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Resumo: O uso do &cido nitroso para determinacédo de paracetamol (acetoaminofenol) em formulagdes
solidas e liquidas empregando um sistema de andlise por injecéo em fluxo é descrito. A determinagéo da
droga foi realizada pela reagao do paracetamol com &cido nitroso gerado em linha e 0 produto dessa reacéo
foi monitorado em 430 nm em meio alcalino. A curva analitica apresentou uma faixa de concentragéo de
paracetamol variando entre 9,7x10° a 6,2x10- mol L* com um limite de deteccéo de 2,5x10° mol L. Os
desvios padréo relativos foram menores que 2% para solugBes contendo 1,2x10* e 2,8x10* mol L™ de
paracetamol (n=10) e uma frequéncia de amostragem de 60 determinagdes por hora foram obtidos. Os
resultados da determinacéo de paracetamol nas formulagdes farmacéuticas obtidas pelo procedimento em
fluxo proposto estdo em boa concordancia com os resultados obtidos utilizando-se o procedimento da

Farmacopéia Americana a um nivel de confianga de 95% e dentro de uma faixa aceitavel de erro.
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Introducao

Paracetamol (acetoaminofenol) é um analgeé-
sico antipirético derivado da fenacetina, que pode
ser administrado associado com outras substancias,
como cafeina [1]. E o analgésico mais vendido no
pais [2]. Seu uso inadequado pode causar lesdes nas
células hepaticas, sendo evitado seu uso em casos de
dengue, principalmente na forma hemorragica [3]

Uma particularidade dos sistemas de anali-
ses de injecdo em fluxo (FIA) que contribuiu para
sua propagacdo como técnica analitica é a
repetibilidade das operacfes envolvidas no siste-
ma, como injecdo, propulsdo das solucdes e a
regulacdo tempo dessas operagdes. Com isso, siste-
mas de analises por injecdo em fluxo permitem que
sejam realizadas analises quimicas, sem que a reacdo
quimica tenha se completado, o que é primordial
para metodologias utilizadas em bateladas. Consi-
derando-se essas caracteristicas dos sistemas em flu-
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X0, pode-se empregar reagentes instaveis em diver-
sas determinacdes analiticas como boa precisédo e
exatiddo, uma vez que a velocidade de decomposi-
cao do reagente pode ser controlada. O tempo de
residéncia de um reagente no sistema de andlise por
injecdo em fluxo é da ordem de 1 minuto, assim, o
tempo de vida em que um reagente necessita ser es-
tavel ndo deve ser muito superior a este tempo [4,5].

Sistemas de analise por injecdao em fluxo
possibilitam a geracdo desses reagentes partindo-
se de uma solucdo com maior estabilidade. No em-
prego de fortes agentes oxidantes, como Ag(ll) e
redutores, como U(I11), que dificilmente sdo aplica-
dos em metodologias volumétricas, pode-se partir
de solucdes de nitrato de prata e acetato de
uranio(lV), que séo convertidos pela reacdo com
uma substancia quimica (reagentes de Jones, para o
agente redutor) ou pela reacdo eletroquimica
(eletrodo de ouro mantido a +2 V vs ECS), para o
agente oxidante [5].
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Diversos sistemas de analises por injecdo em
fluxo foram desenvolvidos empregando a geracéo
eletroquimica do reagente oxidante, a saber: Ag(ll)
[6,7], Co(l11) [8,9], Mn(111) [10], H,O, [11] e Br, [12].

A geracdo de reagentes redutores pode ser
realizada com o uso de um reator em fase sélida
contendo, por exemplo, o reagente de Jones
acoplado ao sistema de analise por injecao em flu-
x0. Nesses sistemas, foi possivel o emprego de U(l11)
[13], Cr(11), V(I1) [14] e Mo(lI1)[15], espécies alta-
mente instaveis e de dificil aplicacdo analitica.

O é&cido nitroso é formado pela reacdo de
nitrito em meio acido. Esse reagente tem sido em-
pregado para a determinacdo de paracetamol [16-
19], salicilamida [18], oxifenobutazona [20] e
metoclopramida [21]. Hererro et al. [21] desenvol-
veram um sistema de analise por injecdo em fluxo
com um reator em fase solida contendo cadmio-
cuperizado, para a geracao em linha de nitrito. Este
sistema foi aplicado para a determinacdo de
metoclopramida em formulacBes farmacéuticas.
Neste sistema, uma solucéo de nitrato foi bombea-
da através do reator em fase sélida continuamente,
gerando um fluxo de solucdo de nitrito durante
todo o processo.

Vérios procedimentos espectrofotométricos
sdo descritos para determinacéo de paracetamol em
formulacdes farmacéuticas, baseados na absor¢édo
de luz pelo analito na regido do ultra-violeta [16] e
naregiao do visivel, apds derivatizacdo do analito
com vanilina [22] ou ainda, por espectrofotometria
derivativa [23]. Método volumétrico [24],
voltamétrico [25], espectroeletroquimico [26],
cronoamperométrico [27] e cromatograficos
[23,28] foram também descritos para a determina-
c¢do de paracetamol em produtos farmacéuticos.

Sistemas de anlise por injecdo em fluxo tém
sido empregados em laborat6rios que empregam
analises de rotina, devido a sua simplicidade, me-
nor custo e também niimero elevado de determina-
¢des. Diversos sistemas de analise por injecdo em
fluxo tém sido descritos para determinacdo de
paracetamol em produtos farmacéuticos, empregan-
do deteccdo: espectrofotométrica [19,29-33],
espectrofluorimé trica [34] e biamperomeétrica [35].

No presente trabalho, desenvolveu-se um
sistema de analise por injecéo em fluxo robusto com
deteccdo espectrofotométrica, empregando gera-
¢do “on-line” do reagente oxidante HNO, (Equa-
¢do 1, Figura 1). O acido nitroso (1) produzido pela
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reacdao em fluxo de uma solucéo de nitrito de s6dio
com solucédo de HCI, reage com o paracetamol (2)
formando um produto cromogénico (3), que € insta-
vel e absorve intensamente em 410 nm. Pela
alcalinizacdo do meio, produz uma substancia alta-
mente estavel que absorve em 430 nm (substancia 4
e5), e ainda, provoca um deslocamento batocrémico,
juntamente com um efeito hipercrémico [17].

NaNO, + HCl —> HNO, (equagio 1)

OH OH
N=0
HNO, (1)
_
NHCOCH, NHCOCH,
(2) 3)
l NaOH
o
N—O" N=0
=
NHCOCH, NHCOCH,
5) )

Figura 1. Esquema da reagédo de determinagdo de
paracetamol [17].

Parte Experimental
Equipamentos

As medidas de absorbancia foram obtidas
utilizando-se um espectrofotdmetro Femto modelo
435 (S&o Paulo, Brasil) com uma cela de fluxo de
vidro com um caminho éptico de 1,00 cm,
conectado a um registrador x-t, Cole Pamer (Niles,
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IL, USA) Modelo 12020000 de dois canais. Uma
bomba peristaltica Ismatec (Zurique, Suica), mo-
delo 7618-40 e tubos de propulsdo Tygon®, fo-
ram empregados para a propulsao das solucfes de
referéncia/amostras e reagente. O sistema de ana-
lise por injecdo em fluxo, mostrado na Figura 2, foi
construido empregando-se tubos de extensdo de
polietileno de 0,8 mm de diametro interno. Todas
as solucdes de amostras e de referéncias foram

introduzidas no sistema FIA, utilizando-se um
injetor-comutador [36] tipo 2-3-2 construido em
nosso laboratério.

Um espectrofotdmetro Hewlett-Packard
(Roseville, CA, USA) modelo 8452A UV-Vis e uma
cubeta de vidro de caminho 6ptico de 1,00 cm
foram utilizados para obtencdo das medidas
espectrofotométricas do procedimento compara-
tivo [16].
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Figura 2. Sistema de analise por injecéo em fluxo proposto para determinag&o de paracetamol em produ-
tos farmacéuticos. R: solucdo de nitrito 0,6 mol L*; S: solucdo de referéncia ou amostras; C,: solugéo de
NaOH (0,05 mol L*, 0,6 mL min'); C.: solugéo de HCI (8,0x10* mol L, 2,2 mL min™); B, e B,: bobinas
reacionais de 350 e 60 cm, respectivamente); D: detector espectrofotométrico (430 nm); W: descarte.

Reagentes e Solugdes

Paracetamol (acetaminofeno), reagente de
grau bioguimico (Sigma), foi utilizado para prepara-
cdo de solucBes de referéncia. Os demais reagentes
utilizados foram de grau analitico e a &gua empre-
gada na preparacdo das solucGes foi proveniente
de um sistema Milli-Q Millipore (Redford, MA, USA,
modelo UV Plus Ultra-baixo teor de compostos or-
ganicos dissolvidos).

A solucdo estoque de paracetamol 1,5x10
mol L foi preparada em HCI 8,0x10* mol L%, sen-
do entdo as solucdes de referéncia desse farmaco
nas concentragOes de 9,7x10° a 2,4x10° mol L*
preparadas anteriormente ao seu uso em HCI 8,0x10-
¥ mol L, por dilui¢es apropriadas da solugao esto-
que. Prepararam-se diariamente solug@es de nitrito de
s6dio 0,6 mol L e hidrdxido de sédio 0,05 mo L.
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Preparagdo das Amostras

Foram realizadas determinacdes de
paracetamol em produtos disponiveis no mercado
nacional, tais como: Fluviral (DM IndUstria Farmacéu-
tica Ltda, Barueri, SP); Tylenol DC, Tylenol Extra e
Tylenol Gotas (Janssen-Cilag Farmacéutica, S. J. dos
Campos, SP); Excedrin (Bristol-Myers Squibb Brasil,
Santo Amaro, SP); Sonridor (GlaxosmithKline Brasil
Ltda, Rio de Janeiro, RJ); Dorico (Sanofi-Synthlab
Ltda, Rio de Janeiro, Paracetamol (Eurofarma Labora-
torios Ltda, Sdo Paulo, SP e Paracetamol Gotas
(Medley S.A IndUstria Farmacéutica, Campinas, SP).

Na preparacdo das amostras solidas, uma
massa acuradamente pesada entre 100 e 200 mg de
cada amostra foi transferida para um baldo
volumétrico de 100 mL, sendo dissolvida com solu-
cao de HCI 8x10° mol L%, sendo o seu volume

23



completado com a mesma solugao. Um volume apro-
priado de cada solugdo de amostra foi transferido
para um baldo volumétrico de 100 mL, para que a
concentracdo da solucéo estivesse dentro da faixa
de concentracao da curva analitica.

Na preparagdo das amostras liquidas,
aliquotas das amostras contendo paracetamol fo-
ram precisamente transferidas para um baldo
volumétrico de 100 mL, sendo o volume completa-
do com uma solucédo de HCI 8,0x10- mol L. Em
seguida, transferiu-se essa solucdo para um baldo
volumétrico de 50 mL e seu volume foi completado
com a mesma solucéo de HCI. Dessa maneira, a con-
centragdo resultante de cada solug&o estava na fai-
xa de concentracdo de paracetamol da curva anali-
tica.

Procedimento comparativo

Como método comparativo, empregou-se 0
procedimento espectrofotométrico descrito na
Farmacopéia Americana (USP-21) [16] baseado na
mesma reacgdo entre paracetamol e nitrito, em meio
acido (Figura 1), para a determinacao de paracetamol
nas amostras comerciais.

Sistema de Injecédo em Fluxo

Um diagrama esquematico do procedimen-
to em fluxo proposto € mostrado na Figura 2. Nesse
procedimento, as solucdes de referéncia/amostras
de paracetamol e reagente foram introduzidas com
0 auxilio do injetor-comutador na solugdo trans-
portadora (HCI 8,0x10-* mol L*, vazéo de 2,2 mL
min) atraves da alga L, (75 cm; 375 mL). A solu-
cdo do reagente nitrito de sédio 0,6 mol L* foi
introduzida pela alga L, (75¢cm, 375 mL). Ambos
volumes injetados (amostra e reagente) confluem
no ponto C, onde ocorre a formagéo do nitro-deri-
vado do paracetamol (3, Figura 1). Ap6s a conflu-
éncia C,, ocorre a formacgdo do respectivo ion
fenolato (4-5, Figura 1), na bobina reacional B,,
pela solucdo de NaOH 0,05 mol L* (0,6 mL min?),
sendo essa monitorada espectrofotometricamente
a430 nm. O sinal transiente gerado foi proporcio-
nal a concentragdo de paracetamol.

Resultados e Discussoes

Os estudos de otimizacéo do sistema de ana-
lise por injecdo em fluxo foram realizados no modo
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univariado, buscando uma melhor sensibilidade e
freqliéncia analitica.

Efeito da concentracé@o dos reagentes

Estudou-se o efeito das concentracdes de
acido cloridrico no intervalo de concentracfes de
4,0x10°a 0,02 mol L?, hidroxido de sodio de 0,04
a 0,2 mol L%, nitrito de s6dio 0,02a 1,0 mol L. O
melhor sinal analitico foi obtido em solucéo de aci-
do cloridrico 8,0x10° mol L, hidroxido de sédio
0,05 mol L-*e nitrito de s6dio 0,6 mol L.

Efeito do volume das alcas de amostragem e do
reagente

Estudou-se o efeito do comprimento da alga
de amostragem L, e do reagente L, de 40 a 105 cm
(volume da amostra de 200 a 525 mL) para uma
solucéo de referéncia de paracetamol de 1,1x10®
mol L%, tendo como solugdo transportadora o HCI
8,0x10*mol L* (1,8 mL min'), solugdo de hidroxido
de s6dio 0,05 mol L (0,6 mL min?)e concentracao
da solugdo de nitrito de sédio 0,6 mol L. Obser-
vou-se que variando a alga de amostragem L, sen-
do L, mantida constante, o sinal analitico aumentou
até o volume de 375 mL, permanecendo constante
nos volumes maiores. Dessa forma, selecionou-se
esse volume de alca para os demais experimentos.
Para a variacdo da alca do reagente L, deixando L,
com volume de 375 mL, observou-se que o sinal
analitico aumentou até o volume de 375 mL, perma-
necendo constante para volumes maiores.
Selecionou-se o volume de 375 mL como volume
6timo para demais estudos.

Efeito das vazdes

Estudou-se o efeito da vazdo da solucédo
transportadora T, HCI 8,0x10-*mol L*de 0,7, 2,2,
2,9 e4,2mL min, nas condigdes descritas na Figu-
ra 2. Observou-se uma queda acentuada do sinal
analitico até a vazéo de 4,2 mL min. Dessa manei-
ra, considerando-se a freqiiéncia analitica e a sensi-
bilidade do procedimento em fluxo, selecionou-se a
vazdo de 2,2 mL min. Estudou-se também o efeito
da vazdo de 0,6 a 2,9 mL min* para solucdo de
NaOH 0,05 mol L. Observou-se uma queda da
magnitude do sinal analitico com o0 aumento da va-
zao da solucdo de NaOH. Dessa forma, selecionou-
se avazdo de 0,6 mL min para o sistema proposto.
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Efeito dos comprimentos da bobina reacional

Estudou-se o efeito do comprimento da bo-
bina reacional B, de 40, 135, 235, 350 e 422 cm
sobre o sinal analitico, responsavel pela mistura e
reacdo entre 0 paracetamol e o acido nitroso produ-
zido. Observou-se um aumento do sinal analitico
até o comprimento de 422 cm. Dessa forma,
selecionou-se 0 comprimento de 350 cm para o sis-
tema de andlise por injecdo em fluxo considerando
o melhor compromisso entre a frequiéncia analitica
e a sensibilidade requerida para analise de
paracetamol nas formulacdes farmacéuticas.

O efeito do comprimento da bobina B, nos
comprimentos de 30, 45, 60 e 100 cm, sobre o sinal
analitico foi também avaliado. Cabe lembrar, que
nesse reator é formado o ion fenolato, apos
neutralizacdo do excesso de acido nitroso. Verifi-
COu-se que para 0s comprimentos entre 45 a 100

cm ndo houve perda do sinal analitico. Dessa ma-
neira, selecionou-se assim, o comprimento de 60 cm
como comprimento étimo do sistema em fluxo.

Estudo da seletividade e de recuperacéo de
paracetamol nas formulagdes farmacéuticas

A seletividade do procedimento de analise
por injecdo em fluxo proposto foi avaliada adicio-
nando-se algumas substancias geralmente presen-
tes nas amostras comerciais a uma solucéo de refe-
réncia de paracetamol 8,0x10* mol L' e comparan-
do-se o sinal analitico obtido com aquele obtido
empregando uma solucéo de referéncia de mesma
concentracdo sem adicdo da substancia avaliada. A
concentracdo tolerada da substancia interferente
foi aquela que provocou um erro igual ou menor
que 5% do sinal obtido e os resultados estdo mos-
trados na Tabela 1.

Tabela 1. Determinacéo de paracetamol em formulagdes farmacéuticas usando o método de analise por
injecdo em fluxo com deteccgdo espectrofotométrica proposto e 0 método comparativo [16].

Paracetamol
Amostras : E1(%) E> (%)
Valor rotulado ~ Comparativo Proposto
Paracetamol® 100,0 101,4+0,5 100,1+ 0,9 -1,3 0,1
Paracetamol
. 200 201,6 £0.,8 201,3+0,9 -0,2 0,7
Gotas
Tylenol Gotas® 200 198,8 + 0,1 200,3+0,3 0,8 0,2
Dorico” 893 900 + 3 924+ 5 2,7 3,5
Tylenol extra® 697 635+ 5 711 + 4 -12,0 2,0
Fluviral® 774 905 + 3 825+5 -8,8 6,6
Tylenol DC” 737 797 +3 767+5 -3.8 4,1
Excedrin” 766 836+ 4 792 +1 -5,3 3,4

n=3; 95% de confianca
amgmL?
b mg g-l

Er,: erro relativo entre o procedimento proposto e o procedimento comparativo;
Er,: erro relativo entre o procedimento proposto e o valor rotulado.
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Das substancias investigadas, a solucdo de
sacarose e cido citrico causaram uma interferén-
cia significativa no procedimento proposto. Com
isso, amostras comerciais contendo cido citrico
(produtos granulados) ndo puderam ser analisa-
das.

A recuperacdo de paracetamol nos produ-
tos farmacéuticos foi avaliada adicionando-se trés
concentracOes de solucdo de referéncia de
paracetamol (4,0x10%, 8,1x10*e 1,2x10° mol L)
a oito diferentes produtos comerciais (gotas e com-
primidos) e comparando-se as concentracdes ob-
tidas com as concentracfes adicionadas. As recu-
peracdes variaram de 95 a 105 %, ndo indicando
assim um efeito de matriz acentuado nessas amos-
tras estudadas.

Curva analitica e aplicacdo

A curva analitica obtida por injecdes su-
cessivas em triplicata de seis solucdes de referén-
cia de paracetamol com melhor regressao esteve
no intervalo de concentracdo de 9,7x10% a 6,2x10°
3 mol L*, preparadas em HCI 8,0x10 mol L.

Empregando o método de minimos quadrados,
obteve-se uma equacao de regressdo que pode ser
descrita pela equacdo: Abs = 0,035 + 155,33xC —
9.610,77xC?; r?=0,99989, onde Abs é a
absorbéncia e C a concentracdo de paracetamol
em mol L. O limite de deteccdo obtido foi de
2,5x10° mol L (trés vezes o desvio padrdo do
branco/sensibilidade). A freqliéncia analitica obti-
da foi de 60 determinac®es por hora. Avaliou-se a
repetibilidade do procedimento proposto para con-
centracGes de 1,2x10“ mol L e 2,8x10* mol L*
de paracetamol, obtendo-se desvios padréo relati-
vOs menores que 2% para as concentragdes estu-
dadas (n=10).

A Tabela 2 apresenta uma comparacao en-
tre os teores de paracetamol encontrados nas for-
mula¢des farmacéuticas analisadas utilizando-se um
método comparativo descrito na Farmacopéia Ame-
ricana USP-21 [16] e o procedimento de analise
por injecdo em fluxo proposto. Aplicando-se tes-
te-t pareado aos resultados obtidos pelos dois mé-
todos, verificou-se que ndo héa diferenca significa-
tiva entre os resultados obtidos a um nivel de con-
fianca de 95% [37].

Tabela 2. Concentracéo tolerada de interferente na determinacéo de paracetamol?.

Interferente Erro (%)  Concentragdo tolerada (mol L'l)
Sacarose -4,5 8x107
Carboximetilcelulose® -5,0 1,5x107
Manitol 4.8 1,5x107
Acido citrico 43 8,3x10™
Amido” 3,2 4,5x107
Polivinilpirrolidona® 2,0 1,710
Acessulfame-K -3,8 2,3x102
Cafeina +1,1 6,1x10™
Sacarina +1,0 1,5)(10'3
Acido ascorbico -4,2 1,8x1 0*

aconcentracao de paracetamol: 8x10“ mol L%;
b0h (M/V).
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Conclusdes

O procedimento de andlise por injecdo em
fluxo com deteccdo espectrofotométrica proposto

terminacdo de paracetamol [19,30,32,33] e ainda,
apresentou um menor consumo de nitrito por deter-
minacdo, comparado com procedimentos em
batelada [16-19].

é um sistema mecanizado simples, que se apresen-
tou preciso e com sensibilidade para determinacédo
de paracetamol em formulagdes farmacéuticas. E um
sistema em fluxo de maior robustez quando compa-
rado com sistemas cromatograficos e de fluxo como
aqueles propostos anteriormente [19,23,28]. Apre-
sentou uma curva analitica com uma maior interva-
lo de concentracdo quando comparada com outros
sistemas de analises por injecdo em fluxo para de-
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using a flow injection analysis system with generation of nitrous acid.

Abstract: The use of nitrous acid (HNO,) for determination of paracetamol (acetoaminophen) in liquid and
solid formulations employing flow injection system is described. The determination of this drug was carried
out by reacting paracetamol with nitrous acid generated in-line and the product yielded was measured at
430 nm in alkaline medium. The analytical curve ranged from 9.7x10° to 6.2x10 mol L* of paracetamol,
with a detection limit of 2.5x10-°> mol L. The relative standard deviations (RSDs) were smaller than 2% for
solutions containing 1.2x10*and 2.8x10* mol L1 of paracetamol (n=10) and 60 determinations per hour
were obtained. The results of determination of paracetamol in pharmaceutical formulations obtained by
the proposed FI procedure were in good agreement with those obtained using theUSP procedure at a

confidence level of 95% and within an acceptable range of error.

Keywords: Flow injection spectrophotometry; nitrous acid; paracetamol.
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