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RESUMO

A quantificacdo de principios ativos € uma etapa indispensivel do controle de
qualidade de medicamentos, e em virtude disto, o nimero de metodologias desenvolvidas
destinadas as aplicacdes farmacéuticas vem crescendo constantemente, visto que, diante de
grandes demandas de andlises, o desenvolvimento de procedimentos rdpidos, pouco
dispendiosos e automatizados € de grande valia. Desta forma, o presente trabalho propde o
desenvolvimento de procedimento analitico para determinacdo de paracetamol em
formulagdes farmacéuticas empregando Andlise por Injecio em Fluxo (FIA) associada a
detecgdo espectrofotométrica. O interesse por este analito reside no fato deste farmaco ser um
dos analgésicos/antipiréticos mais utilizados no Brasil. O procedimento proposto baseia-se na
reacdo de diazoacoplamento entre 4cido sulfanilico e paracetamol em meio alcalino com
formacdo de um diazocomposto laranja-avermelhado que absorve intensamente em 500 nm.
Foram realizados estudos de otimizagdo dos pardmetros experimentais e construida uma curva
de referéncia para determinacdo de paracetamol. A faixa linear de trabalho compreendem
concentragdes entre 4,00 e 16,00 mg L™ de paracetamol, com um coeficiente de correlagdo de
0,9991. O limite de deteccdo para a faixa de trabalho considerada mostrou-se igual a
0,30 mg L. O desvio padrio relativo para 10 replicatas da solucio padrio contendo
8,00 mg L' de paracetamol foi 1,28 %. As andlises das amostras reais pelo procedimento
proposto e pelo método oficial demonstraram resultados comparaveis. Os teores nominais de
paracetamol declarados pelos fabricantes nos rétulos de todas as formulagdes farmacéuticas
analisadas mostraram conformidades com as especifica¢des oficiais. Estudos de recuperacio
em amostras reais revelaram uma taxa média de 97,1 % do padrdo de paracetamol adicionado,
garantindo desta forma a confiabilidade do procedimento proposto. Os resultados alcangados
neste trabalho evidenciaram a viabilidade do emprego do procedimento proposto para a
determinagdo de paracetamol, uma vez que este método adotou um sistema mecanizado
simples, pratico e quando aplicado para a quantificacdo de paracetamol em amostras
comerciais produziu resultados que ndo diferiram significativamente do método oficial.
Outras vantagens relacionadas a este procedimento sdo o uso de reagentes pouco toxicos e de
baixo custo, boa precisdo (repetibilidade) e reprodutibilidade, geracdo de produto
cromogénico altamente estavel e com sensibilidade adequada para propdsitos de controle de

qualidade.



ABSTRACT

The quantification of active principles is an indispensable stage of medicines quality control.
For that reason a number of methodologies intended for pharmaceutical applications is
constantly growing up. Thus, in view of great analysis demands, the development of low-cost,
fast and automatized procedures is very useful. In this way, the present work proposes an
analytical procedure for determination of paracetamol in pharmaceutical formulations
employing Flow Injection Analysis (FIA) coupled to spectrophotometric detection. Interests
for paracetamol is due to its large use as analgesic/antipyretic in Brazil. The proposed
procedure is based on diazo-coupling reaction between sulfanilic acid and paracetamol in
alkaline medium which forms an orange-reddish diazocompound that absorbs intensively at
500 nm. Optimization studies were carried out with experimental parameters and plotting a
reference curve for determination of paracetamol. The linear work range including
concentrations between 4.00 and 16.00 mg L' of paracetamol, with a correlation coefficient
of 0.9991. The limit of detection for the considered work range shown be equal to 0.30 mg L~
!, The relative standard deviation to 10 replicates of the standard solution containing 8.00 mg
L of paracetamol was 1.28 %. The real sample analysis by the proposed procedure and by
the official method demonstrated comparables results. The nominal amounts of paracetamol
declared by the fabricants on the label of all analyzed pharmaceuticals formulations showed
good agreement with the official specifications. Recovery studies in real samples revealed a
mean rate of 97.1 % of the paracetamol standard added, assuring in such way the confidence
of the proposed procedure. Studies realized in this work makes evident the viability of the use
of the proposed procedure for determination of paracetamol, since this method has adopted an
simple mechanized system, practice and produce results that do not differ significatively from
the official method. Other advantages related at this procedure are the use of low toxic
reagents and of low cost, good precision (repeatability) and reproducibility, generation of

cromogenic product highly stable and suitable sensibility for quality control purposes.



1. Introducao



1.1 ASPECTOS GERAIS

A quantificac@o de principios ativos é uma etapa fundamental do processo de controle
de qualidade de medicamentos, que consiste em um conjunto de operagdes com o objetivo de
verificar se o produto estdi em conformidade com as especificacdes farmacopéicas.
A confirmagéo de quaisquer irregularidades nos medicamentos pode representar uma série de
atribulacdes para a empresa produtora dos mesmos, dentre as quais estdo os prejuizos
decorrentes da re-fabricacdo, a perda de credibilidade e até a cassagdo da licenca de
funcionamento e do registro do produto. Em contrapartida, para os usudrios de medicamentos,
a falta de qualidade dos mesmos pode ocasionar uma série de transtornos e até o
comprometimento de sua satde (Peixoto et al., 2005).

Nos laboratérios de controle de qualidade das industriais farmacéuticas, o doseamento
€ a etapa mais trabalhosa, dispendiosa e a que exige um tempo maior de concretizagdo, visto
que, para a determinagdo das substancias ativas nos medicamentos, os métodos oficiais de
andlise normalmente consistem de um conjunto de procedimentos que demandam tempo e
consomem muita mao-de-obra e reagentes quimicos. Em razdo disto, o numero de
metodologias desenvolvidas destinadas as aplicagdes farmacéuticas vem crescendo
constantemente, tornando-se inclusive uma drea de pesquisa bastante atraente para os
quimicos analiticos, visto que, diante de grandes demandas de andlises, o desenvolvimento de
procedimentos rapidos, pouco dispendiosos e automatizados € de grande valia. Desta forma,
métodos inovadores sejam para a determinag@o do teor das substancias ativas nas formulacdes
farmacéuticas ou ainda para o suporte em estudos farmacocinéticos em fluidos bioldgicos, sdo
de fundamental importancia (Trojanowicz, 2000).

O paracetamol é um fiarmaco analgésico e antipirético largamente utilizado no Brasil,
estando presente em vdrias formulagdes farmacéuticas comercialmente disponiveis no pais
(Barreiro et al., 2001) e incluido na Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais
(RENAME) (Ministério da Sadde, 2007). Atualmente, o paracetamol vem sofrendo exaustiva
utilizacdo no Brasil, devido principalmente a sua consolidagdo como substituto preferencial
dos salicilatos (Silva, 2002). As constantes epidemias de dengue que atualmente acometem
diversas regides do pais também estdo contribuindo de forma bastante significativa para a
utilizacdo deste medicamento, visto que, durante estes surtos epidémicos, deve-se evitar o uso
de analgésicos-antipiréticos a base de salicilatos (dcido acetil salicilico, salicilato de sodio e
salicilamida), ja4 que estes farmacos podem favorecer o aparecimento de manifestacdes

hemorrégicas (Brunton et al., 2000).



Diante de sua extensa fabricacdo, utilizacdo e importincia clinica, diferentes
procedimentos analiticos ja foram descritos para a determinagdo de paracetamol, tanto em
formulagdes farmacéuticas quanto em fluidos bioldgicos, tais como: espectrofotometria de
absorcdo molecular na regido do visivel (Aniceto et al., 2002; Knochen et al., 2003; Suarez et
al., 2005; Filik et al., 2006), espectrofluorimetria (Olivac et al., 2005), espectroscopia no
infra-vermelho préximo (Dou et al, 2005), espectroscopia Raman (Junior, 2002),
espectrofotometria derivativa (Ding et al., 2001), voltametria em pulso diferencial (Wang et
al., 2001; Santos, 2003), espectroeletroquimica (Fang et al., 1997) e cromatografia (Perez et
al., 1999).

A técnica de Andlise por Injecdo em Fluxo (FIA), proposta em 1975 pelo Dr. Jaromir
Ruzicka vem, desde essa década, sofrendo ampla utilizacdo em diversas dreas da Quimica
Analitica, fato comprovado pela publicacdo de artigos cientificos por pesquisadores de mais
de 40 paises. A referida técnica tornou-se bastante difundida, pois pode ser implementada
com instrumenta¢do de baixo custo, além de possuir elevada versatilidade, repetibilidade,
reprodutibilidade e desempenho, favorecendo andlises rapidas com minimo consumo de
reagentes e amostras e reduzida geracdo de residuos quimicos, tornando-a muito atraente em
laboratorios de andlise quimica de rotina (Reis, 1996).

Devido a grande importancia da quantificagdo do paracetamol e a versatilidade da
FIA, o presente trabalho propde o desenvolvimento de procedimento analitico alternativo para
determinagdo de paracetamol em formula¢des farmacéuticas empregando Andlise por Injecdo
em Fluxo (FIA) associada a deteccdo espectrofotométrica de absor¢do molecular (EAM) na
regido do visivel.

Além do enfoque de toda a parte experimental realizada durante o desenvolvimento do
procedimento analitico proposto, esta dissertagdo também realiza uma breve revisdo literdria
sobre o paracetamol, analito de interesse na dissertacao, e sobre Andlise por Injecdo em Fluxo

(FIA), técnica empregada no método desenvolvido.



1.2 PARACETAMOL

O paracetamol, também denominado acetaminofeno, foi sintetizado em 1878 por
Morse, e primeiramente utilizado na clinica médica por von Mering em 1887 (Bertolini et al.,
2006). Somente em 1949, o paracetamol foi oficialmente introduzido como agente
terapéutico, uma vez que foi reconhecido que essa substincia era o principal metabdlito ativo
da fenacetina e acetanilida, farmacos analgésicos e antipiréticos que o precederam
terapeuticamente desde o século XVIII (Silva, 2002).

Farmacologicamente o paracetamol ¢é classificado como um analgésico ndo-narcético,
antipirético e antiinflamatdrio nao-esterdidal, apesar de possuir esta ultima atividade pouco
significativa. (Brunton et al., 2006)

No Brasil, o paracetamol ¢ um fdrmaco largamente utilizado, fazendo parte inclusive
da RENAME-2007 (Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais) (Ministério da Saudde,
2007). Atualmente, este principio ativo vem se tornando o mais empregado dentre os demais
pertencentes a sua classe terapéutica, devido principalmente & sua consolidacio como
substituto preferencial dos salicilatos (Silva, 2002). Esta firmacdo deve-se a sua elevada
eficdcia farmacolégica no combater a dor e a febre, aos reduzidos efeitos colaterais
gastrintestinais, a ndo interferéncia no processo normal de coagulacio sangiiinea e a ausé€ncia
de indugdo da Sindrome de Reye em criangas (Brunton et al., 2006).

Os continuos surtos epidémicos da dengue que atualmente acometem diversas regides
do Brasil, também estdo contribuindo de forma bastante expressiva para o crescimento da
utilizacdo de paracetamol no pafs, pois, durante esses periodos criticos, deve-se evitar o uso
de analgésicos-antipiréticos a base de salicilatos, principalmente quando o individuo
apresentar sintomas caracteristicos de gripes ou viroses (dor muscular, cefaléia, coriza,
constipacdo nasal etc.), uma vez que estes farmacos podem favorecer o aparecimento de

quadros hemorragicos caso o diagndstico da dengue seja confirmado.

1.2.1 ASPECTOS QUIMICOS

O paracetamol, acetaminofeno, N-acetil-p-aminofenol ou 4-acetamidofenol, é um

acido orgénico fraco (pK, = 9,50), pertencente a classe dos derivados do para-aminofenol



(Figura 1) e o ultimo farmaco ainda utilizado na clinica médica representante dos “analgésicos

anilinicos”: acetanilida, fenacetina e paracetamol (Bertolini et al., 2006).

NHCOCH, NHCOCH;, NHCOCH;
0C,H;

@) 2 3 “@

Figura 1. Série de compostos derivados do para-aminofenol. Legenda: (1) para-aminofenol,

(2) acetanilida, (3) fenacetina e (4) paracetamol. (Adaptada de: Silva, 2002)

Algumas importantes caracteristicas quimicas do paracetamol encontram-se resumidas

na Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades quimicas do paracetamol.

Formula Formula Massa
Descricao Solubilidade = Conservacao
Estrutural Molecular Molar
o e
'C' Po6 cristalino, Soldvel em B
N b , Em recipientes
HN  CHj 151,16 ranco dgua fervente, )
CsHoNO; 1 inodoro, de . : herméticos e
g mol hidréxido de
leve sabor L. ., opacos
sédio e alcool.
OH amargo.

(Extraido de: Farmacopéia Brasileira, 1977)



1.2.2 INDICACOES CLINICAS

O paracetamol € o substituto mais indicado do 4cido acetilsalicilico no combate a dor e
a febre, principalmente quando o paciente encontra-se em situacdes nas quais € contra-
indicada a administragdo deste medicamento, tais como: pessoas hipersensiveis a substancia,
individuos com tlcera péptica ou gastrite, criancas em estados febris e adultos com suspeitas

de dengue (Brunton et al., 2006).

1.2.3 TOXICIDADE

Devido ao uso demasiado e incorreto, o ndmero de envenenamentos acidentais ou
deliberados com paracetamol vem crescendo continuamente. Nas primeiras 24 horas de um
quadro de intoxicacdo aguda (overdose) por paracetamol, podem ocorrer nduseas, vOmitos,
anorexia e dores abdominais, e dentro de 36 horas pode haver evidéncias clinicas de lesdo
hepética. Condi¢des mais complicadas e perigosas s@o alcancadas a partir do terceiro dia de
evolucdo, onde quadros clinicos de insuficiéncia renal, devido a necrose tubular aguda e
insuficiéncia hepatica fulminante associada a necrose tecidual levam, na maioria dos casos, o
paciente a morte (Silva, 2002).

No homem, a ocorréncia de danos hepdticos apds a absorcdo de doses abaixo de
125 mg kg'1 é pouco comum, mas podem ocorrer. Essa taxa pode ser alcancada apds a
ingestdo de uma tnica dose de 10 a 15 g do medicamento. Apés doses de 250 mg kg™, lesdes
hepdticas graves ocorrem em 50 % dos individuos, isso equivale a administragdo dnica de 15
a 20 g de paracetamol. Com doses iguais ou superiores a 350 mg kg’l, 0 comprometimento
hepdtico € clinicamente evidente em 100 % dos individuos, podendo leva-los & morte, caso
ndo haja um tratamento emergencial dos intoxicados. Esta taxa é atingida apds o consumo de
20 a 25 g do analgésico em dose unica. (Brunton et al., 2006).

O mecanismo no qual uma overdose de paracetamol acarreta lesdao ou necrose hepatocelular
envolve sua conversdo ao metabdlito altamente reativo e toxico, o N-acetil-p-
benzoquinonaimina, apds as vias metabdlicas principais, conjugacio com acido glicurdnico e
sulfdrico tornarem-se saturadas devido a intensa atividade de metabolizacdo hepatica do
farmaco. O metabdlito téxico que ndo sofrer conjugacio com grupos sulfidrila da glutationa

(GSH) liga-se de forma covalente a macromoléculas celulares, acarretando disfun¢des dos



sistemas enzimdticos e desarranjo estrutural e metabdlico do figado (Figura 2) (Brunton et al.,

2006).

(" PARACETAMOL

Conjugagdo com dc. sulfiirico

20-46 %

N-acetil-p-benzoquinonaimina

(metabdlito toxico)

(0]
Deplecio A Niveis normais
[ de glutationa de glutationa \
i i
N’ “CH, HN'C\CH3
Macromolécula GSH
OH Celular OH
TOXICIDADE CELULAR CONJUGADO NAO-TOXICO

Figura 2. Metabolismo hepético do paracetamol em humanos. (Adaptada de: Bertolini et al.,

2006)



1.2.4 CONTROLE DE QUALIDADE

Para garantir que os medicamentos estejam adequados para administragio e
assegurar que seu emprego nio venha acarretar riscos a saide humana, diversos ensaios de
qualidade descritos em compéndios oficiais e baseados em medidas fisicas, quimicas e
microbioldgicas sdo recomendados, devendo ser realizados pelas empresas produtoras antes
de sua liberagdo ao consumidor.

Com relag@o ao paracetamol e dentre os ensaios de qualidade usualmente realizados,
faixa de fusdo, pH, teor de 4gua, residuos de metais pesados, de subprodutos ou ainda de
substancias facilmente carbonizdveis, a quantificagdo do principio ativo no produto final € um
dos mais importantes, uma vez que € fator primdrio na garantia da administracdo de doses
corretas. Desta forma, a quantificacio visa contornar episédios decorrentes da ndo-
conformidade dos teores da substincia com o indicado nominalmente nos rétulos dos
medicamentos tais como: ineficicia terapéutica devido a administracdo de subdoses, ou ainda,

quadros de intoxicacao associados a doses acima das recomendadas.

1.2.5 METODOS OFICIAIS PARA QUANTIFICACAO DE PARACETAMOL

1.2.5.1 FARMACOPEIA BRASILEIRA (1977)

A Farmacopéia Brasileira (3“ Ed., 1977) preconiza, para o doseamento de paracetamol
em amostras sOlidas (comprimidos e tabletes orais), a espectrofotometria de absor¢do
molecular na regido do ultravioleta. O procedimento detalhado para amostras liquidas
(solucdes orais) a farmacopéia ndo descreve.

Procedimento para amostras solidas: pesar cuidadosamente 0,1200 g (£ 0,0001) da
amostra real, dissolver em 10,00 mL de metanol e diluir com dgua destilada ao volume final
de 500,00 mL. Transferir 5,00 mL desta solu¢do a um baldo volumétrico de 100,00 mL,
completando novamente com dgua destilada ao volume correspondente. Preparar um padrio
de referéncia de paracetamol numa concentragdo de 12,00 mg L™ no mesmo meio e da mesma
forma da amostra real e determinar as absorbancias empregando cubetas de quartzo de 1,00
cm de percurso Optico em 244 nm, usando 4gua destilada como branco. A quantidade do

analito (em mg) na massa pesada de amostra real é entdo obtida por meio da Equacdo 1.



Manalito (mg) = 10C ( AAR / APR) I Eq 1

Onde C é a concentragdo da solucdo padrdo (em mg L) e Aar e Apg as absorbancias

das solugdes de amostra real e padréo de referéncia, respectivamente.

1.2.5.2 FARMACOPEIA AMERICANA (USP XXI, 1985)

A Farmacopéia dos Estados Unidos e seu Formulario Nacional (The United States
Pharmacopeia — USP XXI; The National Formulary — NF XVI, 1985) recomenda, para o
doseamento de paracetamol em amostras liquidas (solug¢des orais), a espectrofotometria de
absorcdo molecular na regido do visivel. Ao passo que, para a determinacio de paracetamol
em amostras solidas (tabletes orais), a cromatografia liquida com detecgéo
espectrofotométrica na regido do ultravioleta é o método preconizado.

Procedimento para amostras liquidas: Transferir um volume precisamente medido da
solugdo oral, previamente agitada e que contenha o equivalente a 100 mg de paracetamol para
um erlenmeyer de 100,0 mL. Adicionar 60,00 mL de 4dgua destilada e deixar sob agitacdo
mecanica durante 30 minutos. Transferir a solucdo para um baldo volumétrico de 100,00 mL e
completar até o menisco. Preparar um padrio de referéncia de paracetamol numa
concentracdo de 100,00 mg L. Transferir separadamente 10,00 mL de cada solucdo (amostra
e padrdo) para baldes volumétricos de 50,00 mL, adicionando em cada um deles os seguintes
reagentes: 2,00 mL de &4cido cloridrico 6,00 mol L' e 5,00 mL de nitrito de sédio
10,00 % (m/v), misturar e aguardar 15 minutos. Adicionar 5,00 mL de sulfamato de amdnio
15,00 % (m/v), agitar suavemente e deixar esfriar a temperatura ambiente. Adicionar
15,00 mL de hidréxido de sédio 2,50 mol L™, agitar, deixar esfriar a temperatura ambiente e
completar com dgua destilada ao volume final. Determinar concomitantemente as
absorbancias de ambas as solu¢des (padrao e amostra) em cubetas de vidro de 1,00 cm de
percurso 6ptico em 430 nm adotando dgua destilada como branco. Calcular a concentragéo

(em mg mL™) de paracetamol na amostra real por meio da Equacio 2.



Canalito (mgmL’l) =(C/V)(Aar/ Apr) Eq 2

Onde C é a concentragdo da solucdo padrio (em mg L"), V é o volume tomado
(em mL) da amostra real e Aag € Apr as absorbancias das solugdes de amostra real e padrio

de referéncia, respectivamente.

Procedimento para amostras solidas: a) Preparacdo da coluna cromatogrdfica:
Inserir com um bastdo uma compressa de 14 de vidro na base de um tubo cromatografico
(25 mm x 25 cm fundido a tubo de 7 mm x 5 cm de comprimento). Transferir a um béquer de
100,0 mL e sob agitacdo mecéanica, 2,00 g de silica e 2,00 mL de uma solu¢do contendo
bicarbonato de sédio 1,00 % (m/v) e carbonato de sédio 4,50 % (m/v) até gerar uma mistura
macia. Transferir a mistura a coluna empacotando delicadamente o material até obter uma
massa uniforme. b) Preparacdo do padrdo e amostra: Preparar um padrio de referéncia de
paracetamol de 8,00 mg L' em 4cido cloridrico 1,00 x 107 mol L'l, utilizando metanol como
solvente. Na preparacdo da amostra real, macerar no minimo 20 tabletes e pesar
cuidadosamente uma massa de po equivalente a 250 mg de paracetamol. Transferir
cuidadosamente a massa pesada a um baldo volumétrico de 250,00 mL e adicionar 2,00 mL
de hidréxido de so6dio 1,00 mol L'l, agitar, completar com 4dgua destilada ao volume final e
filtrar, descartando os primeiros 20,00 mL do filtrado. ¢) Cromatografia liquida: Transferir
2,00 mL do filtrado contendo a amostra para um béquer de 100,0 mL; adicionar uma gota de
dcido cloridrico concentrado e 3,00 g de silica agitando continuamente. Transferir a mistura
para a coluna cromatogréfica, lavando o béquer com uma segunda mistura contendo 1,00 g de
silica e duas gotas de dgua destilada, também transferindo o lavado para a coluna. Empacotar
delicadamente a coluna e inserir com auxilio de um bastdo uma compressa de 13 de vidro no
topo da mesma. Lavar a coluna com 100,00 mL de cloroférmio, descartando o eluato. Eluir a
amostra utilizando éter e coletar o eluato em um béquer de 500,0 mL. Evaporar o éter em
rota-vapor e secar com auxilio de uma bomba de viacuo. Dissolver o residuo em 30,00 mL de
uma solug@o composta pela mistura de 1,00 mL de acido cloridrico 1,00 % (v/v) e 99,00 mL
de metanol. Transferir o volume para um baldo volumétrico de 50,00 mL e completar ao
volume final com metanol. Transferir 10,00 mL desta solu¢do a outro baldo de 50,00 mL

ajustando novamente ao volume final com o mesmo solvente. d) Doseamento:



Concomitantemente determinar as absorbancias da solucio padrio e solugéo final da amostra
em cubetas de quartzo de 1,00 cm de percurso 6ptico em 249 nm, adotando como branco uma
solucdo contendo 4cido cloridrico 1,00 x 10 mol L™ em metanol. Calcular a quantidade (em

mg) de paracetamol na massa pesada de amostra real por meio da Equagao 3.

Canalito (mg) = 31525 C ( AAR/ APR) ' Eq 3

Onde C € a concentracdo da solucdo padrdo (em mg L'l) e Aar € Apr as absorbancias

das solugdes de amostra real e padrao de referéncia, respectivamente.

1.2.5.3 METODO OFICIAL DE ANALISE (AOAC, 1984)

O método oficial recomendado pela Associagdo dos Quimicos Analiticos Oficiais
(Association of Official Analytical Chemists — AOAC, 1984), emprega para o doseamento de
paracetamol em tabletes orais, a espectrofotometria de absor¢do molecular na regido do
ultravioleta. O procedimento assemelha-se bastante com o método empregado pela
Farmacopéia Americana, diferenciando-se apenas em alguns pontos.

Procedimento: a) Preparacdo da coluna cromatogrdfica: Inserir uma compressa de 1a
de vidro na base de um tubo cromatografico (25 mm x 25 cm). Transferir a um béquer de
100,0 mL e sob agitacdo, 3,00 g de terra de diatoméceas e 2,00 mL de uma solugdo tampao
(pH = 10,10) composta de bicarbonato de sédio 1,00 % (m/v) e carbonato de sddio
4,50 % (m/v) até formar uma massa sdlida de aparéncia mole. Transferir a mistura a coluna
empacotando delicadamente o material at€é obter uma massa uniforme. b) Preparacdo do
padrdo e amostra: Preparar um padrio de referéncia de paracetamol de 8,00 mg L™ contendo
4cido cloridrico 1,00 x 10 mol L™ e utilizando metanol como solvente. Na preparacio da
amostra real, pesar cuidadosamente uma massa de pé contendo o equivalente a 240 mg de
paracetamol. Transferir a massa pesada a um baldo volumétrico de 250,00 mL e adicionar
2,00 mL de hidréxido de sédio 1,00 mol L'l, agitar e completar com 4dgua destilada ao volume
final. ¢) Cromatografia liquida: Transferir 2,00 mL da solu¢do de amostra a um béquer de
100,0 mL; adicionar uma gota de d4cido cloridrico concentrado e 3,00 g de terra de

diatomaceas agitando continuamente. Transferir a mistura para a coluna cromatografica,



lavando o béquer com uma segunda mistura contendo 1,00 g de terra de diatomdiceas e duas
gotas de dgua destilada. Empacotar delicadamente a coluna e inserir uma compressa de 13 de
vidro no topo da mesma. Lavar a coluna com 100,00 mL de cloroférmio, descartando o
eluato. Eluir a amostra utilizando 150,00 mL de éter, coletando o eluato em um béquer de
500,0 mL. Evaporar o solvente em rota-vapor e secar com auxilio de uma bomba de vécuo.
Dissolver o residuo em 30,00 mL de solucdo composta de 1,00 mL de &cido cloridrico
1,00 % (v/v) e 99,00 mL de metanol. Transferir o volume para um baldo volumétrico de
50,00 mL e completar ao volume final com o mesmo solvente. Transferir 10,00 mL desta
solugdo a outro baldo de 50,00 mL ajustando novamente ao volume final com o mesmo
solvente. d) Doseamento: Concomitantemente determinar as absorbancias da solug@o padrio e
solugdo final da amostra em cubetas de quartzo de 1,00 cm de percurso 6ptico em 249 nm,
adotando como branco uma solu¢do contendo acido cloridrico 1,00 x 10° mol L em
metanol. Calcular a quantidade (em mg) de paracetamol na massa de amostra real por meio da

Equacgdo 3 (se¢do 1.2.5.2; p. 13).

1.2.6 PUBLICACOES PARA DETERMINACAO DE PARACETAMOL

Como resultado da busca por técnicas analiticas mais eficientes e destinadas ao
controle de qualidade de um dos medicamentos mais utilizados no mundo (Bosch et al.,
2006), diversas metodologias foram e continuam sendo desenvolvidas para auxiliar na
determinagdo de paracetamol, esteja este em sua forma pura (matéria-prima), em fluidos
biolégicos, em formulagcdes farmac€uticas ou em associagdes com outras substincias. A
Tabela 2 traz alguns procedimentos analiticos desenvolvidos empregando Andlise por Injecdo
em Fluxo (FIA) associada a diferentes técnicas de deteccdo para a determinacio de

paracetamol.



Tabela 2. Levantamento de alguns trabalhos empregando anélise por injecdo em fluxo com

detecgdo Optica para determinag@o de paracetamol.

Técnica(s) Reagentes Cromogénicos
Deteccio . Matriz Referéncia
Associada(s) Empregados
Espectrofotometria FlAe Hipoclorito de Sédio e Formulagdes Lavorante
no Vis* Multicomutagdo Salicilato de Sédio Farmacéuticas et al., 2006
Quimiluminescéncia FIA Tris(2,2’-bipiridil)ruténio(II) Formulagdes  Ruengsitagoon
e Permanganato de Potassio Farmacéuticas et al., 2006
Espectrofotometria FIA Acido Nitroso Produtos Suarez
no Vis* Farmacéuticos et al., 2005
Espectrofotometria FIA Nitrito de Sédio Tabletes e Knochen
no Vis* Solucdes Orais et al., 2003
Espectrofotometria FIA Hipoclorito de Sédio e Formulagdes Aniceto
no Vis* Salicilato de Sédio Farmacéuticas et al., 2002
Espectrofotometria ~ FIA e Hidrdlise o-cresol Formulagdes Criado
no Vis* por Microondas Farmacéuticas et al., 2000
Espectrofotometria FlAe Nenhum (Suporte Sélido: Formulagdes Canada
no UV* Pré-concentragdo Sephadex QAE A-25) Farmacéuticas et al., 2000
Espectrofotometria FlA e Nenhum (Suporte Sélido: Preparacdes Medina
no UV* Pré-concentragdo Sephadex QAE A-25) Farmacéuticas et al., 1999
Espectrometria FIA Ferricianeto de Potéssio Tabletes Orais Ramos
por FTIR* etal., 1998
Espectrofluorimetria FlAe Hexacianoferrato de Preparacdes Pulgarin
“Stopped-flow” Potéssio farmacéuticas etal., 1996
Espectrofotometria ~ FIA e Hidr6lise 8-Hidroxiquinolina e Formulagdes Bouhsain
no Vis* por Microondas Periodato de Potassio Farmacéuticas etal., 1996
Espectrofotometria FIA 2-Iodilbenzoato Formulagdes Verma
no Vis* de Drogas etal., 1992
Espectrofluorimetria ~ FIA e Reacdo Hexacianoferrato de Formulagdes Calatayud
em Fase Sélida Potassio Farmacéuticas et al., 1990



Espectrofotometria FIA e Reacdo Hexacianoferrato de Formulagdes Calatayud

no Vis* em Fase Sélida Potassio e Fenol Farmacéuticas etal., 1989
Espectrofotometria FIA Hexacianoferrato de Formulagdes Calatayud
no Vis* Potassio e Fenol Farmacéuticas etal., 1986

*Vis (Visivel); UV (Ultravioleta) e FTIR (Infravermelho com Transformada de Fourier).

Dentre os trabalhos citados na Tabela 2, alguns deles envolvendo FIA e deteccoes
espectrofotométricas na regido do visivel foram comparados em funcio de suas figuras de
mérito (pardmetros analiticos). Este levantamento bibliografico (Tabela 3) é de grande
utilidade, pois, além de ser uma revisdo literdria interessante, também servird como forma de
avaliar os pardmetros analiticos alcangados com o procedimento proposto no presente

trabalho.
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1.3 ANALISE POR INJECAO EM FLUXO (FIA)

A técnica de Andlise por Injecdo em Fluxo, conhecida internacionalmente por FIA,
sigla oriunda da expressdo inglesa “Flow Injection Analysis”, foi originada a partir de
modifica¢des da técnica de Andlise em Fluxo Segmentado (SFA) desenvolvida por Skeggs
em 1950, a qual, nas décadas de 1970 e 1960, destinava-se principalmente a determinagio
automatizada de diversos constituintes quimicos em amostras de sangue e urina com fins de
diagnéstico clinico (Skoog, 2002).

Visando contornar a baixa reprodutibilidade associada aos sistemas em fluxo
segmentado, novos estudos, que terminariam por resultar no surgimento da Andlise por
Injecdo em Fluxo, foram iniciados. Parte desses estudos foi realizada no Brasil em 1975 pelo
Dr. Jaromir Ruzicka, natural da Republica Checa, juntamente com alguns colaboradores
brasileiros no Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sdo Paulo
(CENA/USP) (Reis, 1996). Na mesma década nos Estados Unidos, Stewart e colaboradores
também descreviam os principios iniciais que norteariam a referida técnica (Skoog, 2002).

Ap6s sua criacdo, a FIA difundiu-se amplamente e pesquisadores de mais de 40 paises
tem publicado artigos empregando este processo e envolvendo varias dreas da quimica
analitica (Reis, 1996), fato que pode ser comprovado pelo crescimento exponencial do
ndmero de artigos publicados envolvendo a referida técnica, principalmente nas areas de

controle ambiental e de qualidade e nas andlises clinicas (Trojanowicz, 2000).

1.3.1  ORIGEM DA TECNICA

Como relatado anteriormente, a Andlise por Injecio em Fluxo (FIA) € uma técnica
proveniente do aprimoramento de sistemas de Andlise em Fluxo Segmentado (SFA), nos
quais aliquotas de amostras percorrem o sistema em direcdo ao detector, espacadas
proximamente por bolhas de ar. Os propdsitos destas bolhas sdo prevenir a dispersdo
excessiva das amostras, promover a mistura destas com os reagentes por convecgdo e arrastar
tracos de reagentes e amostras que permaneceram aderidas as paredes dos tubos de extensdo,

evitando desta forma a intercontaminacao entre amostras sucessivas (Figura 3) (Skoog, 2002).
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Figura 3. Configuracéo classica de um mddulo de andlise empregando fluxo segmentado e
demonstragdo do processo de mistura por conveccdo. Legenda: A (amostra ou padrdo);

R (reagente) (Adaptada de: Karlberg e Pacey, 1989).

Pesquisadores observaram que a dispersdo e a intercontaminagdo das amostras
poderiam ser praticamente controladas sem o auxilio das bolhas de ar, desde que um sistema
fosse adequadamente projetado (Skoog, 2002). Assim surgiu a FIA, onde aliquotas
reprodutiveis de amostras sdo inseridas no fluxo de uma solug¢@o transportadora e um processo
de dispersdo controlada, decorrente da geracdo de gradientes de concentragdo, torna-se o fator

responsédvel pela mistura entre reagentes e amostras (Figura 4).
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Figura 4. Configuracio classica de um moédulo de andlise empregando injecdo em fluxo e
demonstragdo do processo de mistura por dispersdo. Legenda: ST (solugcdo transportadora);

A (amostra ou padrdo); R (reagente).



Segundo Ruzicka e Hansen, o termo dispersdo controlada deve ser entendido como um
processo reprodutivel de diluicdo e mistura fisica que a amostra sofre durante todo o percurso
analitico (espaco compreendido desde o local de injecdo da amostra até a saida da mesma do
detector) (Karlberg e Pacey, 1989). O controle da dispersdo, fendmeno também chamado de
dilui¢do da zona de amostra, di-se pela otimizacdo de vdrios fatores, tais como: volume
injetado de amostra, vazdes do fluido transportador e dos reagentes, didmetro interno das
tubulagdes, comprimento das bobinas de mistura e do percurso analitico (Arruda e Collins,
2005).

De maneira geral, as diferencas fundamentais entre as duas técnicas de andlise em

fluxo, FIA e SFA, encontram-se resumidas na Tabela 4.

Tabela 4. Diferengas fundamentais entre andlise por injecdo em fluxo e em fluxo segmentado.

Parametros FIA SFA
Introdugdo de amostra Injecdo Aspiracdo
Volume de amostra Microlitros (uL) Mililitros (mL)
Tipo de Fluxo Nao Segmentado Segmentado
Processo de mistura Dispersao Convecgio
Separador de Fases *Nao Obrigatdrio Obrigatério
(Desborbulhador)

* Salvo nos casos em que a reacdo ocorrida no sistema promova a formagao de gés.

1.3.2 PRINCIPIOS DA TECNICA

Em sintese, a Andlise por Injecio em Fluxo é uma técnica bastante pritica de
introdug@o de amostras em um detector, que se faz perante o transporte das mesmas por meio
de um fluido transportador que se dirige em direcdo ao dispositivo de leitura.

Os principios bdsicos da FIA, inicialmente definidos por Ruzicka e Hansen
compreendem: reprodutibilidade no tempo dos eventos que ocorrem no percurso analitico,
insercdo da amostra num fluxo de uma solugdo transportadora e dispersdo controlada da

amostra injetada (Karlberg e Pacey, 1989).



1.3.3 VANTAGENS DA TECNICA

A insercdo da amostra num sistema de fluxo ndo-segmentado trouxe varias vantagens,

dentre as quais estdo:

a) Aumento da freqii€ncia analitica em virtude da redu¢@o do tempo de anélise;
b) Reducdo na manipulacdo de reagentes e amostras, contribuindo com a diminui¢cdo dos
riscos a satide dos analistas, os erros associados aos procedimentos manuais e a redugdo dos
custos com mao-de-obra;
c) Alta versatilidade, pois alguns procedimentos adicionais podem ser realizados em linha,
tais como: dilui¢do, pré-concentragdo, didlise, extracdo por difusdo gasosa e mascaramento de
interferentes;
d) Elevada reprodutibilidade e repetibilidade da técnica;
e) Aumento na seletividade, sensibilidade, precisio e exatiddo das analises;
f) Possibilidade de trabalhar com produtos de deteccdo metaestdveis, uma vez que para as
determinagdes serem realizadas ndo € necessdrio que o meio reacional atinja o estado de
equilibrio.

Tais conveniéncias associadas a Anélise por Inje¢do em Fluxo terminaram por superar
os sistemas de Andlise em Fluxo Segmentado e os tradicionais métodos de andlise em

batelada (Karlberg e Pacey, 1989).

1.3.4 COMPONENTES FUNDAMENTAIS

Para a montagem de um sistema FIA, alguns componentes principais e caracteristicos
da técnica sdo indispensaveis: unidade de propulsio de fluidos, tubos de propulsdo, extensao e
conexdo, injetor e cela de fluxo adaptada ao detector. Além destes, alguns acessdrios também
sao utilizados: algcas de amostragem, bobinas de mistura e confluéncias. A depender do tipo e
finalidade das andlises, outros dispositivos podem se tornar necessdrios: desborbulhadores,
celas de difusdo gasosa, extratores liquido-liquido, celas de didlise, colunas de pré-
concentracdo e banhos termostaticos.

A presente secdo se deterd especificamente na descri¢do dos componentes principais
empregados na elaboragdo do sistema FIA do referido trabalho, salientado que grande parte
destes dispositivos também € utilizada em vérios trabalhos publicados envolvendo Anélise por

Inje¢do em Fluxo.



a) Unidade de propulsdo de fluidos:

Em sistemas FIA diferentes mecanismos podem ser utilizados para propelir, sob vazio
constante e controlada, a solucdo transportadora e os reagentes. Desta forma, bombas
peristalticas, de seringa, de pistdo, microbombas, eletrosmose e até o auxilio da gravidade sdo
alternativas na inducdo do fluxo nesses sistemas (Skoog et al., 2006).

Neste trabalho, empregou-se uma bomba peristaltica de 4 canais, na qual cassetes e
tubos de propulsdo sdo devidamente encaixados para gerar a pressdao necessdria para propelir

as solucdes empregadas (Figura 5).

Bomba Cassete
Peristaltica

Tubo de Tubo de
Bombeamento Extensao
—— ———
Fluxo Fluxo

Rolete

Figura 5. Bomba peristaltica de 4 canais, cassetes, tubos de propulsdo e ilustracido

demonstrando a relacdo entre os mesmos.

b) Injetor:

Para garantir uma elevada repetibilidade de sinal é importante inserir rdpida e
reprodutivelmente um volume fixo de amostra no fluxo da solugdo transportadora, evitando-
se a0 maximo sua perturbacio (Skoog et al., 2006). Nos experimentos iniciais do processo de
andlise por injecdo fluxo, a insercio da amostra era realizada por meio de uma seringa
hipodérmica, fato que deu origem ao nome da técnica, porém, com a evolugéo tecnoldgica,
outros mecanismos para a inje¢do da amostra na solugéo transportadora foram desenvolvidos:

injetor-comutador, injetor proporcional, vdlvula rotativa e vdlvulas de 6 e 8 vias (Reis, 1996).



Dentre todos os dispositivos de introducdo de amostra citados, o injetor-comutador € o

mais empregado, funcionando da seguinte forma: o fluxo da amostra preenche a alca de

amostragem, que possui um comprimento correspondente ao volume injetado no fluxo da

solugdo transportadora. Somente apds o manuseio da alavanca do injetor é que o volume de

amostra contido na alca serd inserido no fluxo da solugdo transportadora, que por fim, segue

em direcdo ao detector (Figura 6).
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Figura 6. Funcionamento de um injetor-comutador de 6 vias. (Adaptada de: Karlberg e

Pacey, 1989)

Neste trabalho, empregou-se um injetor-comutador manual de 6 vias (construido em

acrilico) para a inser¢do da amostra no fluxo da solu¢do transportadora (Figura 7).
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Figura 7. Injetor-comutador manual de 6 vias e ilustragdo demonstrando a relacdo entre o

mesmo com tubos de extensdo e alca de amostragem.



c) Acessorios:

Outros dispositivos utilizados na montagem do sistema de anédlise em fluxo proposto

seguem mostrados na Figura 8.

Figura 8. Acessorios utilizados no trabalho. Legenda: A (confluéncia de duas vias) e B

(bobina de mistura).

A confluéncia (A), construida em acrilico e que normalmente possui duas ou trés vias,
€ um mecanismo utilizado para fundir fluxos paralelos de diferentes solucdes, transpondo em
fluxo dnico a mistura formada. A bobina de mistura (B), fabricada sobre um suporte e
possuindo um comprimento desejado, serve para facilitar a mistura entre reagente e amostra e
promover a formacdo do produto cromogénico que serd monitorado pelo espectrofotometro

(Arruda e Collins, 2005).

d) Detector e Celas de Fluxo:

Dentre os sistemas de detec¢do empregados na Andlise por Injecio em Fluxo,
espectrofotometros, fotdmetros, fluorimetros, sistemas eletroquimicos, refratdmetros,
espectrometros de emissao e absor¢do atomicas tém sido utilizados (Skoog et al., 2006).

Neste trabalho empregou-se um espectrofotdmetro UV/Vis e duas celas de fluxo, uma
de vidro, para detec¢@o na regido do visivel e outra de quartzo, para deteccdo na regido do

ultravioleta (Figura 9).



Figura 9. Espectrofotometro e celas de fluxo utilizadas no presente trabalho. Legenda:

A (Espectrofotometro UV/Vis); B (cela de fluxo de vidro) e C (cela de fluxo de quartzo).

1.3.5 MODULOS DE ANALISE POR INJECAO EM FLUXO

A montagem de um sistema FIA dependente principalmente da metodologia
empregada, do detector utilizado, de etapas adicionais que em certas circunstincias o sistema
pode exigir (remog¢do de gis produzido no interior dos tubos e separacio de fases imisciveis) e
ainda, de procedimentos adicionais adotados pelo analista para aumentar o desempenho do
sistema (pré-concentracdo e didlise de amostras, aquecimento ou resfriamento da mistura
reacional). Em razdo destas varidveis, sistemas bastante simples ou extremamente complexos

envolvendo Anélise por Injecio em Fluxo podem ser desenvolvidos.



2. Objetivos



2.1 GERAL

O presente trabalho teve por objetivo geral o desenvolvimento de procedimento
analitico alternativo para determinacdo de paracetamol em formulacdes farmacéuticas,
empregando a técnica de Andlise por Injecio em Fluxo (FIA) associada a deteccdo
espectrofotométrica de absor¢cdo molecular na regido do visivel.
2.2 ESPECIFICOS

Os objetivos especificos compreenderam:

= Desenvolver um procedimento analitico inédito para a determinagéo de paracetamol;

® Analisar amostras reais (formulagdes farmacéuticas) que contenham paracetamol como

principio ativo;

= Assegurar a confiabilidade da técnica desenvolvida comparando os resultados alcangados

pelo método proposto com os obtidos através de procedimento oficialmente reconhecido.



3. Experimental



3.1 PROCEDIMENTO PROPOSTO

No presente trabalho, adotou-se a reagdo de diazoacoplamento (reag@o de Griess) para
a geracdo de um diazocomposto, classe de substincias que normalmente apresentam forte
coloracdo. A caracterizacdo do produto cromogénico, alvo da detec¢cdo espectrofotométrica,
ndo foi totalmente elucidada, visto que este ndo faz parte do objetivo do trabalho, contudo,
baseando-se em estudos realizados neste trabalho, sugere-se a formag¢do do composto (5) a

partir da seqii€ncia de rea¢des mostrada na Figura 10.

0
IC!
K4
N “cH,
(I)H (I)H 3 (I)H
0=S=0 0=S=0 0=S=0
HCI OH A
C= CH3
NaNO, o NaOH
NH, N=N N=N

Figura 10. Seqiiéncia de reacdes sugerida para a formacdo do produto cromogénico.
Legenda: (1) dcido sulfanilico, (2) cdtion de arenodiazonio, (3) paracetamol, (4)

diazocomposto e (5) produto cromogénico.



Na seqiiéncia reacional apresentada na Figura 10, o dcido sulfanilico (1) atua como
substancia base para a geracdo do cation de arenodiazonio (2) e o paracetamol (3) como
substrato para a reacdo de acoplamento, a qual é favorecida em meio alcalino. Esta reacdo
resulta na formacdo de um diazocomposto (4), que em condi¢cdes mais alcalinas, gera um
produto cromogénico laranja-avermelhado (5) altamente estidvel e que absorve intensamente

em 500 nm.

3.2 CONFIGURACAO DO MODULO DE ANALISE

A configuracdo do sistema de injecdo em fluxo proposto para a determinagdo de

paracetamol € mostrada na Figura 11.

Bomba
Peristaltica
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Termostatico
R] C2
R, C, Detector
:::'_ R A =500 nm
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Figura 11. Configuracdo do sistema de inje¢cdo em fluxo proposto para a determinagdo de
paracetamol. Legenda: R; (NaOH 0,25 M), R, (NaNO; 0,06 M), R; (CsH;NO3S 0,07 M em
HCIL 0,10 M), A (amostra ou padrdo), C; e C, (confluéncias), vazdo do sistema 1,40 mL min'],

volume de amostra 150,7 uL, bobina de mistura 30 cm, banho termostdtico 45,0 °C.

No sistema da Figura 11, a mistura contendo o cdtion de arenodiazonio, gerado em C;
por meio da reacdo de diazotacio em meio cloridrico envolvendo &cido sulfanilico
(C6H7NO3S) e nitrito de sédio, atua como solucdo transportadora da amostra apds a mesma

sofrer inser¢do em seu fluxo por meio do injetor. Apods a segunda confluéncia (C,), na bobina



de mistura e durante todo o percurso em direcdo ao detector, a alcalinizagdo do meio mediada
pelo hidréxido de sédio favorece a reagdo de acoplamento entre o diazoto e o paracetamol
contido na amostra, gerando dessa forma o diazocomposto e subseqiientemente o produto

cromogénico sugerido.

3.3 EQUIPAMENTOS E VIDRARIAS

A Anidlise por Injecio em Fluxo é uma técnica analitica que exige alguns

equipamentos e acessorios particulares, dentre estes, os utilizados foram:

= Espectrofotometro FEMTO® UV/Vis (modelo 700 Plus);

= Espectrofotdmetro BIOSPECTRO® Vis (modelo: SP-22);

= Cela de fluxo em “U” com paredes de vidro e 2,00 cm de percurso 6ptico;

= Cela de fluxo em “J” com paredes de quartzo e 1,00 cm de percurso 6ptico;

= Bomba peristaltica ISMATEC® de 4 canais (modelo: CP 78017-10);

= Cassetes ISMATEC® com regulacio automatica;

= Injetor-comutador manual de 6 vias (construido em acrilico);

= Confluéncias de duas vias (construidas em acrilico);

= Bobinas de mistura (feitas com tubos de polietileno com 0,80 mm de diametro interno
enrolados em espiral sobre um suporte);

= Alcas de amostragem (feitas com tubos de polietileno com 0,80 mm de didmetro interno);

= Tubos de propulsdao TYGON® com 0,76 mm de didmetro interno;

= Tubos de extensdo de polietileno com 0,80 mm de didmetro interno.

Além dos materiais caracteristicos da técnica, alguns outros comumente encontrados

em laboratdrios de quimica também foram utilizados:

= Balanga analitica MICRONAL MARK® (modelo: 210 A);

= Agitador magnético com aquecimento IKA® (modelo: RH basico Kt/C);

= Banho termostético (montado sobre o agitador magnético com termostato regulavel);
= pHmetro;

= Pipetas automaticas e ponteiras EPPENDORF® (de 200 pL, 1000 uL e 5000 pL);



= Baldes volumétricos de 250,00, 200,00, 100,00 e 50,00 mL;

= Bastdes e funis de vidro;

= Beckers de vidro de 500,0, 250,0, 100,0 € 25,0 mL e de teflon de 250,0 mL;
= FErlenmeyers de 100,0 mL;

= Pipetas volumétricas de 20,00 e 50,00 mL;

= Provetas de 10,00, 25,00 e 50,00 mL.

= Almofariz e pistilo de porcelana;

3.4 REAGENTES E SOLUCOES

Os reagentes quimicos empregados na preparacdo das solucdes foram todos de grau
analitico, sendo utilizados sem nenhuma purificacio adicional. Os mesmos seguem listados a

seguir:

» Acido cloridrico concentrado P.A. SYNTH (36,5 -38,0 % (m/m), MM. = 36,46 g
mol’ e d=1,18kgL™");

» Acido sulfanilico P.A. MERCK (CcH7NOsS, MMM. =173,19 ¢ mol'l);

= Hidréxido de sédio em pastilhas P.A. MERCK (M.M. = 40,00 g mol'l);

= Nitrito de sédio P.A. VETEC ( M.M. = 69,00 g mol'l);

» Hidréxido de amonio concentrado P.A. VETEC ( 28,0 % (m/m), M.M. = 35,05 g
mol” e d=091kgL™");

= Cloreto de amo6nio P.A. VETEC (M.M.=53,49 g mol'l);

= Bicarbonato de sédio P.A. VETEC (M.M. =84,01 g mol’l);

= (Carbonato de sédio P.A. VETEC (M.M. = 105,99 g mol'l);

= Tetraborato de sédio deca-hidratado P.A. MERCK (M.M. = 381,37 g mol'l);

» Eter etilico P.A. VETEC MM.=74,12 ¢ mol’l);

= Sulfato de s6dio anidro P.A. VETEC (M.M. = 142,04 g mol'l).

Para o preparo das solugdes padrio do analito foi utilizada a substancia paracetamol de

grau bioquimico GALENA (CsHgNO, 99,8 % de pureza e M.M. = 151,16 g mol'l).



3.4.1 PREPARO DAS SOLUCOES

A preparacdo das solugdes a seguir consideram as concentracdes dos reagentes

empregados no trabalho, estabelecidas ap6s todos os estudos de otimizacao.

a) Solucdo estoque de dcido cloridrico 2,00 mol L”: preparada por dilui¢do adequada do

acido concentrado (= 12,06 mol L'l) em 4gua destilada.

b) Solucdo de dcido sulfanilico 0,07 mol L’ em dcido cloridrico 0,10 mol L™: preparada a
partir da dissolucgéo de 2,4247 g (£ 0,0001) do reagente em 150 mL de 4dgua destilada seguida
de adi¢do de 10,00 mL de 4cido cloridrico 2,00 mol L. Antes do ajuste do menisco do baldo
para o volume final de 200,0 mL, a solu¢do permaneceu sob agitacdo em agitador magnético
durante um periodo de 10 minutos para assegurar a total dissolucdo da massa pesada. A
solug@o foi armazenada em frasco Ambar ao abrigo da luz e a temperatura ambiente, sendo

utilizada durante trés dias, contados a partir do dia de sua preparacgao.

¢) Solucdo de hidréxido de sédio 0,25 mol L': preparada pela pesagem de 2,5000 g (+

0,0001) do reagente em 4gua destilada para o volume final de 250,0 mL.

d) Solucdo de nitrito de sédio 0,06 mol L: preparada a partir da dissolugdo de 0,5520 g
(£ 0,0001) do reagente em dgua destilada com o volume final completado para 200,0 mL.
Esta solucdo foi preparada diariamente e mantida em frasco dmbar com tampa de vidro

esmerilhado.

e) Solugdo estoque de paracetamol 1000,0 mg L”: preparada a partir da dissolu¢io de
0,2004 g (£ 0,0001) do reagente em 4gua destilada para o volume final de 200,0 mL. Para
assegurar a dissolucdo total da substancia, a massa pesada ficou sob agitacio em agitador
magnético durante um periodo de 10 minutos em erlenmeyer de 250 mL antes do ajuste do
menisco do baldo. As solucdes padrao de paracetamol foram preparadas a partir de dilui¢des

adequadas da solugdo estoque.



3.5 AMOSTRAS SELECIONADAS

O paracetamol foi determinado em formulagdes farmacéuticas sélidas (tabletes orais) e
liquidas (solugdes orais em gotas) adquiridas em drogarias de Maceié-AL. Deste modo, foram
selecionados medicamentos de referéncia, genéricos e similares, todos contendo o
paracetamol como tnico principio ativo. As amostras sélidas, todas contendo de acordo com o
laboratério fabricante o teor nominal de 750 mg do principio ativo, sdo comercialmente
conhecidas como: Tylenol (referéncia), Paracetamol Genérico Medley (genérico),
Paracetamol Genérico EMS (genérico), Tylaflex (similar), Tylidol (similar) e Termol
(similar). As amostras liquidas, todas contendo segundo as especificacdes do laboratério
fabricante a concentracdo nominal de 200 mg mL" do principio ativo, sdo comercialmente
conhecidas como: Tylenol (referéncia), Paracetamol Genérico Medley (genérico),
Paracetamol Genérico EMS (genérico), Tylaflex (similar), Tylidol (similar) e Termol

(similar).

3.5.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

As amostras sélidas analisadas foram preparadas de acordo com o procedimento
recomendado pela Farmacopéia Brasileira (1977), exceto pelo uso de metanol para auxiliar na
dissolucdo da massa pesada. A opcdo pela ndo utilizagdo deste dlcool deve-se a sua elevada
toxicidade, em adicdo, o processo de dissolucdo das amostras s6lidas também se apresentou
eficaz utilizando-se somente a agitacdo com auxilio de agitador magnético, dispensando o uso
desta substincia. Uma vez que a Farmacopéia Brasileira ndo descreve a preparacdo de
amostras liquidas, este procedimento foi realizado de forma semelhante ao método
preconizado pela Farmacopéia Americana (USP XXI, 1985), diferenciando-se apenas nas

dilui¢des realizadas.

a) Amostras solidas: Pesou-se o tablete contendo o teor nominal de 750 mg de
paracetamol, anotando a massa total verificada. Em seguida efetuou-se a maceracdo da
amostra e ap6s homogeneizagao, pesou-se 0,1200 g (£ 0,0001) do p6, dissolvendo a massa
pesada em 400 mL de dgua destilada sob agitacdo com auxilio de agitador magnético durante
um periodo de 10 minutos em erlenmeyer de 500,0 mL. Todo o volume foi transferido a um

baldao volumétrico de 500,0 mL e o volume final ajustado com 4gua destilada. A solucdo de



andlise foi obtida diluindo-se 5,00 mL da solugéo anterior (solu¢do-mae) para o volume final

de 100,0 mL em baldo volumétrico.

b) Amostras liquidas: Tomou-se 500 UL da soluc@o oral, previamente agitada e
contendo, de acordo com a especificacdo do fabricante, 200 mg mL" de paracetamol,
diluindo-o em 400 mL de 4dgua destilada sob agitacio com auxilio de agitador magnético
durante um periodo de 10 minutos em erlenmeyer de 500 mL. Todo o volume foi transferido a
um baldo volumétrico de 1000,0 mL e o volume final ajustado com dgua destilada. A solucgdo
de anélise foi obtida diluindo-se 10,00 mL desta solug@o (solu¢do-mae) ao volume final de

100,0 mL em baldao volumétrico.



4. Resultados e Discussoes



4.1 ESTUDOS ESPECTROSCOPICOS

411 ESPECTRO DE ABSORCAO MOLECULAR DO PRODUTO
CROMOGENICO

Para identificar o comprimento de onda no qual se observa absor¢do maxima do
produto cromogénico gerado, construiu-se uma curva de comprimento de onda versus sinal
analitico obtido. Este estudo foi efetuado variando-se o comprimento de onda na regido do
espectro eletromagnético compreendida entre 400 e 600 nm (visivel), em intervalos de 10 nm
entre cada ponto obtido.

Para obten¢do dos espectros mostrados na Figura 12 utilizou-se as seguintes solucdes:
B (branco), AS (4cido sulfanilico), P (paracetamol) e PC (produto cromogénico) (Tabela 5),
preparadas por dilui¢des apropriadas de solugdes estoque de CsH;NO3S 5,00 x 10% mol L™,
NaNO, 5,00 x 10% mol L', HC1 5,00 x 10 mol L', NaOH 1,50 x 10? mol L™ e paracetamol
6,62 x 10° mol L (equivalente a uma solugdo de 1000,0 mg L™). As respectivas solugdes de
estudo foram obtidas pela mistura de aliquotas adequadas dos reagentes concentrados com
posterior diluicdo ao volume final de 50,0 mL, visando obter as concentragdes dos
componentes descritas na Tabela 5. Os espectros de absor¢do das solucdes de acido
sulfanilico (AS) e paracetamol (P) foram obtidos adotando-se a solu¢do B como branco e,
para a obten¢do do espectro de absor¢@o da solugdo do produto cromogénico (PC), adotou-se

a solucdo AS como branco.

Tabela 5. Concentragdes dos componentes adicionados nas solugdes de estudo ap6s diluicdo.

Reagentes* Solugﬁ(:B Soluciio AS Solu(;ﬁ(_)lP Solucao j’C
(mol L) (mol L’l) (mol L) (mol L)

C¢H,NO;S Nio Adicionado 5,00x 10™ Nio Adicionado 5,00 10™

NaNO, 3,00 x 10™ 3,00x 10™ 3,00 x 10™ 3,00 x 10™

HCI 5,00 x 10 5,00x 10* 5,00 x 10 5,00 x 10

Paracetamol**  Ngo Adicionado  Niio Adicionado 3,30 x 10™ 3,30 x 10™

NaOH 6,00 x 10™ 6,00 x 10 6,00 x 10™ 6,00 x 10™

*0s reagentes aparecem segundo a ordem de adi¢@o para a preparacdo das solugdes de estudo.
Legenda: B (branco); AS (dcido sulfanilico); P (paracetamol) e PC (produto cromogénico);

**concentracio de paracetamol equivalente a 50,00 mg L™
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Figura 12. Espectros de absor¢do molecular das solucdes de estudo. Legenda: PC (produto

cromogénico); AS (dcido sulfanilico) e P (paracetamol).

Segundo os espectros da Figura 12, o produto cromogénico gerado pelo método
proposto desenvolve absor¢do maxima em 500 nm. Bandas de absor¢do em torno de 450 nm,
observadas nos espectros das solu¢des PC e P indicam a presenca da substincia ressonante
monitorada por Suarez et al. 2005 e Knochen et al. 2003, uma vez que as reagdes adotadas
nos procedimentos para a determinacdo de paracetamol desenvolvidos por ambos os
pesquisadores (Figura 13) utilizaram exatamente os mesmos reagentes e a mesma seqtiéncia

de mistura da solugdo de paracetamol empregada no presente estudo (soluc@o P, Tabela 5).
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Figura 13. Reacdo de formagdo do produto cromogénico monitorado por Suarez et al. 2005 e

Knochen et al. 2003. Legenda: (1) paracetamol, (2) intermedidrio e (3) produto cromogénico.



Logo apds os espectros de absor¢cdo serem obtidos, o pH das solucdes estudadas foi
medido e os valores observados foram: 9,40 (B), 8,35 (AS), 9,21 (P) e 9,02 (PC). Desta
forma, um novo estudo foi realizado visando avaliar a influéncia do pH na formacdo do

produto cromogénico.

4.1.2 INFLUENCIA DO pH NA FORMACAO DO PRODUTO CROMOGENICO

Para identificar a faixa de pH na qual a formagdo do produto cromogénico é melhor
favorecida, foram registrados espectros de absor¢do molecular de solugdes do produto
cromogénico (PC) em diferentes valores de pH. As solugdes estoque de reagentes empregadas
neste estudo foram as mesmas descritas na secdo 4.1.1 (p. 37).

O estudo da influéncia do pH nas solugdes utilizadas foi promovida a partir da adi¢do
de diferentes volumes de hidréxido de sédio 1,50 x 102 mol L™ (500 a 4000 pL), uma vez
que esta € a ultima substincia adicionada segundo a ordem de mistura dos reagentes. Ambas
as solucdes, AS e PC, foram preparadas com o mesmo volume de hidréxido de sédio e o pH
das respectivas solugdes foram medidos com auxilio de um pHmetro devidamente calibrado
(Tabela 6). Os espectros de absorcdo das solu¢des do produto cromogénico (PC) foram
obtidos adotando-se a solu¢do AS como branco. Os resultados revelados neste estudo estio

mostrados na Figura 14.

Tabela 6. Relacdo entre o volume de NaOH adicionado e o pH das solugdes de estudo.

Volume de NaOH adicionado pH medido da pH medido da
1,50 x 10 molL™ (uL) solucdio AS* solucio PC

500 3,39 3,42
1000 4,28 4,31
1500 5,79 5,84
2000 7,08 7,10
2500 9,04 9,12
3000 9,61 9,63
3500 9,87 9,92
4000 10,28 10,35

*solucdo adotada como branco. Legenda: AS (dcido sulfanilico) e PC (produto cromogénico).
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Figura 14. Influéncia do pH na formacdo do produto cromogénico.

Analisando os espectros de absor¢do da Figura 14, observou-se que a faixa de pH que
melhor favorece a formagdo do produto cromogénico estd compreendida entre 9,12 e 10,35. A
reducdo de absorbéancia observada em pH 10,35 pode ser decorrente, segundo Solomons e
Fryhle (2002), da reacdo do cation de arenodiazdnio com fons hidroxidos (OH") produzindo
inicialmente o diazohidréxido e posteriormente o fon diazotato correspondente, substancias

pouco reativas, e portanto, incapazes de acoplar com o paracetamol (Figura 15).
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Figura 15. Reacdo lateral interferente na formacdo do produto cromogénico.
Legenda: (1) dcido sulfanilico, (2) cdtion de arenodiazonio, (3) paracetamol, (4)

diazocomposto, (5) produto cromogénico, (6) diazohidroxido e (7) ion diazotato.

Como a faixa de pH compreendida entre 9,12 e 9,92 favorece a formacio do produto
cromogénico, pode-se dizer que estas condi¢cdes de alcalinidade fortalecem o argumento de
que o produto cromogénico monitorado neste trabalho trata-se de uma espécie iOnica
decorrente da desprotonacdo do diazocomposto previamente formado. A possibilidade desta
sugestdo ser verdadeira € bastante plausivel, uma vez que este fendmeno também é o fator
responsavel pela geracdo do produto cromogénico monitorado por Suarez et al. 2005 e
Knochen er al. 2003. Outros motivos que também contribuem efetivamente para o
fortalecimento desta proposta é a variacdo de coloragdo assumida pela solucdo PC a medida
que o pH da mesma tende a valores mais alcalinos (Figura 16) e o insucesso nas tentativas de

extragdo do diazocomposto, devido a sua natureza anfétera (secio 4.1.3; p. 42).



Figura 16. Variacdo de coloragéo das solucdes de estudo do produto cromogénico em fungio

do pH. Legenda: A (pH = 7,10); B (pH = 8,64); C (pH = 9,92) ¢ D (pH = 10,35)

Esta alteracdo de coloracdo pode ser decorrente de um deslocamento batocrdémico e
efeito hipercromico que o diazocomposto gerado apresenta devido a efeito de solvente, neste
caso, devido a alcalinidade do meio proporcionada pela adi¢do de quantidades crescentes de
hidréxido de sédio as solugdes de estudo. O efeito hipocromico observado em pH > 10,35
pode estar relacionado, segundo o que ja foi relatado, ao processo de formacdo do fon
diazotato (espécie que ndo acopla com o paracetamol) em razdo das condi¢cdes mais severas
de alcalinidade, fato que conseqiientemente reduz a concentracdo do produto cromogénico

monitorado e diminui a coloracio observada.

4.1.3 TENTATIVAS DE EXTRACAO, ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DO
DIAZOCOMPOSTO

Para identificar o produto cromogénico monitorado no método desenvolvido foram

realizados dois ensaios visando a extracdo e isolamento do diazocomposto gerado.

Primeiro ensaio: a reagdo foi realizada em béquer de 100,0 mL e sob agitagdo com
auxilio de agitador magnético. O paracetamol (2,5 mmols; 0,2045 g (+ 0,0001)) foi
adicionado a 50,00 mL de uma solucdo aquosa composta de acido sulfanilico (2,5 mmols;
0,4335 g (x 0,0001)), nitrito de sédio (2,5 mmols; 0,1034 g (+ 0,0001)) e acido cloridrico
0,05 mol L™. Ap6s completa dissolucdo e homogeneizacao, o pH da solucdo foi monitorado

com auxilio de um pHmetro devidamente calibrado. Em seqii€ncia gotejou-se lentamente sob



agitacdo hidréxido de sédio 2,00 mol L™ 2 solugdo até o pH da mesma assumir um valor
constante de 9,90 durante 10 minutos. Em seguida realizou-se a extragdo do produto reacional
da solucdo usando éter etilico (3 vezes 25,0 mL). As solucdes etéreas foram reunidas, lavadas
com solugdo saturada de cloreto de sodio (3 vezes 25,0 mL) e seca com sulfato de sédio.
Filtrou-se a mistura com auxilio de bomba de vicuo e posteriormente o solvente foi
evaporado em rota-vapor.

Apés a evaporagdo do solvente nao foi observado composto no baldo, devido
provavelmente ao pH inadequado da solug¢do de extragdo. O pH ideal é aquele em que as
moléculas do composto a ser extraido encontram-se predominantemente em sua forma nao-
ionizada, e portanto, capazes de transferirem-se para a fase organica. Em razdo disto, realizou-

se um segundo ensaio utilizando uma solucdo de extragdo em pH proximo da neutralidade.

Segundo ensaio: todos os procedimentos para reacdo e extracdo foram realizados da
mesma forma que o primeiro ensaio, porém o pH da solucdo de extracdo foi ajustado com
hidréxido de s6dio até o mesmo assumir um valor constante de 7,04 durante 10 minutos.
Novamente nédo foi observado formagdo de composto no baldo. O insucesso em ambos os
experimentos indica uma natureza anfétera do composto a ser extraido, uma vez que o
diazocomposto sugerido (Figura 17) apresenta grupo azo e amida (protondveis em meio
dcido) e grupo sulfénico e fendlico (desprotondveis em meio alcalino). Assim, as tentativas de
extracdo do diazocomposto e conseqiientemente caracteriza¢cdo do produto cromogénico
foram encerradas, visto que, identificar o pH ideal de extracdo € algo bastante dificil diante de

tal situacdo.
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Figura 17. Natureza anfétera do diazocomposto sugerido. Legenda: (1) diazocomposto em
sua forma ndo-ionizada; (1a) diazocomposto protonado em meio dcido e (1b) diazocomposto

desprotonado em meio bdsico ou produto cromogénico monitorado em 500 nm.



4.2 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS EXPERIMENTAIS

Visando obter maior desempenho do sistema de injecdo em fluxo proposto foram
avaliados uma série de parametros fisicos e quimicos capazes de exercer influéncia direta
sobre o sinal analitico. A selecdo das melhores condigdes experimentais baseou-se nos
seguintes propdsitos: melhor sensibilidade, economia de reagentes e amostras e maior rapidez
nas andlises. Todos os experimentos de otimizagdo foram realizados adotando-se o método de
comparagdo univariado, no qual cada parametro experimental é submetido a otimizacdo
individualmente a medida que as demais condi¢des permanecem constantes. Os estudos foram
realizados tomando-se como base a configuracio do sistema de fluxo apresentado na

Figura 11 (secdo 3.2; p. 30), estando os resultados obtidos descritos nas se¢des a seguir.

4.2.1 INFLUENCIA DO VOLUME DE AMOSTRA\PADRAO

O estudo do volume de amostra ou padrdo injetado no percurso analitico é essencial
uma vez que a dispersdo sofrida pelas solucdes de andlise estd diretamente relacionada com o
sinal transiente verificado no detector e com a quantidade de analito injetado.

O presente estudo foi realizado adotando-se uma solu¢@o padrdo de paracetamol com
15,00 mg L™ e alcas de amostragem de diferentes comprimentos: 10,0, 15,0, 20,0, 25,0, 30,0,
40,0 e 50,0 cm, que correspondem, respectivamente, aos seguintes volumes de solucdes de
andlise: 50,2, 75,4, 100,5, 125,6, 150,7, 201,0 e 251,2 puL. As algas de amostragem foram
feitas a partir de tubos de extensdo de polietileno com 0,80 mm de didmetro interno. O

resultado deste estudo estd expresso na Figura 18.
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Figura 18. Influéncia do volume de amostra\padrio. Condicdes experimentais: CsH,NO;S e
NaNO; 0,05 mol L', HCI 0,10 mol L', NaOH 0,15 mol L", paracetamol 15,00 mg L,
comprimento da bobina de mistura: 30,0 cm, vazdo do sistema: 1,40 mL min”, temperatura

do banho termostdtico: 28,0 °C e A: 500 nm.

A Figura 18 mostra inicialmente um acréscimo de sensibilidade (sinal) correspondente
ao aumento do volume de amostra até 150,7 pL. Para volumes maiores observa-se uma
variagdo de absorbincia pouco significativa. Em razio deste evento, adotou-se a alca de
30,0 cm (150,7 uL) para os estudos subseqiientes, uma vez que esta demonstrou maior sinal
espectrofotométrico e corresponde a um volume de amostra bastante satisfatério para as
andlises, uma vez que o mesmo por ndo ser tdo grande, acarretard conseqiientemente em

economia de reagentes e amostras.



4.2.2 INFLUENCIA DO COMPRIMENTO DA BOBINA DE MISTURA

Existem basicamente duas funcdes que a bobina de mistura desenvolve
conjuntamente, a primeira delas € auxiliar a interpenetracdo das zonas de reacdo e
conseqiientemente facilitar a geragdo do produto cromogénico, e a segunda € reduzir
variagdes no indice de refracdo das solu¢des que confluem, uma vez que este evento pode
acarretar em ruidos de sinal que prejudicam as andlises (efeito Schlieren) (Dias et al., 2006).
Contudo, bobinas de mistura com comprimentos muito grandes favorecem o processo de
dispersdo do produto cromogénico e reduz o sinal analitico, como também aumenta o tempo
de residéncia (tempo decorrido desde a inje¢do da amostra no sistema, observacdo do sinal
analitico maximo e o retorno a linha de base), acarretando em analises mais demoradas.
Diante do que foi comentado, o estudo da bobina de mistura torna-se fundamental.

Para a realizacdo deste estudo foram avaliadas bobinas de mistura de diferentes
comprimentos: 20, 30, 40, 50, 70 e 100 cm, todas feitas com tubos de extensdo de polietileno
(0,80 mm de diametro interno) enrolados em espiral sobre um suporte. Além da observacdo
da resposta do aparelho frente a estas bobinas, também foram verificados os sinais obtidos na
auséncia deste acessorio. Para cada bobina avaliada ainda foi cronometrado o tempo decorrido

em cada ciclo analitico. A Figura 19 mostra os resultados alcancados com este estudo.
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Figura 19. Influéncia do comprimento da bobina de mistura. Condigcdes experimentais:
CsH7;NO3S e NaNO> 0,05 mol L'I, HCI 0,10 mol L'], NaOH 0,15 mol L'], paracetamol
15,00 mg L', volume de amostra: 150,7 UL, vazdo do sistema: 1,40 mL min’, temperatura do

banho termostdtico: 29,0 °C e A: 500 nm.

Analisando a Figura 19 percebe-se que o resultado do estudo sem o uso da bobina de
mistura ndo foi demonstrado. O motivo desta omissdo ¢ que ndo foi possivel realizar as
andlises nesta condi¢do, uma vez que foram observadas variagdes significativas na linha de
base mesmo apds sucessivas calibragdes do espectrofotdmetro. Este fato pode ser decorrente
da ineficaz mistura entre a solucdo transportadora e a solu¢do de hidroxido de sédio no
percurso analitico, acarretando desta forma, em variacdo expressiva do indice de refragdo da
solugdo (efeito Schlieren) ou ainda da prépria cinética da reagéo, pois sem a bobina, o tempo
de residéncia da mistura no sistema € insuficiente para formar o produto cromogénico. Neste
estudo, a escolha da bobina ideal baseou-se no tempo de analise, no melhor retorno a linha de
base e na repetibilidade de sinal, uma vez que ndo foram verificadas diferengas significativas
de sensibilidade empregando os acessdrios avaliados. Assim, a bobina de mistura de 40,0 cm
foi a que demonstrou melhor desempenho em todos estes requisitos, sendo portanto a adotada

para os estudos posteriores.



4.2.3 INFLUKENCIA DA VAZAO SOBRE O SINAL ANALITICO

A otimizagdo deste parametro fisico é importante, pois 0 mesmo esta relacionado com
a dispersdo da zona de amostra ou interpenetracdo das zonas de reacdo e com o tempo de
residéncia.

O referido estudo foi realizado adotando-se tubos de bombeamento TYGON de
0,76 mm de didmetro interno para todos os reagentes. As mudancas de vazdo no sistema
foram obtidas por meio de ajustes na vazdo nominal da bomba peristéltica. Desta forma, a
influéncia da vazao sobre o sinal analitico foi avaliada considerando as seguintes taxas: 0,94,
1,40, 1,87, 2,35 e 2,80 mL min”'. Para cada vazio avaliada também foi cronometrado o tempo
decorrido entre a visualizacdo do sinal maximo e o retorno a linha base. A Figura 20 expressa

os resultados obtidos com este estudo.
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Figura 20. Influéncia da vazao sobre o sinal analitico. Condicdes experimentais: CsH;NO;3S e
NaNO,; 0,05 mol L', HCI 0,10 mol L', NaOH 0,15 mol L”, paracetamol 15,00 mg L’ volume
de amostra: 150,7 UL, comprimento da bobina de mistura: 30,0 cm, temperatura do banho

termostdtico: 29,0 °C e A: 500 nm.



Observando a Figura 20 verifica-se um decréscimo de absorbincia a medida que a
vazdo sobre o sistema aumenta, isto ocorre pois o tempo de residéncia diminui, reduzindo
desta forma a interacdo quimica entre os reagentes e desfavorecendo a formagdo do produto
monitorado. Em funcdo deste estudo, a vazdo sobre o sistema que vinha sendo empregada
desde o inicio dos estudos de otimizacdo (1,40 mL min'l) continuard sendo adotada para os
préximos estudos, ji4 que estd associada a uma resposta analitica e tempo de anélise

satisfatorios.

4.2.4 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE ACIDO CLORIDRICO E
HIDROXIDO DE SODIO

As concentracdes destes reagentes foram avaliadas pois o pH do meio € fator
extremamente importante para a geracdo do produto cromogénico monitorado. O &acido
cloridrico € indispensavel para tornar o meio favoravel para a reagdo de diazotacdo, ao passo
que o hidréxido de sédio € fundamental para assegurar as condicdes alcalinas exigidas pelas
reacdes de acoplamento e desprotonacao.

Para realizar o estudo da concentragdo do 4cido, a concentracdo da base foi mantida
em 0,15 mol L'l, e no momento do estudo da concentragdo desta, a concentragdo do acido foi
fixada em 0,10 mol L' Esta concentracdo de 4cido cloridrico foi a adotada desde o inicio dos
estudos de otimizacdo pois assegurava a total dissolu¢do da massa de dcido sulfanilico durante
a preparacdo de sua solucdo. As concentracdes avaliadas de acido cloridrico e hidréxido de
sédio (iguais para ambos) foram as seguintes: 0,10, 0,15, 0,25, 0,40, 0,65 e 0,80 mol L
Todas as solugdes de dcido e base foram preparadas a partir de diluicdes apropriadas de
solugdes estoque de dcido cloridrico e hidréxido de sddio 2,00 mol L' A Figura 21 expressa

os resultados obtidos com este estudo.
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Figura 21. Influéncia da concentragio de acido cloridrico e hidroxido de sddio. Condigcoes
experimentais: CsH7NO3S e NaNO; 0,05 mol L'J, paracetamol 15,00 mg L'I, volume de
amostra: 150,7 pL, comprimento da bobina de mistura: 40,0 cm, vazdo do sistema:

1,40 mL min” | temperatura do banho termostdtico: 28,0 °C e A: 500 nm.

A Figura 21 mostra que no estudo da concentrac¢io do acido cloridrico, concentracdes
acima da inicial estdo associadas com um decréscimo de absorbancia, devido provavelmente a
reducdo das reagdes de acoplamento e desprotonagdo em virtude do meio reacional assumir
valores de pH abaixo do ideal, fato decorrente de uma reacdo de neutralizacdo incompleta. No
estudo da concentragcdo do hidréxido de sddio, observa-se um ganho de sensibilidade até a
concentragdo de 0,25 mol L™ e um posterior decréscimo apés este ponto; este fato deve estar
associado as condig¢des alcalinas que o meio reacional apresentou, pois de acordo com estudo
realizado na secdo 4.1.2 (p. 39) sobre a influéncia do pH na formagdo do produto
cromogénico, valores de pH acima de 9,92 ndo sdo adequados. Assim, a concentragdo de
hidréxido de sédio 0,25 mol L™ demonstrou ser suficiente para garantir a neutralizacdo do
dcido remanescente e elevar o pH do meio até as melhores condi¢des de acoplamento e
desprotonacao. Desta forma, a concentragdo de dcido cloridrico foi mantida em 0,10 mol L'e
quanto ao hidréxido de sddio, adotou-se a concentragdo de 0,25 mol L' para os estudos

subseqiientes.



4.2.5 AVALIACAO DO USO DE TAMPOES ALCALINOS EM SUBSTITUICAO AO
HIDROXIDO DE SODIO.

No estudo sobre a influéncia do pH na formacgao do produto cromogénico (se¢io 4.1.2;
p- 39) verificou-se que dentre todos os valores avaliados, o pH de 9,92 demonstrou ser o mais
favordvel, assim, visando o ganho de sensibilidade foram testados trés tampdes alcalinos em
substitui¢do 2 solucdo de hidréxido de sédio 0,25 mol L.

Este estudo foi realizado fazendo uma comparacido de sinais frente aos seguintes
padrdes de paracetamol: 5,00, 10,00, 15,00 e 20,00 mg L. Os tampdes utilizados neste

estudo estdo mostrados na Tabela 7.

Tabela 7. Tampdes avaliados em substitui¢cdo a solug@o de hidréxido de sédio.

Concentracao de Sal Reagente de Ajuste
Tampao . ) pH ajustado
(mol L) (mol L)
1) NH,OH/NH,CI NH4C1 0,20 NH4OH 1,00 9,93
2) NaHCO3/Na,COs3 NaHCO; 0,20 Na,CO05 0,10 9,92
3) Na2B4O7/NaOH Na2B4O7 0,20 NaOH 0,25 9,90

Dentre os trés tampdes testados, o tampdo NH4OH/NH4Cl e o NaHCO3/Na,COs
produziam muitas bolhas no sistema em virtude de sua reacdo com o &cido cloridrico,
resultando desta forma na inviabilidade das andlises. Assim, os estudos com estes tampdes
foram encerrados. O tampao Na;B407;/NaOH nao demonstrou producdo de bolhas e portanto,
seu emprego pode ser avaliado. A Figura 22 mostra uma comparacao entre resultados obtidos

com o emprego de hidréxido de sédio 0,25 mol L'eo tampao 3.
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Figura 22. Avaliacdo do uso do tampdo Na,B4O;/NaOH em substituicdo a solucdo de
hidréxido de sddio. Condicoes experimentais: CsH;NO3S e NaNO, 0,05 mol L’
HCI 0,10 mol L'I, volume de amostra: 150,7 L, comprimento da bobina de mistura: 40,0 cm,

vazdo do sistema: 1,40 mL min’’, temperatura do banho termostdtico: 28,0 °C e A: 500 nm.

De acordo com a Figura 22, o emprego do tampao Na,B407/NaOH provocou perda de
sensibilidade quando comparado 2 solugio de hidréxido de sédio 0,25 mol L. Desta forma, o
presente estudo foi encerrado uma vez que nenhum dos tampdes avaliados demonstraram
resultados satisfatérios, e assim, a solucdo de hidréxido de sédio 0,25 mol L’l, por continuar
sendo a que apresentou melhores resultados, permanecerd sendo utilizada nos demais

experimentos.



4.2.6 INFLUENCIA DA TEMPERATURA DO BANHO TERMOSTATICO

Como o método empregado neste trabalho envolve uma seqiiéncia de reagdes em
linha, vinculou-se um banho termostatico a bobina de mistura visando avaliar a influéncia da
temperatura nas reagoes.

O banho termostatico foi montado sobre um agitador magnético com aquecimento
IKA (modelo: RH bésico Kt/C com termostato digital) j4 que este é capaz de manter a
temperatura relativamente constante. Assim, a bobina de mistura foi imersa em um béquer
contendo dgua aquecida nas temperaturas selecionadas para estudo, que foram: 40,0, 45,0,
50,0 e 55,0 °C. Este teste foi realizado fazendo uma comparacio de sinais frente ao padrdo de

paracetamol de 15,00 mg L. Os resultados deste estudo estdo mostrados na Figura 23.
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Figura 23. Influéncia da temperatura do banho termostatizado. Condicdes experimentais:
CsH7NO3S e NaNO; 0,05 mol L'I, HCI 0,10 mol L'I, NaOH 0,25 mol L'J, volume de amostra:
150,7 L, comprimento da bobina de mistura: 40,0 cm, vazdo do sistema: 1,40 mL min” e

A: 500 nm.



Os resultados expressos na Figura 23 mostram um ganho de sensibilidade a medida
que a temperatura se eleva, atingindo um méaximo em 45,0 °C e decrescendo a partir de
50,0 °C. Em razdo do ganho consideravel de sensibilidade, o banho termostatico foi adotado
como parte integrante do sistema de injecdo em fluxo desenvolvido, sendo a temperatura de
45,0 °C a adotada para os proximos estudos. Apds este teste, o comprimento da bobina de

reacdo ndo foi novamente estudado, permanecendo desta forma com 40,0 cm.

4.2.;7 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE ACIDO SULFANILICO E
NITRITO DE SODIO

A influéncia da concentracdo dos reagentes de diazotac@o (4cido sulfanilico e nitrito
de sédio) sobre o sinal analitico também foi avaliada. O intuito deste estudo, a exemplo dos
demais, € obter acréscimo de sensibilidade, também levando em consideracio outros fatores
fundamentais como a repetibilidade de sinal e o retorno a linha de base.

Desta forma, foram avaliadas concentracdes dos reagentes iguais a 0,04, 0,05, 0,06,
0,07 e 0,08 mol L. O estudo da concentragdo de acido sulfanilico (C¢H7NO3S) foi efetuado
primeiro e durante sua realizacdo a concentragdo de nitrito de sédio foi mantida em
0,05 mol L', J4 durante o estudo da concentragdo do nitrito de sodio, a concentrag@o de acido
sulfanilico fixada (em mol L") foi a que apresentou melhor ganho de sensibilidade durante

sua avaliacdo. Os resultados obtidos neste estudo estdo mostrados na Figura 24.
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Figura 24. Influéncia da concentracdo de 4cido sulfanilico e nitrito de sédio. Condigdes
experimentais: HCI 0,10 mol L', NaOH 0,25 mol L, paracetamol 10,00 mg L, volume de
amostra: 150,7 pL, comprimento da bobina de mistura: 40,0 cm, vazdo do sistema:

1,40 mL min'l, temperatura do banho termostdtico: 45,0 °C e A: 500 nm.

Analisando os resultados do Figura 24, observa-se que a medida que a concentracio de
dcido sulfanilico aumenta, a sensibilidade também sofre acréscimo, atingindo maior valor na
concentracdo de 0,07 mol L'e permanecendo praticamente constante a partir deste ponto.
Desta forma, a concentragdo de 4cido sulfanilico (C¢H7NO3S) escolhida foi a de 0,07 mol L'l,
sendo a mesma fixada durante o estudo da concentracio de nitrito de sddio. Durante o estudo
da concentragdo do nitrito de s6dio, o mesmo comportamento foi observado, tendo a
sensibilidade sofrido acréscimo significativo até a concentracdo de 0,06 mol | Assim, esta

concentracdo foi a adotada para os experimentos subseqiientes.



4.28 AVALIACAO DO USO DE SULFANILAMIDA EM SUBSTITUICAO AO
ACIDO SULFANILICO.

A sulfanilamida (Figura 25), a exemplo do 4cido sulfanilico, € outro reagente bastante
utilizado em reacdes de diazoacoplamento, fazendo parte inclusive da metodologia oficial
(método de Griess) para a determinag@o de fons nitrito (NO;). Desta forma, avaliou-se o
emprego desta arilamina no método proposto em substituicdo ao dcido sulfanilico, visando a

possibilidade de emprega-la como reagente alternativo para o procedimento proposto.

NH, OH
0=S=0 0=S=0
NH, NH,

@ )

Figura 25. Reagentes comumente empregados para reagdes de diazoacoplamento. Legenda:

(1) sulfanilamida e (2) dcido sulfanilico.

Para a realizacdo deste estudo, foi preparada inicialmente uma solucdo de
sulfanilamida 0,07 mol L' em 4cido cloridrico 0,10 mol L! para substituir o 4cido sulfanilico
no sistema de andlise em fluxo desenvolvido. Todos os parametros experimentais otimizados
nos estudos anteriores foram adotados neste teste.

Durante os ensaios foi observada a formacdo de um precipitado amarelo-esverdeado
no tubo de extensdo apds a segunda confluéncia, mesmo antes da reacdo com o padrdo de
paracetamol que seria posteriormente injetado no sistema. Este precipitado promovia
interferéncia na linha de base do espectrofotdmetro e os sinais adquiridos apés 10 injecdes
consecutivas ndo apresentaram repetibilidade satisfatoria. Concluiu-se que este precipitado
poderia ser oriundo da cristaliza¢do do excesso de sulfanilamida em virtude da alcalinizagio
do meio promovida pelo hidréxido de sédio 0,25 mol L' ou ainda de um produto reacional
desconhecido. Desta forma, os estudos com a sulfanilamida foram encerrados, decidindo-se
inclusive descartar a possibilidade de emprega-la como reagente alternativo no procedimento

proposto neste trabalho.



4.29 RESUMO DAS CONDICOES EXPERIMENTAIS OTIMIZADAS

A Tabela 8 traz um resumo de todos os parametros experimentais otimizados no

presente trabalho, bem como as melhores condi¢des de andlise consideradas.

Tabela 8. Resumo das condi¢des experimentais otimizadas.

Parametros Experimentais Otimizados

Fisicos Quimicos (mol L™)
Vazio do Sistema 1,40 mL min™! CsH,NOsS 0,07
Volume de Amostra 150,7 uL. NaNO, 0,06
Bobina de Mistura 40,0 cm HCI 0,10
Banho Termostatico 45,0 °C NaOH 0,25

43 CURVA ANALITICA DE REFERENCIA PARA DETERMINACAO DE
PARACETAMOL

Apdés a otimizacdo dos parimetros experimentais, iniciaram-se os estudos
quantitativos visando avaliar o desempenho analitico do método proposto, o qual foi aplicado
na determinagdo de paracetamol em amostras de medicamentos contendo o referido principio
ativo. Porém, antes das andlises das amostras pelo método proposto preparou-se uma curva de
referéncia utilizando o método dos minimos quadrados.

A curva de referéncia adotada para a andlise das amostras reais (Figura 26) foi
construida a partir de sete padrdes de paracetamol correspondentes as concentragdes de 4,00,
6,00, 8,00, 10,00, 12,00, 14,00 e 16,00 mg L™, preparados a partir de dilui¢des adequadas de
uma solugdo estoque de contendo 1000,00 mg L do analito de interesse. Cada ponto da curva
representa a média da absorbancia de cada padrio injetado em triplicata no sistema.

A presente faixa de trabalho (4,00 — 16,00 mg L") foi a adotada pois foi observado que
concentragdes com valores abaixo e acima desta provocavam reducdo da linearidade da curva

analitica, com conseqiiente diminui¢do da sensibilidade do método proposto.
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Figura 26. Curva analitica de referéncia para determinacdo de paracetamol. Condicdes
experimentais: CsH,NO3S 0,07 mol L, NaNO; 0,06 mol L', HCI 0,10 mol L', NaOH
0,25 mol L'I, volume de amostra: 150,7 ul, comprimento da bobina de mistura: 40,0 cm,

vazdo do sistema:1,40 mL min'l, temperatura do banho termostdtico: 45,0 °C e A: 500 nm.

Os resultados expressos na Figura 26 revelaram a seguinte equacao da reta:

A =0,0059 (+ 0,0003) C + 0,0047 (+ 0,0051) i Eq. 4

Sendo A o sinal em absorbincia das solucdes de andlise e C a concentragdo de

paracetamol presente nas solugdes de andlise (em mg L™).

A Figura 26 também revelou um coeficiente de correlagdo linear (r) muito préximo da
unidade (0,9991), comprovando desta forma uma boa correlacio linear entre os pontos e o
obedecimento a Lei de Beer neste intervalo de concentrag@o. J4 os limites de deteccdo (LD,
tr€s vezes o desvio padrdo do branco/coeficiente angular da curva analitica) e quantificagdo
(LQ, dez vezes o desvio padrdo do branco/coeficiente angular da curva analitica) obtidos em
relacdo a curva de referéncia e calculados segundo Miller e Miller (1988) foram 0,30 mg L'

e 1,00 mg L' respectivamente.



4.4 ANALISE DAS AMOSTRAS REAIS PELO METODO PROPOSTO E OFICIAL

Apés a construcdo da curva de referéncia, as andlises das amostras reais foram
iniciadas. Os medicamentos selecionados para as andlises ja foram descritos na se¢do 3.5
(p- 34), bem como os procedimentos utilizados na preparacdo das solucdes de andlise
(secdo 3.5.1; p. 34). O método oficial empregado para a determinagdo de paracetamol nas
solugdes de andlise foi o preconizado pela Farmacopéia Brasileira (1977), descrito
detalhadamente na secdo 1.2.5.1 (p. 10).

Uma vez que as solugdes de andlise de todas as amostras selecionadas foram
preparadas (em triplicata), deu-se inicio a determinacdo de paracetamol empregando-se
pequenas aliquotas das mesmas. Todas as solugdes foram analisadas inicialmente pelo método

oficial e logo em seguida pelo método proposto.

A massa de paracetamol (em mg) nos tabletes orais analisados pelo método oficial foi obtida a

partir da Equag@o 5:

Manalito no Tablete (mg) = (Mt (g) - Manalito na amostra (mg)) / Ma (2) Eq 5

Onde Manalito na amostra (mg) € Obtida pela Equacdo 1 (se¢do 1.2.5.1; p. 11), Mt € a massa
do tablete (em g) e Ma é a massa da amostra (em g). Na Equacg@o 1, a concentracdo do padrio

de paracetamol empregado na andlise das amostras sélidas foi 12,00 mg L.

A concentragdo de paracetamol (em mg mL") nas solugdes orais analisadas pelo

método oficial foi obtida a partir da Equacio 6:

Canalito na Solugéo Oral (mg mL'l) =10. Canalito na amostra (mg mL'l) ' Eq 6




Onde Canalito na amostra mg miy € obtida pela Equacdo 2 (secdo 1.2.5.2; p. 12). Na
Equacdo 2, a concentragio do padrdo de paracetamol empregado na andlise das amostras

liquidas foi 10,00 mg L™

A massa de paracetamol (em mg) nos tabletes orais analisados pelo método proposto

foi obtida a partir da Equacgao 7:

Manalito no Tablete (mg) = (10 . Mt (g - Canalito amostra (mg L'l)) / Ma (2) Eq 7

Onde Cipalito na amostra (mg L) € Obtida pela Equagdo 4 (se¢do 4.3; p. 58), Mt € a massa do

tablete (em g) e Ma é a massa da amostra (em g).

A concentracio de paracetamol (em mg mL™) nas solucdes orais analisadas pelo

método proposto foi obtida a partir da Equacao 8:

Canalito na Solugdo Oral (mg erl) =20. Canalito amostra (mg Lrl) 3
q

Onde Cinalito na amostra (mglL.")y € obtida a partir da Equagdo 4 (sec¢do 4.3; p. 58).




Os resultados das andlises realizadas pelo método oficial e proposto encontram-se

dispostos na Tabela 9.

Tabela 9. Comparacao dos resultados obtidos nas determinagdes de paracetamol.

Massa de Paracetamol*

Valor Método Método
Medicamentos  Rotulado Oficial® Proposto” ER; (%) ER; (%)
(1) Tylenol® 750 760,9 £ 0,9 764,5 10,3 + 1,4 +0,5
) TylenolE 200 204,4+£0,5 210,6 £ 0,4 +2,2 +3,0
(3) Medley* 750 783,5+0,8 788,4 10,5 +4,5 +0,6
“) Medleyf 200 205,8 £0,3 212,4+0,4 +2,9 +3,2
(5) EMS® 750 772,9 £ 0,8 793,104 +3,0 +2,6
(6) EMS' 200 206,4+0,2 216,4+0,5 +3,0 +5,0
(7) Tylaflex® 750 788,2+ 1,1 798,0+ 0,4 +5,1 +1,2
®) Tylaflexf 200 201,5+0,5 211,01 0,6 +0,7 +4,7
(9) Tylidol® 750 763,41 0,6 793,6 £ 0,4 +1,8 +4,0
(10) TylidolL 200 202,0+0,3 198,0 £ 0,5 +1,0 -2,0
(11) Termol® 750 801,5+ 1,2 836,5+ 0,4 +6,9 +4.4
(12) Termol" 200 200,6 + 0,6 202,2+0,3 +0,3 + 0,8

*amostras sélidas - tabletes orais (mg) e liquidas - solu¢des orais (mg mL™); *média de trés
determinagdes + estimativa do desvio padrdo; *amostras sélidas (tabletes); Yamostras liquidas
(solucdes orais); ER;: erro relativo referente ao valor tabelado e o resultado obtido pelo
método oficial; ER,: erro relativo referente aos resultados obtidos entre o método proposto e o

método oficial.

A Farmacopéia Americana USP XXI (1985) preconiza que tabletes de medicamentos
contendo paracetamol devem conter ndo menos que 95,0 % e ndo mais que 105,0 % do valor
rotulado do farmaco. Assim, como todas as amostras solidas analisadas rotulavam um valor
igual a 750,0 mg de paracetamol, os resultados segundo esta Farmacopéia ndo deveriam ser

inferiores a 712,5 mg ou superiores a 787,5 mg. Desta forma, as amostras 7 e 11 foram as



unicas que ficaram fora deste intervalo de concentracdo, estando portanto reprovadas
considerando as andlises pelo método oficial (Farmacopéia Brasileira) e segundo o
preconizado pela Farmacopéia Americana. Se a mesma comparacdo for realizada
considerando os resultados proporcionados pelo método proposto, apenas a amostra 1 estaria
aprovada nas andlises. Em relagdo as solugdes orais, A Farmacopéia Americana USP XXI
(1985) preconiza que estes medicamentos devem conter ndo menos que 90,0 % e ni3o mais
que 110,0 % do valor rotulado de paracetamol, assim, como todas as amostras analisadas
rotulavam 200,0 mg mL" os resultados segundo esta Farmacopéia ndo deveriam ser inferiores
a 180,0 mg mL" ou superiores a 220,0 mg mL". Desta forma, todas as amostras analisadas
tanto pelo método oficial (Farmacopéia Brasileira) quanto pelo método proposto (FIA)
estavam de acordo com o preconizado pela Farmacopéia Americana. Comparando-se os
resultados obtidos pelo método proposto e pelo método oficial, podemos observar que os
erros relativos variaram entre 0,5 e 5,0 % para todas as amostras analisadas, o que demonstra
resultados compardveis entre os dois métodos.

Visando mostrar a correlacdo entre os dados expressos na Tabela 9, o grafico da
Figura 27 foi plotado a partir dos resultados obtidos nas andlises pelo método oficial (eixo das

abscissas) e pelo método proposto (eixo das ordenadas).
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Figura 27. Correlacdo entre os resultados das andlises pelo método oficial e proposto.



A equacio da reta gerada apds a plotagdo dos dados em questdo foi a seguinte:

Y =1,0217 (£ 0,0225) X + 0,4779 (+ 12,8098) I Eq.9

Os resultados gerados a partir da regressao linear (Equacao 9) indicam os valores de

1,0217 (£ 0,0225) para o coeficiente angular e 0,4779 (+ 12,8098) para o coeficiente linear,
sendo o coeficiente de correlacdo (r) igual a 0,9995. Como o valor do coeficiente angular
inclui 1,0 (um), o valor do coeficiente linear inclui 0,0 (zero) e a reta demonstra boa
linearidade, podemos afirmar que os resultados das andlises apresentados na Tabela 9 pelos
dois métodos ndo diferem significativamente, e desta forma, o procedimento proposto foi

eficiente na determinag@o de paracetamol nas amostras analisadas.

4.5 TESTES DE RECUPERACAO DE PADRAO (SPIKE)

Visando avaliar a exatiddo do método proposto, um estudo de adi¢do e recuperacdo de
padrdo em amostras reais (spike) foi realizado.

Os procedimentos utilizados na preparacdo das solucdes de andlise foram descritos na
secdo 3.5.1 (p. 34), diferenciando-se apenas na diluicdo final realizada. Para as amostras
sOlidas e liquidas, tomou-se 3,00 mL da solu¢do-mae e efetuou-se a diluicdo para um volume
final de 100,00 mL. Os padrdes de paracetamol foram adicionados antes do ajuste do volume
final do baldo. A recuperacio de paracetamol foi avaliada pela diferenca entre a concentragio

do analito na amostra contendo o padrao e a concentragdo do analito na amostra sem o padrio

Recuperacio (%) = (Casp - Ca/Cp). 100 ' Eq. 10

Onde Ca.p € a concentracdo do analito na amostra contendo o padrdo (em mg L'l) e

(Equacao 10).

Ca e Cpas concentragdes do analito (em mg L") na amostra e padrio respectivamente.



Os resultados dos testes de recuperacdo expressos na Tabela 10 representam média de

tr€s determinagdes.

Tabela 10. Teste de recuperagdo de padrdo de paracetamol em medicamentos.

Concentracao de Paracetamol (mgL'l)

Medicamentos Na amostra*®  Adicionado® Encontrado® Recuperado (%)

4,0 3,6 90,0

(1) Tylenol® 7.9
6,0 5,5 91,7
) 4,0 4,1 102,5

(2) Tylenol 6,6
6,0 5,7 95,0
, 4,0 3,9 97,5

(3) Medley* 7,6
6,0 5,8 96,7
. 4,0 4,0 100,0

(4) Medley 6,9
6,0 5,9 98,3
4,0 3,9 97,5

(5) Tylaflex® 8,0
6,0 6,0 100,0
[ 4,0 4,0 100,0

(6) Tylaflex 6,8
6,0 5,8 96,7

*resultado obtido através de anélise da amostra real diluida pelo método proposto; “média de

A . ~ L1 . L . . ~ .
trés determinagdes; *amostras sélidas (tabletes orais); * amostras liquidas (solugdes orais).

As taxas de recuperacdo na Tabela 10, compreendidas entre 90,0 e 102,5 %, e
equivalentes a uma recuperacio média de 97,1 % do padrdo de paracetamol adicionado,
exibem bons resultados, garantindo inclusive, confiabilidade analitica no procedimento
proposto. A amostra 1 foi a que apresentou menor taxa de recuperagdo, fato que pode estar
associado a erros de preparacdo das solucdes de andlise, ou até a interferéncia de alguma

espécie quimica presente no excipiente ou veiculo do medicamento analisado.



4.6 AVALIACAO DE ESPECIES INTERFERENTES

Neste trabalho, um estudo mais detalhado deste parametro nao foi realizado, visto que
foi observada uma boa concordincia de resultados nas andlises dos medicamentos pelo
método oficial e proposto (Tabela 9) e satisfatérias taxas de recuperacdo de paracetamol no
estudo de adi¢cdo e recuperagio de padrio (Tabela 10), inferindo desta forma, auséncia de
interferéncia significativa das espécies quimicas presentes nos excipientes e veiculos dos
medicamentos, considerando as baixas concentragdes destas substincias nas solu¢des de

analise.

4.7 EXATIDAO E PRECISAO DO PROCEDIMENTO PROPOSTO

Aplicando-se o teste ¢ pareado (comparacdo de pares de medidas da mesma amostra
obtidas empregando-se métodos diferentes) por meio da Equacdo 11 sobre os resultados
obtidos com as andlises das amostras reais através dos procedimentos proposto e oficial
(Tabela 9), verificou-se que para as amostras sélidas e liquidas obtiveram-se valores de
t calculado igual a 3,18 e 2,26 respectivamente. Como ambos os valores de ¢ calculados
sdo menores que o ¢ tabelado (¢t = 4,03), considerando um nivel de confianga de 99% e
grau de liberdade (N - 1 = 5), pode-se afirmar que o método proposto fornece resultados que

ndo diferem significativamente dos obtidos através do método oficial, comprovando-se assim

t calculado = d/(Sq/\N) ' Eq. 11

Onde d é a diferenca média igual a >.d;/ N; Sq é o desvio padrio da diferengae N é o

sua exatiddo.

nimero de pares de medidas, ou seja, nimero de amostras s6lidas e liquidas analisadas (seis

de cada tipo).

A precisd@o do método proposto (repetibilidade) foi verificada por meio de sucessivas
injecdes no sistema (n = 10) de solucdes padrio contendo 8,00, 10,00 e 12,00 mg L de
paracetamol. Os desvios padrdes relativos obtidos neste teste foram iguais a 1,28, 1,26 e

1,17 % respectivamente.



4.8 REPRODUTIBILIDADE DO PROCEDIMENTO PROPOSTO

A reprodutibilidade do método proposto foi avaliada comparando-se curvas de calibragio
construidas em dias diferentes e utilizando solugdes de reagentes e padrdes preparados nos
dias em que as curvas eram produzidas. Os padrdes de paracetamol utilizados neste estudo
compreenderam as concentracdes da faixa de trabalho estabelecida no procedimento proposto
(4,00 a 16,00 mg L. As concentragdes dos reagentes empregadas neste estudo, bem como as
demais condi¢Ges experimentais, estdo presentes na Tabela 08 (secdo 4.2.9; p. 57). As curvas
analiticas, quatro no total (C1, C2, C3 e C4), foram plotadas em um tnico grafico (Figura 28)

para proceder com a comparagao.
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Figura 28. Comparacdo de curvas analiticas construidas em dias diferentes. Condigcoes
experimentais: CsH,NO3S 0,07 mol L, NaNO; 0,06 mol L', HCI 0,10 mol L', NaOH
0,25 mol L'I, volume de amostra: 150,7 L, comprimento da bobina de mistura: 40,0 cm,

vazdo do sistema:1,40 mL min”’, temperatura do banho termostdtico: 45,0 °C e A: 500 nm.

Os coeficientes angulares das equagdes da reta correspondentes a cada curva analitica

seguem descritos na Tabela 11.



Tabela 11. Coeficientes angulares das equacdes da reta das curvas analiticas plotadas.

Data do Experimento  Curva Analitica (Y=a X + b) Coeficiente Angular (a)
27/02/07 C1 0,0062 (= 0,0003)
23/03/07 C2 0,0061 (+0,0003)
29/03/07 C3 0,0059 (= 0,0003)
13/04/07 c4 0,0060 (= 0,0004)

A partir dos dados da Tabela 11, calculou-se o coeficiente de variacdo (CV) a partir
dos coeficientes angulares das curvas plotadas, que revelou um valor igual a 2,13 %. Este
baixo valor de coeficiente de variacdo revela que as inclinagdes das curvas analiticas ndo
diferem significativamente, mostrando desta forma, que a sensibilidade do método ndo é
afetada mesmo quando se executam andlises em dias diferentes e que o procedimento

proposto exibe uma reprodutibilidade aceitavel.

4.9 FREQUENCIA DE AMOSTRAGEM E CONSUMO DE REAGENTES

Cada inje¢do de amostra no sistema leva em média 80 segundos para completar um
ciclo analitico, resultando numa freqiiéncia de amostragem de 45 andlises por hora. Este dado
analitico é compardavel a varios procedimentos descritos em literatura para a determinacio de
paracetamol.

Foi observado que o consumo de reagentes (solugdes de dcido sulfanilico, nitrito de
sodio e hidroxido de sédio) por hora ininterrupta de fluxo € cerca de 85,0 mL, o que traduz
um volume médio de 1,90 mL de solugdo de cada reagente por andlise realizada.

Um orcamento dos materiais necessarios para a implantagdo do sistema em fluxo
proposto revelou que os gastos com os reagentes de pureza analitica: 4cido cloridrico
concentrado (500 mL), dcido sulfanilico (100 g), nitrito de s6dio (100 g), hidréxido de sédio
(100 g) e Paracetamol (100 g) é em torno de R$ 450,00 (quatrocentos e cinqiienta reais), e os
custos com aparelhagem: espectrofotdmetro UV-Vis (1 un.), cela de fluxo com paredes de
vidro (1 un.), bomba peristaltica (1 un.), tubos de extensdo de polietileno de 0,80 mm de
didmetro interno (10 m), tubos de propulsdo de 0,76 mm de didmetro interno (4 un.), injetor-
comutador manual de acrilico (1 un.), confluéncias de duas vias (02 un.) e banho termostatico

(1 un.) é de aproximadamente R$ 16.000,00 (dezesseis mil reais).



5. Conclusoes



Os estudos realizados neste trabalho evidenciaram a viabilidade do emprego do
procedimento proposto para determinacdo de paracetamol, uma vez que este método é
formado por um sistema mecanizado simples e pratico, e quando aplicado para determinagéo
de paracetamol em amostras comerciais foi capaz de produzir resultados que ndo diferiram
significativamente do método oficial.

Os resultados obtidos com as andlises das amostras reais mostraram que os teores do
principio ativo (paracetamol) nas formulacdes farmacéuticas, com excec¢do das amostras
7 e 11 (Tabela 9, secdo 4.4; p. 59), estavam de acordo com as especificacdes farmacopéicas
segundo o método oficial de anélise.

Ao conferir-se as figuras de mérito do procedimento analitico desenvolvido com
outras descritas em literatura (Tabela 3, secdo 1.2.6; p. 17), pode-se observar que os
parametros analiticos alcancados no presente trabalho sdo compardveis com os demais.

De maneira geral, o método proposto ndo demonstrou interferéncia de matriz
significante, visto que foi capaz de promover taxas boas e aceitaveis de recuperacdo de padrio
nos testes de spike em amostras reais.

Dentre as vantagens observadas com o método proposto estdo: o uso de reagentes
pouco toéxicos e de baixo custo, boa precisdo (repetibilidade), reprodutibilidade, geracdo de
produto cromogénico altamente estivel, ndo exigiu um tratamento prévio das amostras
analisadas (apenas um processo de dissolucdo e diluicdo), e conferiu uma boa sensibilidade

para propésitos de controle de qualidade.



6. Perspectivas de Continuidade



As perspectivas futuras do presente trabalho sdo:

Realizar o estudo de espécies interferentes, visando avaliar de forma mais consistente a
interferéncia promovida pelos constituintes quimicos presentes nos excipientes e veiculos
das amostras analisadas, identificando desta forma os componentes e as concentragdes dos

mesmos capazes de gerar erros significativos nas andlises;

Dar continuidade aos estudos para caracterizacdo do produto cromogénico monitorado

neste trabalho;

Avaliar a seletividade do procedimento proposto frente ao analito de interesse visando
desta forma a possibilidade de ampliar o nimero de amostras que poderdo ser analisadas
através do procedimento desenvolvido. Este estudo poderd ser realizado analisando
associacdes medicamentosas, formulacdes farmacéuticas contendo outros principios

ativos além de paracetamol.



7.
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