titulante consumido no ponto de inflexão da 
curva potenciométrica. Cada ml de titulante consumido é equivalente 
a 22,52 mg do fármaco. 

Método potenciométrico com adição de anidrido acético (B) 

A amostra foi previamente dessecada a 105°C/2 h, seguindo~se o 
mesmo procedimento descrito para o método A, com a adição de 10 ml 
de anidrido acético antes do início da titulação. 

Método volumétrico com indicador cristal violeta (C) 

Cerca de 150 mg de ACV, exatamente pesados e previamente des~ 
secados a 160°C/2 h, foram dissolvidos em erlenmeyer, com 60 ml de 
ácido acético glacial, adicionando~se cinco gotas de cristal violeta como 
indicador. A solução foi titulada sob agitação contínua com ácido 
perclórico O, 1 M até o desenvolvimento de coloração verde~esmeralda. 
A massa de ACV foi calculada levando~se em consideração o volume 
de titulante consumido até o ponto de viragem do indicador. 

Método volumétrico com indicador naftolbenzeína (D) 

Seguiu~se o mesmo procedimento descrito para o método C, subs~ 
tituindo apenas o indicador por naftolbenzeína. 

Método volumétrico com KOH propanólico O, 1 M (E) 

Cerca de 150 mg de ACV, exatamente pesados e previamente des~ 
secados a 160°C/2 h, foram dissolvidos em erlenmeyer com 30 ml de 
dimetilsulfóxido, adicionando~se cinco gotas de azovioleta como indi~ 
cador. A solução foi titulada sob agitação contínua com hidróxido de 
potássio propanólico O, 1 M, até o desenvolvimento de coloração azul. 
Calculou ~se a massa de ACV considerando~ se o volume de titulante 
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consumido até o ponto de viragem do indicador. Cada ml de titulante con­
sumido é equivalente a 22,52 mg do fármaco. 

Resultados e discussão 

Volumetria de neutralização com hidróxido de potássio 
propanólico 

Como já é conhecido, o uso de diferentes solventes interfere signi­
ficativamente nas propriedades físico-químicas de compostos que apre­
sentam facilidade de dissociação. Tais propriedades, como solubilida­
de e pKa, são importantes ferramentas na análise volumétrica e devem 
ser consideradas na tentativa de se obter um meio favorável de proces­
sar a reação estequiométrica para titulação de um fármaco. 

O resultado de diferentes métodos tem mostrado que o equilíbrio 
no tautomerismo ceto-enólico do ACV é fortemente dependente da 
polaridade do solvente8 O uso de DMSO tem sido largamente estuda­
do, devido ao efeito nivelador que exerce sobre compostos que apre­
sentam, principalmente, grupamentos NH-ácidos 3 No caso do Nl 
amídico do ACV, ligado ao oxigênio da posição 6, pode sofrer 
tautomerização ceto-enólica na molécula, aumentando sua acidez e 
contribuindo para um doseamento como ácido fraco mais eficiente. 

O método para determinação de ácidos fracos descrito por 
Schnekenburger & Ouade-Henkel, 10 usando KOH propanólico como 
titulante e azovioleta como indicador, foi utilizado como base neste tra­
balho e demonstrou ser bastante eficiente na análise do ACV O méto­
do forneceu valores precisos, diferindo significativamente apenas do 
método B, para bases fracas, que utilizou ácido perclórico e anidrido 
acético. Os resultados são apresentados na Tabela 3. 

Volumetria com ácido perclórico 

A determinação com ácido perclórico tem sido um método em meio 
não-aquoso muito versátil dentro da química quantitativa, pois um gran­
de número de fármacos é titulado com este, devido às propriedades de 
ionização das moléculas em ácido acético glaciaL As farmacopéias pre­
conizam o uso deste método para o ACV A Farmacopéia Americana,U 
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entretanto, especifica o método por CLAE, até mesmo para a matéria­
prima. A determinação do ponto final na volumetria é potenciométrica, 
com uso de eletrodo de vidro-calomelano. 

A amostras de ACV, previamente dessecadas a 160°C/2 h, foram 
analisadas com uso de indicadores cristal violeta (método C), 
naftolbenzeína (método D) e comparadas com o método oficial (méto­
do A), conforme as Tabelas 1 e 2. 

A alteração na metodologia, pela adição de anidrido acético como 
agente desidratante, foi proposta, visando verificar a influência da água 
presente na amostra (método B). A análise demonstrou pequena varia­
ção em relação aos métodos A, C e D, como verificado nas Tabelas 3 e 
4. Neste método, a amostra foi analisada após dessecação a 105°C/2 h, 
sendo após titulada com ácido perclórico O, 1M. A determinação visual 
do ponto final da titulação com o uso dos indicadores cristal violeta e 
naftolbenzeína ocorreu sempre após o ponto de inflexão na curva 
potenciométrica, quando realizada em ensaios concomitantes. Isto 
pode ser devido a uma diminuição da sensibilidade no deslocamento 
químico do indicador, em conseqüência da presença da água, a qual 
também funciona como uma base fraca, competindo pelo mesmo 
substrato. 

O ACV pode se apresentar na forma solvatada, o que se confirmou 
através da análise térmica por DSC. A substância apresenta pico 
endotérmico entre 135 e 166°C, com máximo em 155,02 o c (Figura 3), 
indicando que nessas condições ocorre perda de massa, comprovada 
através dos valores encontrados na determinação de umidade pelo 
método de Karl-Fischer. Estes dados condizem com os trabalhos de Kristl 
et al., 7 que, além disso, evidenciaram a presença de polimorfismo em 
temperaturas acima de 170°C, como pode ser evidenciado nas Figuras 
3 e 4, com máximos em 172,15 e 171,2 °C, respectivamente. Segundo 
Kristl et ai., 7 a forma anidra pode ser alcançada através da secagem em 
temperatura de 50°C por 140 min; entretanto, com a diminuição da tem­
peratura, pode rapidamente reidratar-se em um intervalo de 2 minutos. 
A forma anidra estável é alcançada somente em temperaturas mais ele­
vadas (acima de 150°C) 

A forma solvatada é um hidrato, com umidade em torno de 6%, onde 
cada molécula de ACV apresenta 0,67 de uma molécula de água ligada 
em sua estrutura cristalina, ou se]a, para cada três moléculas de ACV 
existem duas de água de solvataçâo1 

O teor de pureza das amostras foi calculado utilizando a seguinte 
equação: 
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mg de ACV = V x T x mEq, 

onde: V= o volume de titulante consumido até a viragem do indica­
dor; T =fator de correção da solução titulante e mEq = 22,52. 
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Tabela 1 - Teores encontrados para ACV na determinação por volume­
tria em meio não-aquoso com ácido perclórico 

Métodos 
Potenciométrico Cristal violeta Naftolbenzeína 

(A) (C) (D) 

ACV 

Média* 100,83 100,79 100,62 

Desvio padrão 0,33 0,37 0,07 

DPR% 0,33 0,36 0,07 

n ~ 5 determinações para cada amostra 

Tabela 2 - Análise de variância da amostra ACV, determinada com áci­
do perclórico 

Fonte da variação SQ GL MO F Valor - P F crítico 
Entre grupos 

Erro 

O, 12348 2 0,06174 0,72312 0,505222 3,88529 

1,02456 12 0,08538 

Total 1,14804 14 

SO ~ soma dos quadrados GL ~ graus de liberdade MO ~ quadrado médio 

Tabela 3 - Teores comparativos entre os diferentes métodos para ACV 
na determinação por volumetria em meio não-aquoso com 
ácido perclórico e KOH propanólico 

(A) (B) (C) (D) (E) 

Média 100,83 101,14 100,79 100,62 100,37 

Desvio padrão 0,33 0,13 0,37 0,07 0,43 

DPR% 0,33 O, 13 0,36 0,07 0,43 

Tabela 4 - Análise de variância da análise quantitativa para o ACV 

Fonte da 
SQ GL MO F Valor- P F crítico 

variação 
Entre grupos 1,599216 4 0,399804 4,324169 0,011084 2,866081 

Erro 1,84916 20 0,092458 

Total 3,448376 24 

SO ~ soma dos quadrados GL ~ graus de liberdade MO ~ quadrado médio 
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Tabela 5 - Teste de Tukey para o ACV 

E D c 
Método (Xi) (Xi) - 100,37 (Xi) - 100,62 (Xi) - 100,79 

B 101,14 0,77 0,52 0,35 

A 100,83 0,46 0,21 0,04 

c 100,79 0,42 O, 17 

D 100,62 0,25 

E 100,37 

L\5% ~ 0,58 
A - método oficial (ácido perclórico. determinação potenciométrica) 
B - ácido perclórico, determinação potenciométrica, anidrido a cético 
C - ácido perclórico, indicador cristal violeta 
D - ácido perclórico, indicador naftolbenzeína 
E - hidróxido de potássio propanólico, DMSO, indicador azovioleta. 

A 

(Xi) - 100,83 

0,31 

Em dados experimentais verificou-se que a amostra submetida à 
secagem a 105°C, que é a temperatura mais comum em análise 
gravimétrica, também apresentou as mesmas características de reab­
sorção, como descreve o trabalho de Kristl et aJ? Após secagem. a 
amostra foi submetida a ambiente de umidade controlada (em torno de 
80%), onde verificou-se que, em apenas 30 minutos, ambas as amos­
tras. apresentaram reabsorção de água acima do teor determinado pelo 
método de Karl-Fischer antes da secagem. 

No método B, apesar da água de solvatação presente ser elimina­
da pela adição de anidrido acético. a facilidade com que a amostra volta 
a absorver umidade interfere fisicamente no processo de doseamento. 
pois no momento da pesagem a amostra já não se encontra anidra. Este 
fato. ou seja, a reabsorção de água durante o preparo da amostra, pode 
ter sido responsável por resultados diferentes. obtidos na utilização das 
cinco técnicas propostas neste trabalho, também demonstrado pelo 
Teste de Tukey (Tabela 5), que indicou apenas os resultados da técni­
ca B (método potenciométrico, com anidrido acético) diferente, em re­
lação ao método E (volumetria com KOH propanólico). Os demais mé­
todos não diferiram significativamente do método oficial (ácido 
perclórico, determinação potenciométrica), apresentando, portanto, 
exatidão. Além disso, são precisos, o que é evidenciado pelos baixos 
valores de desvio padrão relativo (Tabelas 1 e 3). Com isso, para asse­
gurar a melhor exatidão no ensaio volumétrico, é necessária a secagem 
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prévia da matéria-prima entre 150 e 170oc durante 2 horas, garantindo 
a ausência total de água. 

Conclusões 

Métodos volumétricos, em sua maioria, apresentam grande eficiên­
cia na quantificação de fármacos por serem rápidos e precisos. O uso 
de diferentes solventes, com polaridades variadas e titulantes específi­
cos, continua sendo, atualmente, um meio prático na análise de rotina 
de matérias-primas, sendo ainda exeqüível em farmácias, devido à sim­
plicidade de execução e ao baixo custo. 

A influência da água no meio não-aquoso pode ser um fator 
determinante na análise do ACV, pois as propriedades básicas desta 
podem provocar ligeira alteração no deslocamento químico de indica­
dores com alta sensibilidade em ácido acético. A análise de variância 
demonstrou ser possível a substituição do método oficial com determi­
nação potenciométrica do ponto final da titulação por métodos com 
indicadores como, por exemplo, cristal violeta e naftolbenzeína, se o 
fármaco for considerado como base fraca e azovioleta na determinação 
como ácido fraco. É aconselhável a secagem prévia da matéria-prima 
a 160°C, pois a ausência de umidade na amostra favorece a determina­
ção, com maior precisão, do ponto final da titulação no uso dos indica­
dores citados. 
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Assay of acyclovir by non-aqueous volumetry. Rev. Ciênc. Farm., São Pau­
lo, v.23, n.277-287, p 2002 

• ABSTRACT Non-aqueous assays of acyclovir bulk substance are compared 
with the official assay The amphoteric properties of acyclovir (two pKa values) 
make 1t possible to t1trate the substance as acid or as base by the use of 
ind1cators. crystal violet, naphtolbenzein o r magneson. The bulk substance 
must be dried before the assay for at least 2 hours at 160°C. The obtained results 
support the conclusion that the ev.aluated methods are accurate and precise, 
representing an alternative for the officiaJ one. 
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