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SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF SILDENAFIL CITRATE IN PHARMACEUTICAL FORMULATIONS. This
paper describes a simple and rapid spectrophotometric method for quantitative determination of sildenafil citrate based on its reaction
with p-chloranil accelerated by hydrogen peroxide, producing a stable purple compound (λ

max
= 535 nm). In the absence of peroxide

this reaction is very slow. The experimental conditions were optimized by using response surface methodologies. Beer’s law is
obeyed in a concentration range of 8.52 x 10-5 – 1.70 x 10-3 mol L-1 (r = 0.999). The detection limit was 1.96 x 10-5 mol L-1. The
method was successfully applied for the determination of sildenafil citrate in medicines with good accuracy and precision.
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Figura 1. Estrutura química do citrato de sildenafil (Viagra®)

INTRODUÇÃO

Citrato de sildenafil é quimicamente designado como citrato
de 1-[[3-(6,7-diidro-1-metil-7-oxo-3-propil-1H-pirazol-[4,3-
d]pirimidin-5-il)-4-etóxifenil]sulfonil]-4- metilpiperazina1 (Figu-
ra 1). É o princípio ativo do Viagra®, primeiro medicamento oral
lançado no mercado para tratamento da disfunção erétil. É um
inibidor seletivo da enzima fosfodiesterase tipo 5 (PDE5),2 o qual
age restaurando a função erétil resultando em uma resposta natural
à estimulação sexual.

Viagra® rapidamente tornou-se um dos medicamentos mais
populares e amplamente utilizados no tratamento da disfunção
erétil.3 Paralelamente ao crescimento do seu consumo houve um
aumento do número de casos de adulteração e falsificação deste
medicamento.4 Até o presente momento, há uma ausência de
monografia e descrição de método oficial para sua análise na
farmacopéia brasileira e nas principais obras internacionais desta
categoria. Diante dessas considerações, é de suma importância ga-
rantir a qualidade dos produtos comercializados para a proteção da
saúde dos consumidores.

As técnicas descritas na literatura para análise de citrato de
sildenafil incluem voltametria,5,6 cromatografia líquida de alta efici-
ência com detecção UV7-9 ou acoplada à espectrometria de massa,10

cromatografia eletrocinética micelar,11 cromatografia gasosa,12

eletroforese capilar,13 espectroscopia de ressonância magnética nu-
clear14 e espectrofotometria.15-17 Os métodos cromatográficos são
os mais empregados na determinação de citrato de sildenafil em
várias matrizes (formulações farmacêuticas, plasma e urina),7-9,11

bem como na determinação de parâmetros farmacocinéticos. Estes
possuem limites de detecção baixos o que justifica seu emprego na
análise de fluidos biológicos. Entretanto, requerem um longo tem-
po nas etapas iniciais de preparo das amostras, utilizam maiores
quantidades de solventes e a instrumentação é mais dispendiosa, o
que eleva o custo final das análises. Para a análise de formulações
farmacêuticas, é desejável que métodos utilizando técnicas de bai-
xo custo e que forneçam resultados rápidos, precisos e exatos este-
jam disponíveis.

A espectrofotometria de absorção molecular é a técnica instru-
mental de escolha largamente utilizada para essa finalidade possu-
indo as vantagens de ser simples, envolver o uso de equipamento
de baixo custo e poder ser facilmente automatizada. São escassos
os métodos descritos na literatura para a determinação de citrato
de sildenafil por espectrofotometria15-17 e estes apresentam algu-
mas desvantagens, pois requerem aquecimento para o desenvolvi-
mento de cor em meio de acetonitrila16 ou envolvem procedimen-
tos laboriosos com muitas etapas de manipulação das amostras,
incluindo extrações com clorofórmio.15

Este trabalho descreve o desenvolvimento de um método
espectrofotométrico rápido e simples baseado na reação entre citrato
de sildenafil e p-cloranil16 acelerada pela adição de peróxido de
hidrogênio, produzindo instantaneamente um complexo estável de
cor violeta (λ

max
 = 535 nm) a temperatura ambiente.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiais e equipamentos

As medidas de volume foram efetuadas com buretas classe A
ou micropipeta Eppendorf (100-1000 μL). A vidraria utilizada no
preparo das soluções foi de grau A e as pesagens foram realizadas
em balança analítica AG204, Mettler Toledo. As medidas de
absorbância foram efetuadas em espectrofotômetro Varian modelo
Cary 100 munido de cubetas de vidro ou quartzo com caminho
ótico de 1 cm.
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Reagentes e soluções

Todos os reagentes e solventes empregados neste trabalho fo-
ram de grau analítico. Solução de trabalho 5,68 x 10-3 mol L-1 de
citrato de sildenafil (fornecido pela Pfizer, 95%) foi preparada em
metanol (Mallinckrodt, Xalostoc, México). Esta solução é estável
por 15 dias se conservada em geladeira.5 p-cloranil (Sigma, St.
Louis, EUA), solução de trabalho 1,00 x 10-2 mol L-1 de p-cloranil
(Sigma, St. Louis, EUA) foi preparada em dioxano (Mallinckrodt,
Xalostoc, México). Solução de peróxido de hidrogênio 5,00 mol
L-1 foi preparada pela adequada diluição da solução de Peridrol
(Merck, Darmstadt, Germany, 30% m/m) com metanol, previamente
padronizada de acordo com o procedimento permanganimétrico.18

Procedimento recomendado

Construção da curva analítica
Para a construção da curva analítica foram adicionados a ba-

lões volumétricos de 5 mL: 640 µL de p-cloranil (1,00 x 10-2 mol
L-1); 330 µL de H

2
O

2
 (5,00 mol L-1) e alíquotas de 0,075 a 1,50 mL

de citrato de sildenafil (5,68 x 10-3 mol L-1), de modo que sua con-
centração final variou de 8,52 x 10-5 a 1,70 x 10-3 mol L-1. Comple-
tou-se o volume dos balões com metanol até a marca e em seguida
efetuou-se as medidas de absorbância em 535 nm contra um bran-
co preparado similarmente, porém sem adição de citrato de
sildenafil. Construiu-se a curva de calibração traçando-se o gráfico
dos valores de absorbância medidos em função da concentração de
citrato de sildenafil.

Preparo e análise das amostras
As amostras de medicamentos contendo citrato de sildenafil dis-

poníveis no mercado foram adquiridas em farmácias locais e anali-
sadas pelo método proposto, dentro dos seus prazos de validade.

Dezesseis comprimidos, de um mesmo lote, foram pesados em
balança analítica e determinou-se o valor da massa média. Subse-
qüentemente, os mesmos foram pulverizados em gral de ágata até
obtenção de um pó fino. Uma porção de amostra pulverizada equi-
valente a 20 mg de citrato de sildenafil foi exatamente pesada e
submetida à agitação com 5 mL de metanol em agitador magnéti-
co por 15 min. Esta solução foi transferida para balão volumétrico
de 10 mL e o volume completado com metanol até o menisco. Na
seqüência, a solução foi filtrada em papel de filtro quantitativo
Whatman 41 e uma alíquota de 750 μL foi tomada e analisada de
acordo com o procedimento recomendado para a construção da
curva analítica.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A interação molecular entre doador-receptor de elétrons está
normalmente associada com a formação de complexos de transfe-
rência de carga, intensamente coloridos.19-21 Dentre os receptores
de elétrons comumente utilizados no desenvolvimento de métodos
espectrofotométricos baseados na formação destes complexos, está
o p-cloranil.

Dados da literatura revelam que as reações com p-cloranil são
normalmente lentas a temperatura ambiente, sendo necessário
aquecimento a 60–65 ºC durante 10–45 min para que a reação ocor-
ra. A reação entre citrato de sildenafil e p-cloranil em meio de
acetonitrila requer aquecimento a 60 ºC durante 10 min para que
haja o desenvolvimento de cor.16 Nenhuma menção sobre a cinética
e estabilidade do produto formado é fornecida no referido artigo.
Tentativas de análise utilizando este método, em condições idênti-
cas às descritas na literatura, revelaram ausência de reprodutibilidade.

Experimentos preliminares realizados em nosso laboratório
revelaram que na presença de peróxido de hidrogênio a reação é
marcadamente acelerada, com formação rápida de um produto es-
tável de cor violeta. Na ausência de peróxido a reação é demasia-
damente lenta. No melhor do nosso conhecimento, há somente um
método descrito na literatura que envolve o uso de peróxido de
hidrogênio como acelerador da reação de transferência de carga
com p-cloranil, o qual foi desenvolvido em nosso laboratório e
aplicado na determinação de sacarina.22

Um estudo inicial foi feito para selecionar o meio reacional
mais adequado para o desenvolvimento da reação na presença de
peróxido de hidrogênio. Foram testados acetona, acetonitrila e
dioxano como solvente para a dissolução do p-cloranil e metanol,
acetona, acetonitrila e dioxano para ajuste do volume dos balões.
Metanol não foi utilizado no preparo da solução de p-cloranil devi-
do à baixa solubilidade do composto neste solvente. Obteve-se
melhor sensibilidade e maior estabilidade óptica do produto colo-
rido quando a reação foi executada com solução de p-cloranil pre-
parada em dioxano e o volume dos balões completado com metanol.

O espectro de absorção do produto colorido formado após a
reação entre citrato de sildenafil e p-cloranil, na presença e na au-
sência de H

2
O

2
, é apresentado na Figura 2.

A literatura descreve que o p-cloranil pode interagir com mo-
léculas contendo centros doadores de elétrons segundo dois tipos
de reações, sendo uma delas baseada na formação de uma amino-
quinona mono-substituída (Esquema 1a) e a outra, através da for-
mação de um complexo de transferência de carga com subseqüente
dissociação do mesmo em solvente polar formando par iônico
radicalar21,23 (Esquema 1b).

Com base nesse relato21,23 e em testes qualitativos realizados
em nosso laboratório supomos que a reação predominante entre
citrato de sildenafil, e p-cloranil na presença de peróxido de hidro-
gênio consiste na formação de uma amino-quinona substituída.
Nesse caso, o peróxido provavelmente estaria atuando na oxidação
do citrato de sildenafil que então reage com o p-cloranil formando
o produto de substituição. Esta consideração foi fundamentada na
obtenção de teste positivo para cloreto (em meio de ácido nítrico)
realizado com o produto da reação, cuja formação só ocorre em
reações de substituição. Além disso, o espectro UV-Vis do produto
colorido obtido, com máximos de absorção em 535 e 330 nm é

Figura 2. Espectro de absorção do produto da reação na presença e na

ausência de peróxido. Concentrações finais: citrato de sildenafil 1,70 x 10-3

mol L-1, p-cloranil 3,15 x 10-3 mol L-1 e H
2
O

2
 0,33 mol L-1, em meio de metanol/

dioxano (4,36/0,64). Caminho óptico =1 cm
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muito similar ao espectro de amino-quinonas mono-substituídas.21

Já o íon radical formado pela dissociação do complexo de transfe-
rência de carga com o p-cloranil apresenta máximos de absorção
em torno de 440-450nm.21

Para as medidas espectrofotométricas selecionou-se o compri-
mento de onda situado na região visível do espectro, embora me-
nos sensível que o situado na região UV, visto que na região
ultravioleta as medidas estão sujeitas a interferências já que a maio-
ria dos compostos orgânicos apresenta absorção nesta região.

Uma vez que o dioxano demonstrou ser o melhor solvente para a
dissolução do p-cloranil e sabendo-se que este pode conter traços de
peróxido, foi necessário determinar o teor de H

2
O

2
 presente no

dioxano utilizado no desenvolvimento do método proposto. Para tal,
foi empregado o método espectrofotométrico modificado descrito
por Benatsky e Tomik24 para determinação de peróxidos em solventes
orgânicos. Os resultados obtidos revelaram que o dioxano analisado
continha 4,71 x 10-4 mol L-1 de H

2
O

2
, valor este menor que aquele

descrito nas especificações do rótulo que é de 1,47 x 10-3 mol L-1.

Otimização da metodologia proposta
O procedimento tradicional para otimização de forma

univariada, onde cada fator é avaliado separadamente, envolve um
grande número de experimentos e não fornece informações de como
cada fator se comporta frente aos demais. A forma mais eficiente
de se extrair uma maior quantidade de informações sobre um de-
terminado sistema com um número mínimo de ensaios é a utiliza-
ção de ferramentas estatísticas de planejamento de experimentos.
Na prática isso significa diminuição de horas trabalhadas, de gas-
tos com reagentes e mais agilidade no desenvolvimento de novos
produtos, processos ou métodos.25

Neste trabalho a metodologia de superfície de resposta foi
empregada na otimização do procedimento, utilizando um plane-
jamento composto central. O objetivo foi obter a melhor condição
experimental na qual se obtém um valor ótimo para a variável res-
posta (medida de absorbância em 535 nm), ou seja, é possível ob-

ter melhor sensibilidade analítica.
Neste planejamento a variação na absorbância foi investigada

em função das variáveis (ξ
i
): volume de p-cloranil e volume de

peróxido de hidrogênio, uma vez que o solvente já havia sido sele-
cionado. As variáveis (ξ

i
) consideradas com seus níveis examina-

dos (reais e codificados) e a matriz experimental com os resulta-
dos obtidos estão mostradas na Tabela 1. Os experimentos no pon-
to central foram realizados em replicatas (n = 4) para estimativa do
erro experimental e os resultados foram analisados utilizando o
programa Statistica, versão 6.0. Para cada variável (ξ

i
) o valor real

de x
i
 (nível codificado por -1,41; -1, 0, +1 e +1,41) é determinado

de acordo com a Equação 1.26

x
i
 = 2(ξ

i
 - ξ

i
*)/d

i
(1)

onde, ξ
i
 é o valor real da variável, ξ

i
* é a média aritmética dos

níveis alto (+1) e baixo (-1) da variável ξ
i
 e d

i
 é a diferença entre os

níveis alto e baixo de ξ
i
.

Os resultados obtidos a partir deste planejamento (Tabela 1)
foram ajustados a um modelo matemático quadrático descrito pela
Equação 2, utilizando o programa Statistica, versão 6.0. A superfí-
cie de resposta e a curva de nível correspondente ao modelo ajusta-
do estão representadas na Figura 3.

Z = -9,7 x 10-2 + 1,6 x 10-2x - 1,0 x 10-6x2 + (2)
0,7 x 10-2y - 1,0 x 10-6y2 - 1,0 x 10-6 xy

A Equação 2 inclui os termos lineares (x e y) e quadráticos (x2

e y2) bem como o produto dos pares dos efeitos lineares (xy). Nes-
ta equação, Z representa a absorbância em 535 nm, e as variáveis x
e y são volumes de p-cloranil e de H

2
O

2
, respectivamente.

A análise da Figura 3 indica que dentro do intervalo em que as
variáveis independentes foram avaliadas, o valor da variável de-
pendente passa por uma região de máximo, situada na área mais
escura do gráfico, a qual representa a condição experimental ótima
para a realização da reação proposta. De acordo com estes resulta-
dos, os maiores valores de absorbância foram obtidos quando os
volumes adicionados de p-cloranil (1,00 x 10-2 mol L-1) e de H

2
O

2

(5,00 mol L-1) foram 640 e 330 μL, respectivamente.

Tabela 1. Matriz experimental do planejamento composto central

Ensaio Variáveis não Variáveis A
535nm

codificadas codificadas
em seus níveis em seus níveis

V
p-cloranil 

(μL)a V
peróxido

 (μL) b Fator A Fator B

1 210 195 -1 -1 0,3084
2 780 195 1 -1 0,5120
3 210 650 -1 1 0,3715
4 780 650 1 1 0,4432
5 c 495 420 0 0 0,5219
6 c 495 420 0 0 0,5186
7 c 495 420 0 0 0,5148
8 c 495 420 0 0 0,5121
9 100 420 -1,41 0 0,2003
10 890 420 1,41 0 0,4379
11 495 100 0 -1,41 0,4588
12 495 740 0 1,41 0,4182

a p-cloranil 1,00 x 10-2 mol L-1 (preparado em dioxano); b H
2
O

2
 5,00

mol L-1; c Ponto central executado em replicatas (n = 4).

Esquema 1. Reações propostas na literatura21,23 para a interação entre aminas

e p-cloranil: a) reação de substituição; b) reação com formação de um

complexo de transferência de carga
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Verificação da linearidade
Após a otimização das condições experimentais verificou-se a

faixa de trabalho onde uma relação linear entre o valor de absor-
bância medido e a concentração de citrato de sildenafil era obtida.
Construiu-se a curva analítica representando os valores de A

535nm

em função da concentração de citrato de sildenafil. Uma relação
linear foi observada na faixa de concentração de 8.52 x 10-5 mol
L-1 a 1,70 x 10-3 mol L-1.

A equação matemática que descreve a relação linear existente
entre A

535nm
 e concentração de citrato de sildenafil é: A

535nm
 = 0,0316

(± 0,0051) + 487,2 (± 4,65) x C, onde C = concentração de citrato
de sildenafil em mol L-1, com um coeficiente de correlação de 0,999.

Estudo da estabilidade óptica
Neste estudo o valor da medida de absorbância em 535 nm foi

monitorado em intervalos de 10 min durante 1 h. O produto colori-
do formado permaneceu estável por pelo menos 1 h.

Estudo de interferentes
O efeito de cada excipiente (celulose microcristalina, fosfato de

cálcio dibásico anidro, estearato de magnésio, metilcelulose
hidroxipropil, dióxido de titânio, lactose e croscarmelose sódica) foi
considerado como interferência quando o sinal de absorbância apre-
sentou erro maior ou igual a 5% na determinação do fármaco.27 A
porcentagem de citrato de sildenafil encontrada nas soluções adicio-
nadas foi de 98,6 a 101,5%, com coeficientes de variação menores
que 3% para três repetições. Assim, nenhuma interferência foi cons-
tatada a partir destes excipientes, sob as condições estudadas.

Aplicações analíticas e validação do método proposto
O método desenvolvido foi aplicado na determinação de citrato

de sildenafil em duas formulações farmacêuticas disponíveis no
mercado. Os resultados obtidos pela aplicação do método proposto
são apresentados na Tabela 2.

Para validação do método desenvolvido foram avaliados alguns
parâmetros considerados importantes, tais como exatidão, preci-
são, limite de detecção28 (LD = 3 SDBranco / inclinação da reta),
limite de quantificação28 (LQ = 10 SDBranco / inclinação da reta),
sensibilidade analítica,29 recuperação e repetibilidade.

A precisão e exatidão do método proposto foram avaliadas através
da aplicação dos testes F e t, respectivamente. Os resultados obtidos

pelo método proposto foram comparados com aqueles obtidos pela
aplicação de um método espectrofotométrico descrito na literatura.15

Para as duas amostras analisadas os valores obtidos pelo método pro-
posto mostraram-se em boa concordância com os obtidos pelo méto-
do de comparação. Os valores de F e t calculados não excederam os
valores tabelados, indicando desta forma a precisão e exatidão do
método desenvolvido, com um nível de confiança de 95%.

Para a avaliação da precisão intradia foram realizadas análises
em replicatas (n = 10) para soluções de uma mesma amostra con-
tendo o equivalente a 8,50 x 10-4 mol L-1 de citrato de sildenafil e
para o estudo da precisão interdia foram executadas análises da
amostra durante um período de 5 dias consecutivos. Os resultados
obtidos, em termos de coeficiente de variação, foram de 0,9 e 1,1%,
evidenciando a boa repetibilidade do método desenvolvido.

Os limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ) foram
calculados de acordo com as recomendações da IUPAC28 como
sendo 1,96 x 10-5 mol L-1 e 6,52 x 10-5 mol L-1, respectivamente. A
sensibilidade analítica foi estimada29 como sendo de 1,53 x 105 L
mol-1. O inverso da sensibilidade analítica fornece a diferença de
concentração mínima que é discernível pelo método analítico, na
ausência de erro experimental. Para o método proposto o valor es-
timado foi de 6,53 x 10-6 mol L-1.

Estudos de recuperação foram realizados através do método da
adição de padrão.30 Neste estudo, quantidades conhecidas de citrato
de sildenafil (padrão analítico) foram adicionadas às duas amos-
tras pré-analisadas. De acordo com os resultados obtidos apresen-
tados na Tabela 3, observa-se que as médias porcentuais de recupe-

Tabela 2. Determinação de citrato de sildenafil em formulações
farmacêuticas

Amostras Método td Fd Método
proposto comparativo15

Médiaa,b R.S.D.c (2,78) (19,00) Médiaa,b R.S.D.c

A 49,9 0,6 % 0,11 1,78 50,0 0,8 %
50,00 mg ± 0,3 ± 0,4
B 99,5 0,9 % 1,72 1,65 100,6 0,6 %
100,00 mg ± 0,9 ± 0,7

 a mg por comprimido; b n = 3; c Desvio padrão relativo; d Valor
tabelado com P = 0.05 – 95% de significância

Figura 3. Superfície de resposta otimizada para a absorbância (λ = 535 nm)

em função das variáveis independentes: volume de p-cloranil (1,00 x 10-2

mol L-1) e volume de H
2
O

2
 5,00 mol L-1. A concentração final de citrato de

sildenafil foi mantida constante (1,13 x 10-3 mol L-1) em todos os experimentos

Tabela 3. Resultados de recuperação de citrato de sildenafil
adicionado às formulações farmacêuticas pré-analisadas

Amostraa [Citrato de [Citrato de R.S.D.b %
sildenafil] sildenafil] recuperaçãoa

adicionada encontradaa

(ppm) (ppm)

A 0 —— —— ——
50,0 mg 100,0 399,0 ± 2,4 0,6 99,0 ± 2,3

200,0 400,0 ± 4,3 1,1 100,5 ± 2,1
300,0 497,9 ± 0,8 0,2 99,6 ± 0,3
400,0 596,5 ± 1,8 0,3 99,4 ± 0,3
500,0 704,2 ± 4,5 0,6 101,1 ± 0,9

B 0 —— —— ——
100,0 mg 100,0 298,5 ± 2,6 0,9 99,0 ± 2,6

200,0 401,0 ± 4,9 1,2 100,7 ± 2,4
300,0 503,8 ± 2,5 0,5 101,4 ± 0,8
400,0 601,0 ± 5,5 0,9 100,4 ± 1,4
500,0 707,9 ± 5,1 0,7 101,7 ± 1,4

a Média de 3 determinações; b desvio padrão relativo
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ração de citrato de sildenafil encontram-se entre 99,0–101,7%,
evidenciando novamente a boa exatidão do método proposto, além
de mostrar a ausência de interferência significativa de matriz.

CONCLUSÕES

O método desenvolvido é simples, rápido, fácil de ser executa-
do, apresenta ótima sensibilidade analítica (1,53 x 105 mol-1 L), não
requer etapas de pré-tratamento da amostra e apresenta baixo con-
sumo de reagentes (1,57 mg de p-cloranil e 330 μL de solução de
H

2
O

2 
5,00 mol L-1 por amostra analisada). O método foi aplicado

com sucesso na determinação de citrato de sildenafil em formula-
ções farmacêuticas, com excelentes resultados em termos de pre-
cisão e exatidão, sendo uma boa alternativa para a determinação de
citrato de sildenafil em formulações farmacêuticas com resultados
de elevada confiabilidade.
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