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DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA POR INJECAO EM FLUXO DE PARACETAMOL
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FLOW INJECTION SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF PARACETAMOL (ACETAMINOPHEN) IN
PHARMACEUTICAL FORMULATIONS. A flow injection spectrophotometric procedure is proposed for the determination of
paracetamol (acetaminophen) in pharmaceutical formulations. Powdered and liquid samples were previously dissolved/diluted in
0.05 mol L hydrochloric acid solution and a volume of 250 pL was injected directly into a carrier stream of this same acid solution,
flowing at 2.5 mL min. Paracetamol reacts with sodium hypochlorite forming N-acetyl-p-benzoquinoneimine which then reacts
with sodium salicylate in sodium hydroxide solution yielding a blue indophenol dye which was measured a 640 nm in the pH
range of 9.5-10.0. Paracetamol was determined in pharmaceutical products in the 1.0 to 100.0 mg L* (3.3x10° a 6.6x10“ mol L)
concentration range, with a detection limit of 0.5 mg L (1.6x10°mol L*). The recovery of this analyte in five samples ranged from
98.0 to 103.6 %. The analytical frequency was 80 determinations per hour and the RSDs were less than 1% for paracetamol
concentrations of 25.0, 50.0 and 75.0 mg L (n=10). A paired t-test showed that all results obtained for paracetamol in commercial
formulations using the proposed flow injection procedure and a spectrophotometric batch procedure agree at the 95% confidence

level.
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INTRODUCAO

Paracetamol é um analgésico-antipirético pertencente a classe
dos derivados do p-aminofenoal, introduzido no sécul o passado como
resultado de pesquisas destinadas a substitutos para acetanilida.
Embora possuam propriedades anal gési co-antipiréticas, afenacetina
e a acetanilida ddo origem a metemoglobina (hemoglobina incapaz
de transportar oxigénio), devido a formag&o de um precursor da
anilina. Tanto a acetanilida quanto a fenacetina s8o metabolizadas a
paracetamol, a substancia ativa. Outros farmacos dessa classe sd0 a
anidoxina, butacetina, etoxazena, fenacetinol, parapropanol e
parsalmidat.

O paracetamol é obtido por acetilagdo do p-aminofenol com &ci-
do acético glacia eanidrido acético. Esse farmaco se apresentacomo
um pé branco, inodoro e ligeiramente hidrossolGivel e as suas ativi-
dades analgésicas e antipiréticas sdo similares as da acetanilida e
fenaceting, da qual é metabdlito. O paracetamol ndo tem atividade
anti-inflamatéria, mas ainda assim é provavelmente o antipirético-
analgésico de segunda escolha, sobretudo para pacientes alérgicos
a0 &cido acetilsalicilico ou que sofram de Ulceras pépticas. Por ser
menos toxico que afenacetina, o paracetamol acabou substituindo-a
em diversas formulagfes farmacéuticas, sendo habitual administrar
doses didrias' variando de0,3alg.

A FarmacopéiaA mericana (USP-23)? recomendaacromatografia
em camada delgada e espectrofotometria para a determinacdo de
paracetamol em preparagBes farmacéuticas e a A.O.A.C% o método
espectrofotométrico com deteccdo em 520 nm.

Ha citados na literatura diversos métodos para a determinagdo
de paracetamol, dentre estes destacam-se os métodos microbiol 6gico?,

*e-mail: bello@dqg.ufscar.br

volumétricos®, por quimioluminescéncia’®, espectrofotométrico’,
fluorimétrico®, eletroanaliticos®?®, espectroeletroquimico*,
cromatogréficos®>!® e em andlise por injecdo em fluxo por
espectrofotometria no UV? e visivel?-2, fluorescéncia®*, quimio-
luminescéncia®, biamperometria?®? e espectrofotometria FTIR (do
inglés: Fourier transform infrared)®.

A andlise, o conhecimento e a distribuicdo de analgésico-
antipiréticos em produtos farmacéuticos tem-se constituido um dos
principais problemas desde que seiniciou ainvestigacao destes com-
postos. O maior interesse nestas andlises esta centrado nos produtos
naturais, na necessidade destes compostos em seres humanos e seu
emprego na indlstria farmacéutica.

O desenvolvimento de novos procedimentos para determinagdo
dessa classe de farmacos, especialmente aquel es que apresentam em
suas formulagBes antiinflamatdrios baseados em substancias que
atuam como imunoterapicos (imunossupressores ou imunopoten-
ciadores), se deve ao fato de seu crescente uso na industria
farmacéuti ca entre outras, que necessitam de procedimentos répidos,
debaixo custo, precisos e alta sel etividade para adeterminacdo destes
farmacos, sgja na forma livre ou na presenca de outras substancias,
devido ao crescimento exagerado da demanda destes produtos
ocasionado pelo crescimento populacional em paises em desen-
volvimento e o crescimento das doengas relacionadas a terceira
idade.

Desenvolveu-se neste trabalho um procedimento em fluxo com
deteccdo espectrofotométrica para a determinacéo de paracetamol
(acetaminofeno) em preparagBes farmacéuticas. Nesse procedimen-
to, o paracetamol é oxidado com hipoclorito de sddio formando o N-
acetil-p-benzoquinonaimina que reage com sdlicilato de sodio em
solucdo bésica produzindo um composto indofendlico® (N-[p-
hidroxifenil]-p-benzoquinonaiming) com forte absor¢do molecular
em 640 nm, no intervalo de pH entre 9,5 e 10,0, conforme esquema
mostrado na Figura 1.
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Figura 1. Esquema da reacao de oxidacao do paracetamol (acetaminofeno)
com hipoclorito de sédio 0,30% (v/v), salicilato de sddio 8,0% (m/v) em
hidréxido de sadio 0,5 mol L produzindo um composto indofendlico de
coloragéo azul® com forte absorgéo em 640 nm

N-acetil-p-benzoquinonaimina

PARTE EXPERIMENTAL
Equipamentos

Todas as medidas espectrofotométricas foram feitas em um
espectrofotdbmetro Femto, modelo 435 com um célula de quartzo
(caminho optico 1,0 cm) conectado a um registrador Cole Parmer
(Niles, IL, USA, modelo 12020000 de dois canais). O efeito datem-
peratura na reacdo de oxidacdo do paracetamol foi feito usando-se
um banho termostético Tecnal, modelo TE 184. Para propulsdo das
solugBes de referéncia, reagentes e amostras utilizou-se uma bomba
peristéltica Ismatec (Zurich, Switzerland, modelo 7618-40) e tubos
de bombeamento de Tygon de diversos diametros internos. As solu-
¢Oesdasamostrasedereferénciaforam introduzidasno sistemaFIA,
utilizando-se um comutador automético Micronal, modelo B352 e
conectores de acrilico foram utilizados namontagem de todo o siste-
ma de injecéo em fluxo (Figura 2).

Para dissolugdo e solubilizacdo das amostras utilizou-se um
sonificador (Ultra som, Unique, modelo USC 1400).
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Figura 2. Diagrama de fluxos do sistema para determinacéo
espectrofotométrica de paracetamol. Astrés pegas retangul ares representam
um esquema do injetor-comutador; S, solugGes de referéncia ou de amostra;
L,, alga de amostragem (50 cm, 250 uL); L, alga (12,5 cm; 62,5 L) , R,
reagente (NaClO 0,30% (v/v)); R, reagente (salicilato de sddio 8,0% (m/v)
em NaOH 0,5 mol L), vazdo de 2,1 mL min%; T, solucdo transportadora
(HCI 0,05 mol L) com vazéo de 2,5 mL min%; D, espectrofotdmetro em 640
nm; X e Y confluéncias, B, reator helicoidal (100 cm, 0,8 mm d.i.); B,
reator helicoidal (200 cm, 0,8 mmd.i.); W, descarte

Quim. Nova

As medidas espectrofotométricas (método comparativo) foram
feitas com um espectrofotdmetro Hewlett Packard (USA, modelo
8452A).

Reagentes e solugdes

Paracetamol (acetaminofeno), reagente de grau biogquimico, foi
utilizado para preparag@o das solucdes de referéncia. Os demais
reagentes utilizados foram de grau analitico e a gua empregada na
preparacdo das solugdes foi proveniente de um sistema Milli-Q
Millipore (Redford, MA, USA, modelo UV Plus Ultra-baixo teor de
compostos organicos dissolvidos). Sacarose, glicose, lactose, &cido
citrico, &cido ascorbico, amido, sorbitol, sacarina, ciclamato, cafeina,
polietileno glicol eetileno glicol foram adquiridos da Sigma Chemical
Co (St. Louis, MO, USA). A solugéo estoque de paracetamol 200
mg L foi preparada em HCI 0,05 mol L, sendo ent&o as solugdes
de referéncia desse farmaco nas concentragdes de 1,0 a 100,0 mg L*
preparadas diariamente em HCI 0,05 mol L, por diluicBes apropri-
adas da solucdo estoque. Essas solugfes foram protegidas da luz,
sendo acondi cionadas em frascos de cor ambar. Prepararam-sediaria-
mente solugdes de hipoclorito de sodio 0,30% (v/v) e sdlicilato de
sadio 8,0% (m/v) em hidréxido de sodio 0,5 mol L.

Preparacédo das amostras

Paracetamol foi determinado em amostras solidas (pd), gotas e
elixir, adquiridos em farmécias locais, comercializadas como Descon
(Merrell Lepetit Farmacéutica e Industrial Ltda, Santo Amaro, SP),
Resprin (Johnson & Johnson Industriae Comércio Ltda, S0 José dos
Campos, SP), Resfenol (Laboratérios Galenogal Ltda, Porto Alegre,
RS), Tylenal (Cilag Farmacéutica Ltda, S80 José dos Campos, SP) e
Vick Pyrena (Procter & Gamble do Brasil SA., Louveira, SP).

a) amostras solidas

Uma massa acuradamente pesada entre 15 a 30 mg de cadaamos-
trasolida (po) foi transferida paraum béquer de 250 mL contendo 200
mL de solucdo de HCl 0,05 mol L e entéo sonificada por 30 min.
Apbs esse tempo, cada uma das suspensdes foi filtrada em papel de
filtro Whatman Ne 1 e o filtrado transferido paraum bal&o de 250 mL,
sendo em seguida o volume completado com solugéo HCI 0,05 mol L.

b) amostras liquidas

Aliquotas entre 12,5 a 63,0 uL das amostras liquidas foram
transferidas para balGes de 50 mL e os volumes completados com
solucdo de HCI 0,05 mol L*

Procedimento espectrofotométrico

O procedimento espectrofotométrico proposto pela Farmacopéia
Brasileira® foi utilizado para a determinagdo dos teores de
paracetamol nas cinco amostras comerciais.

Sistema de andlise por injegédo em fluxo

A Figura 2 apresenta 0 esquema do sistema de andlises por inje-
¢&o em fluxo utilizado com detecgao espectrof otométrica na posi¢ao
deandlise. Nesse procedimento as solugdes de referénciaou deamos-
tra(S) do paracetamol foram introduzidas no fluxo transportador (T,
HCI 0,05 mol L, vazdo de 2,5 mL min*) conjuntamente com NaClO
0,30% (v/v) (R)), através de algas de 50 cm (L, 250 L) e de 12,5
cm (L, 62,5 pL), respectivamente, confluindo em X (ponto de con-
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fluéncia). No reator B,, ha a formagéo de N-acetil-p-benzo-
quinonaimina, que na sequéncia recebe, no ponto de confluéncia Y,
solucdo de salicilato de sodio 8,09% (m/v) em hidréxido de sddio 0,5
mol L™ (R,), aumavazéo de 2,1 mL min*, formando ent&o no reator
B, a N-[p-hidroxifenil]-p-benzoquinonaimina, um composto
indofendlico estavel de coloragdo azul intensa, que foi monitorado
espectrofotometricamente em 640 nm (D).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito da concentracdo dos reagentes

Estudou-se o efeito das concentragdes de écido cloridrico no in-
terval o de concentrages de 0,01 a0,3 mol L, do salicilato de sodio
de2,0a10,0% (m/v) em hidréxido de sbdiode0,1a1,0 mol L1 edo
hipoclorito de sddio de 0,05 a 0,5% (v/v) sobre o sinal analitico. O
melhor sinal analitico foi obtido em é&cido cloridrico 0,05 mol L,
sdlicilato de sodio 8,0% (m/v) em hidréxido de sddio 0,5 mol Lt e
hipoclorito de sodio 0,30% (v/v).

Efeito do volume das algas de amostragem

Estudou-se inicialmente o efeito do volume da al¢a de
amostragem L, de 125 a 750 pL (25 a 150 cm) para solugGes de
referéncia de paracetamol de 25, 50, 75 e 100 mg L7, fixando-se a
concentracdo de &cido cloridrico em 0,05 mol L (solugao transpor-
tadora), do salicilato de sddio 8,0% (m/v) em hidréxido de sodio 0,5
mol L, de hipoclorito de sddio 0,30% (v/v), vazéo constante de 2,5
mL min* ealcal , para o reagente hipoclorito de sodio 0,30% (v/v)
em 125 pL sobre o sinal analitico. Observou-se paraaalgal ,, queo
sinal analitico aumentou até volume de 500 L, mantendo-se prati-
camente constante em volumes superiores. No estudo do efeito do
volume daalgal ,, variando de 62,5 a 500 pL (12,5 a100 cm), utili-
zaram-se as mesmas condi¢des experimentais mencionadas e aalca
L, de500 pL.. Nessas condicOes, o sinal analitico aumentou de mag-
nitude até volume de 125 L, decrescendo suavemente para volumes
da alca L, superiores. Assim utilizaram-se alcas de 500 pL (L)) e
125 pL (L) para o desenvolvimento desse trabal ho.

Trabalhando-se com a razéo volumétricade 1:4 das algas L, e
L ,, encontrou-se a mesma sensibilidade do procedimento em fluxo.
Objetivando economia de reagentes e diminui¢ao do volume de des-
carte do sistemaem fluxo, optou-se em trabalhar com algasde 50 cm
(250 pL) para as solucles de referéncia e amostras e de 12,5 cm
(62,5 L) paraaalcado reagente R,, hipoclorito de sédio 0,30% (v/
V), sem causar perda significativa da sensibilidade no sinal analitico.

Efeito das vazoes

Estudou-se o efeito davazdo de 1,7; 2,1; 2,5; 3,1; 3,6 e 4,4 mL
min! para a solucdo transportadora T, HCI 0,05 mol L%, nas condi-
¢Oes descritas na Figura 2. Observou-se um aumento significativo
damagnitude do sinal analitico até avazdo de 2,5 mL min? da solu-
¢do transportadora, decrescendo para vazdes superiores, devido pro-
vavelmente a0 aumento da dispersdo da zona de amostra. Sendo
assim, empregou-se essa vazao nos estudos seguintes.

Estudou-se também o efeito davazdo de 0,4; 0,7; 0,9; 1,1; 1,7 e
2,5mL min da solucgdo de salicilato de sodio 8,09 (m/v) em NaOH
0,5 mol L sobre o sinal analitico, mantendo-se uma vazéo de
2,5 mL min? da solugdo transportadora de HCl 0,05 mol L e de-
mais condi¢Bes descritas na legenda da Figura 2. Observou-se um
aumento significativo do sinal analitico até a vazdo de 2,1 mL min?
da solucéo transportadora, decrescendo para vazdes superiores. Esse
efeito pode estar relacionado com a diluicdo da zona de amostra e
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também com a velocidade de reagéio do salicilato e N-acetil-p-
benzoquinonaimina. O desenvolvimento dareaco, a partir davazéo
2,1 mL min! da solugdo de sdicilato de sodio, ndo compensou a
perda devida a dilui¢&o desses reagentes. Desta maneira, utilizou-se
umavazdo de 2,5 mL min? paraasolucgéo transportadorada amostra
ou solugdes de referéncia e vazdo de 2,1 mL min? para a solugéo de
salicilato de sodio 8,0% (m/v) em hidréxido de sddio 0,5 mol L.

Efeito dos comprimentos das bobinas reacionais

Estudou-se o efeito do comprimento da bobina de reagéo B, de
50, 75, 100 e 150 cm, sobre o sinal analitico. Observou-se que paraos
comprimentos de 100 e 150 cm os sinais obtidos foram praticamente
constantes, ndo havendo perda significativa de sinal analitico. Paraos
comprimentos de 50 e 75 cm foi observado uma perda consideravel
do sina, devido possivelmente a ndo completa homogeinizagdo dos
reagentes injetados em confluéncia e/ou vel ocidade dareaco que néo
estaria compensando a perda da dilui¢do da zona de amostra. Portan-
to, utilizou-se a bobina de 100 cm para a conclusdo do trabal ho.

Investigou-se também o efeito do comprimento da bobina de
reaggo B, de 50, 75, 100, 150, 200, 250 e 300 cm sobre o sinal
analitico. Observou-se que para os comprimentos de 200, 250 e 300
cm os sinais obtidos foram praticamente constantes ndo havendo
perdasignificativade sinal analitico, tendo assim atingido améxima
concentracdo do azo composto formado nas condicBes experimen-
tais do trabalho. Para os comprimentos de 50, 75, 100 e 150 cm foi
observado uma perda consideravel do sinal, devido provavelmente
a0 baixo rendimento da reacdo global de formagéo do azo compos-
to, em virtude do menor tempo de residéncia do salicilato com o N-
acetil-p-benzoquinonaimina formado na oxidagdo do paracetamol
com hipoclorito de sddio. Portanto, utilizou-se a bobina de 200 cm
para a conclusdo do trabalho.

Curva analitica

A curvaandliticafoi obtida por injecOes sucessivas em triplicata
devolumesde solucBes dereferénciade paracetamol (acetaminofeno)
na faixa de concentragBes de 1,0 a 100,0 mg L, preparadas diaria-
mente em HCI 0,05 mol L1, vazBes de 2,5 mL mint e 2,1 mL min?
para a solugdo transportadora T (HCl 0,05 mol L* e solugdo de
sdicilato de sodio 8,0% (m/v) em hidréxido de sodio 0,5 mol L7,
respectivamente, algas de amostragem (L ,) paraamostras e solugdes
de referéncia de 50 cm (250 L) e dga (L) para o reagente NaClO
0,30% (v/v) de 12,5 cm (62,5 pL) e bobinas reacionais B, de 100 cm
e B, de 200 cm. A curva analitica obtida pode ser descrita pela equar
¢a0: A =(-5,85 + 0,09)x102 + (6,06 + 0,06)x10° C; r = 0,9998, onde
A éaabsorbanciae C aconcentragdo do paracetamol enmg L% A
curvaanaliticafoi linear nafaixa de concentracdo de paracetamol de
1,0a100 mg L* (3,3x10° a6,6x10“* mol L) e limite de detecgdo de
0,5mgL*(1,6x10° mol L) (trés vezes o desvio padréo do branco/
inclinagdo da curva analitica). A frequéncia analiticafoi de 80 ht e
0s sinais transientes obtidos para as solugdes de referéncia de
paracetamol e solugdes de amostras sd0 apresentados na Figura 3.

O sistema FIA proposto apresentou maiores linearidade e sensi-
bilidade que agueles sistemas descritos na literatura com deteccdo
espectrofotométricano UV e no visivel?-2, fluorescéncia?*, quimio-
luminescéncia®, biamperométrica®®?” e FTIR%, além de maior fre-
guéncia analitica?®#222%,

Estudo da repetibilidade

Estudou-se a repetibilidade do procedimento proposto para con-
centracOes de 25,0 e 50,0 mg L de paracetamol, obtendo-se desvios
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Figura 3. Snaistransientes obtidosemtriplicata para solugdes dereferéncia
de paracetamol (acetaminofeno) nas concentragoes de 1,0; 5,0; 10,0; 25,0;
35,0; 50,0; 75,0 e 100,0 mg L e em sextuplicata para solucdes de amostras
(A, Descon; B, Resfenol; C, Resprin; D, Tylenal; E, Vick Pyrena) e soluctes
de referéncia novamente. As condigdes do sistema de injegdo em fluxo sdo
as mesmas especificadas na legenda da Figura 2

padr&o relativos menores que 2% para as concentragdes estudadas
(n=10).

Estudo da seletividade e de adicao/recuperacédo de
paracetamol em produtos far macéuticos

O efeito de al gumas substancias geralmente presentes nas amos-
tras comerciais como sacarose, glicose, lactose, acido citrico, ami-
do, sorhitol, sacaring, ciclamato, cafeina, polietileno e etileno glicol
foram estudados como interferentes em potencial. Nenhum desses
compostos investigados nas razdes de concentragdes de 10:1; 1:1 e
1:10 causou interferéncia no procedimento em fluxo.

A Tabela 1 apresenta os resultados da adic¢&o e recuperagdo do
paracetamol (acetaminofeno) em farmacos para trés concentracoes:

Tabela 1. Estudo de adicao erecuperacdo de paracetamol em amostras
de preparagdes farmacéuticas para trés diferentes concentragtes

Paracetamol (mg L)

Amostra Adicionado Recuperado” Recuperagéo (%)
Descon 25,0 249+0,5 99,6
50,0 50,0 + 0,4 100,0
75,0 75,4 +0,7 100,5
Resfenol 25,0 258+ 0,8 103,2
50,0 50,7 + 0,6 101,4
75,0 75,9 + 0,6 101,2
Resprin 25,0 259+0,8 103,6
50,0 50,9 +0,7 101,8
75,0 76,1+0,9 1015
Tylenol 25,0 25,6 + 0,6 102,4
50,0 51,5+0,8 103,0
75,0 76,1+0,8 101,5
Vick Pyrena 25,0 245+ 0,6 98,0
50,0 50,5+ 0,8 101,0
75,0 75,7+ 0,6 100,9

* média + estimativa do desvio padréo de 6 medidas

Quim. Nova

25,0; 50,0 e 75,0 mg L de solugdes de amostras de paracetamol,
obtendo-se fatores de recuperagdes entre 98,0% e 103,6%. Conclui-
se dos resultados obtidos que ndo houve interferéncia da matriz des-
ses produtos comerciais no método analitico proposto.

Aplicacao

A Tabela 2 apresenta uma comparagdo entre os teores de
paracetamol encontrados nessas preparages farmacéuticas utilizan-
do-se um método oficia® e o procedimento por inje¢do em fluxo
proposto. Aplicando-se o teste t-pareado para os resultados obtidos
utilizando-se os dois procedimentos, obteve-set igual a 2,24; valor
menor que aquele tabelado (t, ., , = 2,78), indicando assim que néo
ha diferenca significativa entre os resultados a um nivel de 95% de
confianca.

Tabela 2. Determinag@o de paracetamol em preparagdes farma-
céuticas usando o0 método espectrof atomeétrico e espectrof otométrico
por injecdo em fluxo proposto

Amostras Paracetamol (mg/g)* Erro
(mg/mL) Relativo(%)
Espectrofotometria FIA* E
Descon 159,7 £ 0,7 160,8 £ 0,6 +0,7
Resfenol 100,1 £ 0,5 100,1£ 0,9 0,0
Resprin 201,1+0,8 201,3+0,9 +0,1
Tylenol 199,7+0,1 200,1+ 0,2 +0,2
Vick Pyrena* 500,1 £ 0,3 4991+ 04 -0,3

*média + estimativa do desvio padréo de 6 medidas
*amostra solida

CONCLUSOES

Os estudos realizados neste trabalho evidenciaram a viabilidade
do emprego do método espectrofotométrico em fluxo para determi-
nacao de paracetamol (acetaminofeno) apds sua reacdo de oxidagdo
com hipoclorito de sodio formando o N-acetil-p-benzoquinonaimina
gue reage com salicilato em solugdo bésica produzindo um compos-
to indofendlico de coloragdo azul estavel, com forte absorgdo em
640 nm no intervalo de pH entre 9,5 e 10,0

Os resultados obtidos empregando o método proposto estdo de
acordo com os resultados obtidos usando 0 método recomendado na
literatura e apresentou boa precisdo, boa reprodutibilidade e sensibi-
lidade. Com esta metodologia desenvolvida determinou-se
paracetamol em diversas amostras comerciais. Além disso, 0 método
apresentou boa freqiiéncia analitica (80 h') empregando apenas um
volume de 250 pL da solugdo de amostra e &cido salicilico em subs-
tituicdo a solucdo de fenol, constituindo assim em um procedimento
analitico de menor toxicidade.
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