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RESUMO

A necessidade de utilizacdo de substancias quimicas de referéncia (SQR)
nas determinagdes quantitativas feitas por via instrumental é fato por demais
conhecido e dispensa comentarios adicionais. O estabelecimento destas SQR,
por sua vez, requer estudos exaustivos e a utilizacdo de métodos analiticos
seletivos, precisos e exatos.

O paracetamol é uma substancia amplamente utilizada como antipiréticos e
se constitui na terapia de escolha para pacientes sensiveis a aspirina, por nao
irritar a mucosa estomacal quando administrada em doses inferiores a maxima
recomendada. Sua ampla utilizagdo e seus imites terapéuticos fazem desta
substancia uma importante candidato a SQR a ser estudado.

O paracetamol € um composto fendlico que sofre oxidagao irreversivel em
meio acido, através de ataque eletrolitico no anel aromatico com participagao
de 2 elétrons e 2 protons. Baseado nesta constatacdo este estudo buscou
implementar e validar uma metodologia voltamétrica, cujos resultados forma
comparados com aqueles produzidos pelas técnicas oficialmente
recomendadas (espectrofotometria no ultravioleta e visivel e cromatografia
liquida de alta eficiéncia).

Todos os parametros analiticos significativos para técnica voltamétrica em
pulso diferencial foram otimizados e o procedimento final foi validado, de
acordo com as recomendagdes do INMETRO. As condi¢des julgadas mais
adequadas para determinacéo do paracetamol foram:

- eletrdlito de suporte : metanol : acido perclérico (1:1);

- amplitude de pulso: -50mv;

- velocidade de varredura: 15mv/s;

- velocidade de rotagéo do eletrodo de trabalho: 200 rpm.

Nestas condicdes, observa-se pico de oxidagao do paracetamol a 780 mV
que se mostrou util para sua determinagao quantitativa.

Os resultados obtidos na determinacéo voltamétrica do paracetamol em 3

amostras produzidas por diferentes fabricantes, demonstram que o método é



homocedastico e produz resultados equivalentes em exatidao e precisao aqueles

oficialmente recomendados.



ABSTRACT

The paracetamol is a chemical substance extensively used in medicine
against fever and pain. It constitutes a therapeutic alternative for those patients
sensible to aspirin.

It is a phenolic compound and it suffers irreversible oxidation in acidic
medium with the participation of 2 electrons and 2 protons per paracetamol
molecule.

This work was carried out, in order to evaluate the applicability of
voltammetry with solid electrodes as an alternative analytical method for analyzing
paracetamol in raw material used for preparation of chemical standard.

All significant voltammetric analytical parameters were studied. The
following voltammetric conditions were used:

Support electrolyte — metanol: percloric acid

Diluent - metanol

pH -0.6

Scan rate — 15mv/s

Rotated speed — 200 rpm

The results obtained by this optimized method were compared with those
obtained by using official methods (HPLC and UV- spectrophotometry) using
paracetamol produced in three different producers.

Statistical tests used in these comparisons showed that all three methods produce

precise and accurate results, based on the student test.
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1. INTRODUGAO
1.1. Aspectos gerais sobre o paracetamol

A utilizagdo de analgésicos naturais para alivio das dores remonta aos
primordios da historia escrita (cerca de 3.000 a.C.) e para esta finalidade
recorria-se ao uso de plantas. Posteriormente, o rapido avanco dos
conhecimentos fitoquimicos levou a descoberta e ao desenvolvimento dos
analgésicos. Um classico exemplo foi a sintese do acido salicilico, em 1860, e dos
compostos do grupo da pirazolona, representada pela antipirina, em 1883. A
fenacetina foi sintetizada em 1886 e finalmente em 1890, tem-se o
desenvolvimento do paracetamol (acetaminofen)’.

Somente em 1893 o paracetamol foi introduzido na pratica clinica por Von
Mering. Contudo s6 foi utilizado extensivamente a partir de 1949, quando Brodie e
Axelrod o identificaram como principal metabdlito ativo tanto, da fenacetina como
da acetanilida, ambos com acgao anaIgésica-antipiréticaz.

A partir desta época o paracetamol tem sido utilizado como ingrediente
ativo para uma série de produtos farmacéuticos, sob diferentes formas de
dosagens, sozinho ou associado. O Tylenol, por exemplo, foi introduzido no
mercado norte-americano em 1955 por McNeil Laboratories.

Hoje em dia, o paracetamol € um dos medicamentos mais utilizados para
alivio de dores crénicas e € um dos melhores analgésicos disponiveis no mercado.

Alguns efeitos colaterais s&o associados a esta substéncia. O de maior
destaque € a sua acao hepatotdéxica para humanos e animais de laboratdrio,
observado quando administrado em doses acima da recomendada. A reducgao da
hepatotoxidade do paracetamol € conseguida com a introdugdo de um
grupamento 2- metila na posigdo meta em relagdo ao grupo hidroxila, o que
ocasiona também a redugéo na agéo analgésica. 3

Produtos farmacéuticos a base do paracetamol tiveram, recentemente, uma
exaustiva utilizagdo no Estado do Rio de Janeiro, no verdo do ano de 2002, devido
a epidemia de dengue. Este principio ativo é o mais indicado, devido a ndo irritar a

mucosa estomacal, quando administrado em doses inferiores a dose maxima.



recomendada é de 4 gramas/ dia para adultos e 100 miligramas/ quilo de peso
para crianca. Doses superiores a estas podem causar hemorragia digestiva,
intoxicacdo exogena, hepatite medicamentosa e até mesmo levar a morte. No
caso do paracetamol, a diferenca entre a dose terapéutica e a toxica, € pequena
por isso a necessidade do controle de sua administracdo®.

As determinagdes dessa substancia farmacéutica, tanto em fluidos
biolégicos como em medicamentos tém sido realizadas através de diferentes
procedimentos, descritos em compéndios oficiais ou nao.

As metodologias recomendadas pelas farmacopéias (compéndios oficiais)
para o controle da qualidade do paracetamol e de seus produtos, sdo a
espectrofotometria no UVVIS, para a avaliagdo da matéria-prima, e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com deteccao espectrofotométrica
ou eletroquimica para analise de preparacdes medicamentosas. °

O método proposto no presente estudo € o voltamétrico, apresentam em
alguns casos, vantagens quando comparado com outros métodos analiticos tais
como, elevada sensibilidade e boa seletividade, geralmente pouca ou nenhuma
interferéncia de substancias relacionadas, de excipientes, corantes, aglutinantes e
outras substancias utilizadas nas diferentes formas farmacéuticas, além de
oferecer a possibilidade de realizar estudo dos mecanismos eletrédicos de
oxidacdo e reducio®.

O paracetamol € um composto fendlico que sofre oxidagdo em meio acido
através de ataque eletrolitico no anel aromatico com remocgéo irreversivel de dois
elétrons e dois prétons, produzindo a N-acetil-p-quinoneimina que através de um
processo puramente quimico da como produto final a benzoquinona (mecanismo
do tipo EC). ®7

A estrutura quimica do paracetamol (acetaminofen, 4’ hidroxiacetanilida, n-
acetil-p-aminofenol, p-acetamidofenol) € mostrada na Figura 1.

Com perspectiva de avaliar a possibilidade de utilizacdo da voltametria
como técnica analitica de escolha ou mesmo alternativa, na determinagdao do
paracetamol tanto como matéria prima quanto em preparagcées farmacéuticas, os
parametros experimentais necessarios foram otimizados. Nesta otimizagdo além

dos parametros instrumentais: amplitude de pulso, velocidade de varredura,



velocidade de agitacdo e tempo de purga; e também fora estudados a influéncia:
do pH do meio, a natureza do eletrélito suporte, do diluente da amostra®.
A metodologia resultante foi validada e comparada com as metodologias

oficiais®.

N

H

Figura 1: Estrutura quimica do paracetamol



2. OBJETIVO

Este trabalho tem por objetivo, implementar e validar a técnica voltamétrica
em regime de pulso diferencial e compara-la com a espectrofotometria no
ultravioleta e visivel e a cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia, para a
determinacdo do paracetamol tanto para matéria-prima como em formulacdes
farmacéuticas.

Pretende-se, com isto, verificar a aplicabilidade desta técnica em estudos

para o Estabelecimento de Substancia Quimica de Referéncia, como Paracetamol.



3. DETERMINAGAO DOS PARAMETROS ANALITICOS MAIS
IMPORTANTES PARA VALIDAGAO

Com objetivo de confirmar que os métodos analiticos utilizados sé&o
apropriados para o uso pretendido, o laboratério deve validar:
» Métodos ndo normalizados;
» Meétodos criados/desenvolvidos pelo laboratério;
» Métodos normalizados usados fora dos escopos para o0s quais foram
concebidos;

» Ampliagdes e modificagbes de métodos ja normalizados.

A validacdo € o estabelecimento de uma evidéncia documentada que
fornece um alto grau de segurangca de que um processo especifico levara
consistentemente a um resultado confiavel, ou seja, € o ato de provar, de acordo
com principios das Boas Praticas de Laboratério, que o procedimento, processo,
equipamento, material, atividade ou sistema realmente leva a resultados préximos
ao de referéncia.’

O processo de validagdo de um método ndao normalizado deve estar descrito
em um procedimento e os estudos para determinar os parametros de desempenho
devem ser realizados com equipamentos e instrumentos dentro das
especificagdes, funcionando corretamente, adequadamente calibrados e
previamente validados. Da mesma forma, o operador que realiza os estudos deve
ser competente para tomar as decisbes apropriadas durante a realizacdo do

estudo.

Planejamento da Validacdo

No planejamento e execugédo da validagdo, sugere-se uma sequéncia de
trabalho como a que se segue: ?
» Definir a aplicacéo , objetivo e escopo do método;
» Definir os parametros de desempenho e critérios de aceitagao;

» Desenvolver um procedimento operacional para validagao;
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Definir os experimentos de validacao;

Verificar se as caracteristicas de desempenho do equipamento estao
compativeis com o exigido pelo método em estudo;

Qualificar os materiais, padrdes e reagentes;

Executar os experimentos preliminares de validacgao;

Ajustar os parametros do método e/ ou critérios de aceitacao
Executar experimentos completos de validagao;

Preparar um procedimento operacional para execu¢ao do método;
Definir critérios de revalidacao;

Definir tipo e frequéncia de verificagbes de controle da qualidade

analitica

Espera-se que assim haja a comprovacao, através do fornecimento de

evidéncia objetiva, de que os requisitos para uma aplicagdo ou uso especificos

pretendidos foram atendidos.

Os parametros de validagdo devem estar claramente declarados no

procedimento e incluir, quando aplicavel: *°

NS N N N SR NN

Linearidade;

Faixa de linearidade;

Exatidao (taxa de recuperagao);
Seletividade/Especificidade;
Limite de Deteccéo;

Limite de Quantificagao

Precisao — Repetitividade, Precisado intermediaria e Reprodutibilidade;



3.1. Linearidade:"%""°"

Linearidade € a habilidade de um método analitico em produzir resultados
que sejam linearmente proporcionais a concentragdo do analito, em uma dada
faixas de concentracdo. A quantificacdo requer que se conheca a dependéncia
entre a resposta medida e a concentragdo do analito. A linearidade é obtida por
padronizacao interna ou externa e formulada como expressao matematica usada
para o calculo da concentracdo do analito a ser determinado na amostra real.

A equacao da reta que relaciona as duas variaveis € apresentada abaixo:

‘ y= ax+b ‘

Equacao 3.1a

Onde:

y= resposta medida (absorbancia, corrente do pico, etc.);

X= concentracao;
a= inclinagao da curva de calibragao = sensibilidade;
b= intersecdo com eixo y, quando x=0.

A linearidade de um método pode ser observada pelo grafico dos resultados
dos ensaios em fungao da concentracédo do analito ou entdo calculados a partir da
equacao da regresséo linear, determinada pelo método dos minimos quadrados.

O coeficiente de correlagdo linear (r) € frequentemente usado para indicar o
quanto a reta pode ser considerada adequada como modelo matematico. Um valor
maior que 0,90 &, usualmente, requerido. O método pode ser considerado como
livre de tendéncias, se o calculo do desvio dos residuos plotados contra a
concentragao apresentarem randomicamente uma distribuicdo normal no eixo zero

Como os desvios da linearidade sao dificeis de serem detectados, pode-se

verificar a sua adequagao por meio do calculo dos residuos entre valores medidos.



e os valores calculados a partir da equacao de regressao. Calcula-se o valor de f,

conforme equacgao 3.1b.

fcalculado= residuo
s,/ \n

Equacéao 3.1b

Onde:

residuo= X medido — X calculado
S, = desvio padrao dos residuos

n= numero de pontos

Se o0 valor de t calculado para um ponto duvidoso de uma curva de
calibragao for menor ou igual ao valor de t unilateral, para a confianga desejada e
(n-1) graus de liberdade, considera-se que o ponto pertence a curva e a faixa até
ele é linear.

A maioria dos equipamentos de deteccdo existentes possui uma faixa
dinamica linear. E necessario, verificar até que ponto a faixa de concentracdo do
analito coincide com a faixa dindmica linear e assegurar que nenhum outro
fendmeno tenha impacto indesejavel na resposta.

Alguns procedimentos analiticos ndo demonstram linearidade mesmo apos
qualquer transformacao. Nesses casos, a resposta analitica deve ser descrita por
uma funcédo adequada relacionado a concentragao do analito na amostra.

Para verificar que o método possui condicdo de uniformidade no valor das
variancias, utiliza-se o Teste de Cochran verificando se este € homocedastico ou

heterocedastico.



Homocedasticidade/Heterocedasticidade

E importante verificar se o0 método é a homocedastico ou heterocedastico
através do Teste de Cochran, a partir dos 5 valores obtidos para elaboragdo da

curva de calibragdo. O calculo é baseado nas variancias, segundo a equagao 3.1c.

C calculado = 82maior / ZSZ

Equacao 3.1c

Onde:

Szmaior — maior variancia

¥S?— somatdrio das variancias

O valor critico (tabelado) varia em fungado do numero de pontos da curva de

calibragao (k) e dos numeros de repeti¢cdes (NJ).

Quando:

Cealculado > Ciabelado = O método é Heterocedastico

Cealculado < Ciabelado = O método é Homocedastico

A constatacdo de que o método € homocedastico indica que a
concentracdo da amostra apresenta-se em condi¢do uniforme de variancia, isto €,
a variancia é a mesma para todas as faixas de concentragcdo. Caso constatada
heterocedasticidade, € necessario transformar o método em homocedastico a
partir de um artificio matematico como fung¢do logaritmica, razdo inversa dos
valores, e raiz quadrada. A fungédo usada varia de acordo com as caracteristicas

dos dados encontrados.
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3.2. Seletividade/especificidade: """

Uma amostra, de maneira geral, consiste dos analitos a serem medidos, da
matriz que os contém e de outros componentes que podem ter algum efeito na
medi¢gdo, mas que nao se deseja quantificar. A especificidade e a seletividade
estao relacionadas ao evento da detecgdo. Um método que produz resposta para
apenas um analito € chamado especifico. Um método que produz reposta para
varios analitos, mas que, em algumas situacdes pode distinguir a resposta de um
analito da de outros, € chamado seletivo.

Dependendo da técnica analitica utilizada, a quantidade relativa da matriz pode

diminuir conforme a amostra € processada durante as etapas do ensaio.

Teste de Especificidade

E a capacidade de avaliar, de forma inequivoca, a substancia de interesse na
presenca dos demais componentes do meio, tais como: impurezas, produtos de
degradacao, componentes da matriz (por exemplo, os constituintes da formulagao
de um comprimido, os excipientes). Demonstrando que os resultados ndo séo
afetados pela presenca desses componentes.

E importante diferenciar o sinal da substancia integra de seus produtos de
degradacédo e impurezas. Na auséncia de padrao de impurezas, sub-produto ou
produto de degradacdo, expor a substancia de interesse a uma degradacgéo
forgcada, submetendo-a a condi¢gdes de estresse: luz, calor, umidade, hidrdlise e
oxidagao.

Este teste pode ser comprovado pelo estudo da estabilidade da substancia de

interesse, com a realizagdo de metodologias analiticas pré-estabelecidas.
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Testes de seletividade

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho
do detector selecionado, sem causar um sinal visivel no teste de especificidade.
Os interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude do efeito
também pode depender da concentracéao.

Varios testes e tratamentos estatisticos correspondentes podem ser utilizados
para o estudo da seletividade dependendo da disponibilidade do analito, da matriz
sem analito e de amostras de referéncia nas concentracbes de interesse. Se a
matriz sem o analito ou um grupo satisfatorio e amostras de referéncia estao
disponiveis, podem ser aplicados os testes F (Snedecor) de homogeneidade de
variancias e o teste t (Student) de comparagao de médias, ou entdo realizada a
analise dos desvios em relagéo aos valores de referéncia.

Preparam-se dois grupos de amostras testes, um com a amostra e outro com
padrao de referéncia, ambos os grupos com a concentracéo do analito idéntica. O
numero de amostras paralelas deve ser maior ou igual a 7 (sete) para permitir o
uso adequado dos modelos estatisticos e proporcionar uma comparagao valida.
Faz-se o teste F (homogeneidade de variancias) para verificar se as variancias
das amostras podem ser consideradas iguais, calculando-se conforme equagéao
3.2:

Equacéao 3.2

Onde:
S?, = variancia da matéria-prima (amostra);

S?, = variancia do material de referéncia certificado (padrao);
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3.3. Exatiddo (taxa de recuperagao): """

E definida como sendo a concordancia entre o resultado de um ensaio e o
valor de referéncia aceito convencionalmente como verdadeiro. A exatidao,
quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica huma combinagao
de componentes de erros aleatorios e sistematicos (tendéncias).

A determinacédo da tendéncia total com relagdo aos valores de referéncia
apropriados é importante no estabelecimento da rastreabilidade aos padroes
reconhecidos. A tendéncia pode ser expressa como recuperagcao analitica (valor
observado/ valor esperado). A tendéncia deve ser corrigida ou demonstrada ser
desprezivel, mas em ambos o0s casos, a incerteza associada com a determinacao
da tendéncia permanece como um componente essencial da incerteza global.

Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatidado de um método
sao, entre outros: uso de materiais de referéncia, participacdo em comparacdes
interlaboratoriais e realizacdo de ensaios de recuperagao realizados analisando
trés amostras diferentes, com trés concentragdes em triplicata ou uma

concentracao efetuando nove leituras e a comparagao entre os métodos.

» Taxa de recuperacado - Avaliar a exatiddo do método através do calculo
abaixo expresso em percentagem, na equacéo 3.3 ou também calculando

pela equacao da reta.

TR= (X exp).100
Xy

Equacéao 3.3

X exp. = valor obtido experimentalmente ou médio aritmético de valores obtidos

Xy = valor aceito como verdadeiro (valor certificado do material de referéncia)
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3.4. Limite de detecgdo (LD): "

O limite de deteccao representa a mais baixa concentracdo da substancia
em exame que pode ser detectada com certo grau de confiabilidade utilizando um
determinado procedimento, mas nao necessariamente quantificada.

O limite de detecgdo do equipamento (LDE) €& definido como a
concentracido do analito que produz um sinal de trés a cinco vezes, a razao
ruido/sinal do equipamento.

O limite de deteccao do método (LDM) é definido como a concentragao
minima de uma substancia medida e declarada com 95% ou 99% de confianga de
que a concentracido do analito € maior que zero. O LDM é determinado através de
analise completa de uma dada matriz contendo o analito.

Isto requer o calculo da variancia (s?) e o desvio padrdo (sd) das medicdes

em replicata, calculando-se o LDM como a equagéao 3.4.

LDM= t(n-1,1-a) . (Sd)

Equacéao 3.4

Onde:
LDM = limite de detec¢cao do método
t (n-1,1-a) = valor da abscissa t swgent para (1-a) x 100% nivel de confianga e
(n-1) graus de liberdade

sd= desvio padrao das analises em replicata
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3.5. Limite de Quantificagdo (LQ):"%"

O limite de quantificacdo representa a mais baixa concentracdo da
substancia em exame, que pode ser determinada de forma quantitativa com
preciséo e exatidao adequadas utilizando o procedimento experimental em estudo.

O limite de quantificagao inferior € estabelecido a partir de uma relagao de
valores (desvio padrdo e inclinagédo) obtidos na curva de calibracdo no estudo da
linearidade.

Para o estudo do limite de quantificagdo do método s&o analisadas
solugbes matrizes com baixas concentragdes de substancia, determinando-se a
concentracido minima que pode ser quantificada com precisao e exatidao. O Limite
de quantificagdo pode ser considerado como sendo a concentragdo do analito
correspondente ao valor de 10 desvios-padrao ou da média do branco.

Deve-se medir até 7 vezes a mesma concentragdo, calcular o desvio

padrao e calcular conforme equagéao 3.5.

LQ= 10 x (sd)

Equacéao 3.5

Onde:
LQ = limite de quantificacdo do método

sd= desvio padréo das analises em replicata
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3.6. Precisdo: 1"

O grau de concordancia entre uma série de medidas, obtidas de multiplas
andlises de uma mesma amostra homogénea, sob determinadas condi¢oes
prescritas no meétodo analitico. A precisdo € considerada em trés niveis:

Repetitividade, Precisao Intermediaria e Reprodutibilidade.

Repetitividade

E o grau de concordancia entre os resultados de medicdes sucessivas de um
mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de medi¢cao, chamadas

de condigdes de repetitividade (VIM), descritas a seguir:

Uso do mesmo procedimento de medigao;
Mesmo observador;
Mesmo instrumento usado sob mesmas condigdes;

Mesmo local;

YV V V VYV V

Repeticbes em curto espaco de tempo.

A repetitividade pode ser expressa, quantitativamente, em termos da
caracteristica da dispersao dos resultados e pode ser determinada por meio da
analise de padroes, material de referéncia ou adicdo a uma amostra-branco em
varias concentragdes na faixa de trabalho. Sugere-se 7 ou mais repeticbes para o
célculo do desvio padrdo para cada concentragdo, chamado desvio padrdo de

repetitividade.
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Limite de repetitividade - r

A partir do desvio padrdo dos resultados dos ensaios sob condicdo de
repetitividade é aconselhavel calcular este limite para saber se a diferenca entre
duas analises de uma amostra é significante.

Para um nivel de confianca de 95%, o limite de repetitividade é calculado

conforme equacgao 3.6a:

‘ =28.S, ‘

Equacéao 3.6a

Onde:

S,= desvio padrao de repetitividade associada aos resultados considerados

Precisao Intermediaria

Refere-se a precisdo do método analitico, medida em um mesmo
laboratério sob condigcdes diferentes: dias diferentes, equipamentos diferentes,
colunas diferentes (lotes de empacotamento diferentes) e analistas diferentes .

O resultado obtido nos dois diferentes dias devera ser o mesmo, o que
pode ser comprovado por teste t, no qual a hipétese a ser afirmada é que o

resultado obtido em diferentes dias € significativamente igual.
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O calculo é feito através da equacgao 3.6b:

Si=[__ 1 3%2% (yx—y)1"
t(n-1)

Equacgao 3.6b

Onde:
Si= desvio padrao de precisao intermediaria;
t= total de amostras ensaiadas;
n= total de ensaios efetuados por amostra;
j= numero da amostra
k= numero do ensaio da amostra
yjk = valor do resultado K para amostra |

y; = representa a média aritmética dos resultados da amostra |

Reprodutibilidade:

E o grau de concordancia entre os resultados das medigées de um mesmo
mensurando, efetuadas sob condi¢des variadas de medigao.

Embora a reprodutibilidade ndo seja um componente de validagdo de
método executado por um unico laboratério, € considerada importante quando um
laboratério busca a verificacdo do desempenho dos métodos em relacido aos
dados de validacao obtidos através de comparacéo interlaboratorial. Também se

calcula o limite de reprodutibilidade (R), conforme equagao 3.6¢

R=2,8 .(Sr*)1/2

Equacéao 3.6¢
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4, BREVE DISCUSSAO DO METODO ANALITICO ABORDADO NESTE
TRABALHO

4.1. Voltametria em Pulso Diferencial

A voltametria € um método eletroanalitico que se baseia na medi¢céo e
interpretacao das relagdes corrente-potencial, durante a eletrolise de uma solucéo,
onde se introduziram dois ou trés eletrodos, sendo um deles um eletrodo
indicador, o outro, um eletrodo de referéncia e o terceiro um eletrodo auxiliar. O
potencial é aplicado entre os eletrodos em forma de varredura, variando-se a uma
velocidade constante em fungcdo do tempo, e as curvas originadas, correntes
versus o potencial, € chamada de voltamograma.

Os primeiros estudos voltamétricos foram feitos por Heyrovsky e Kuceras
em 1922 usando um eletrodo gotejante de mercurio como eletrodo de trabalho e
como de referéncia o eletrodo de calomelano saturado. Quando o eletrodo
indicador ou de trabalho € o eletrodo gotejante de mercurio, a técnica recebe o
nome especial de polarografia’.

O eletrodo gotejante de mercurio consiste, essencialmente, num tubo
capilar ligado a um reservatério que contém uma coluna de mercurio metalico
puro. A medida que o mercurio passa através do capilar forma-se uma gota no
orificio de saida. Esta cresce até atingir um tamanho maximo, de uma forma
perfeitamente definida, que depende do raio de abertura do capilar e da tenséo
superficial entre 0 mercurio e a solugéao. Este eletrodo tem uma vantagem sobre
os eletrodos solidos (platina, ouro, carbono, etc), pois possui uma superficie
renovavel e livre de estrias ou outras irregularidades. No entanto é util apenas
para determinagdes catddicas, ndo podendo ser utilizado nos potenciais maiores
que 0,1 volts, uma vez que o mercurio sofre oxidacdo. Para trabalhar na faixa
anddica, devem-se utilizar como eletrodos solidos de trabalho, os exemplos
citados anteriormente

Neste trabalho optou-se pelo eletrodo de trabalho sdélido o de carbono

vitreo®, atua no intervalo de 0 a +1.5 em meio &cido, ideal para oxidacdo da
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substancia paracetamol .E constituido de um disco circular de metal, grafite ou
outro condutor, sendo revestido com material como teflon ou resina epdxi inerte,
chamado de eletrodo de disco rotatorio (RDE).

A técnica utilizada para as medidas foi a de voltametria de pulso diferencial,
na qual aplicam-se pulsos de potencial, geralmente de 25 a 100 mV, sobre a
variagédo continua do potencial, medindo-se a corrente antes e no final da duragao
do pulso, e registrando-se a diferenga do potencial.

O fluxo de elétrons resultante das reagdes eletroquimicas que ocorrem na
superficie do eletrodo de trabalho, em funcdo do potencial aplicado, pode ser
medido e é denominado de corrente faradaica, pois obedece as leis de Faraday.

A resposta do procedimento voltamétrico é fortemente influenciada pelo
material do eletrodo de trabalho, ou seja, a taxa de transferéncia de elétrons
através da interface eletrodo-solucdo €& dependente das propriedades fisico-
quimicas do material do eletrodo, dentre eles destaca-se: mercurio, carbono, ouro,
platina e outros metais nobres.

O voltamograma é o registro do processo eletroquimico que ocorre ao nivel
dos eletrodos, sendo resultado da transferéncia de elétrons entre a superficie do
eletrodo e as espécies em solugao. Para que possa ser utilizado analiticamente, o
voltamograma devera refletir as mudangas que acontecerdo na concentragdo das
espécies da solucdo e nao da superficie do eletrodo, que no caso de RDE é dado

pela equacao de Levich (equagao 4.1)"®:

Ip=0,62nFAD,2*W"2v"eC, Ip=KC,

Equacao 4.1
Onde:
Ip= corrente;
n= numero de mol de elétrons por mol do analito;
F
A

Ca= concentragdo de A (mol/cm®);

constante de faraday;

area do eletrodo (cm?);

D.2” = coeficiente de difusdo (cm?/s);
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W"2= velocidade angular do disco (rpm/s);

V"€ = viscosidade cinematica (cm?/s).

Técnicas eletroquimicas de potencial controlado, ou seja, nas quais o
potencial do eletrodo de trabalho é utilizado para conduzir a reacdo de
transferéncia de elétrons, tém sido utilizadas para medidas de concentragao de
espécies especificas, mesmo em concentra¢gdes que as vezes podem atingir
niveis de até 102 mol/L "'.

Dentre os fatores de grande importancia para a precisdo voltamétrica, a
reprodutibilidade na area efetiva do eletrodo, é provavelmente a mais importante.
E outros parédmetros analiticos como: tipo de eletrodo de trabalho, de referéncia e
auxiliar, natureza do eletrdlito suporte, diluente da amostra, influéncia do pH no
meio, concentracdo das solucdes de trabalho e os pardmetros instrumentais:
amplitude de pulso, velocidade de agitacéo, velocidade de varredura e tempo de
purga, sao variaveis conforme a estrutura quimica da substancia em analise.

A utilizacdo de técnicas voltamétricas na determinagcdo de compostos
organicos de interesse biolégico e farmacéutico € ampla uma vez que a maioria
destes compostos contém grupos passiveis de reducdo ou oxidacdo em eletrodo
de grafite (carbono vitreo) , platina ou mercurio. A aplicabilidade das técnicas pode
ainda ser estendida para compostos ndo eletroativos através de reacbes de
derivatizacdo tais como: nitragdo e condensagao, sendo capaz de tornar os
compostos eletroquimicamente ativos, e também o estudo da cinética e dos
mecanismos das reacdes, a determinacdo da formula e da estabilidade de
complexos podem ser feitos por esta técnica.

No caso de aplicagbes farmacéuticas, a grande vantagem da voltametria
tem sido a pequena influéncia de excipientes nado dissolvidos ou coloridos
presentes nestas formulagdes sobre o sinal eletrédico.

As fotos a seguir ilustram o equipamento polarografo e os eletrodos

utilizados no desenvolvimento do trabalho.



Figura 2: Polarégrafo Metrohm 693 VA Processor

Figura 3: Célula voltamétrica utilizada neste trabalho

21
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5. IMPORTANCIA ANALITICA DAS SUBSTANCIAS QUIMICAS DE
REFERENCIA (SQR)"

5.1. Criagao do Setor de Substancia Quimica de Referéncia

Este Setor foi fundado em 1983 no INCQS estando lotado no Departamento
de Quimica e todos os equipamentos foram financiados pela OPAS. Desde entao
houve estabelecimento de 20 substancias quimicas de referéncia (SQR) com uma
variedade na classe terapéutica.

Em julho de 2000 foi criado um Projeto de Certificagdo de Material de
Referéncia, parceria do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) com a Comissao de Revisdo da Farmacopéia Brasileira (CPRFB) e
Laboratério de Producao de Padrées Secundarios da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) financiado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), como objetivo de suprir a demanda nacional de padrbes de referéncia,
dando inicio assim a conquista da auto-suficiéncia no mercado.

Tem-se a previsao de que até o final 2003 sera feito o Estabelecimento de
30 substancias quimicas de referéncia (SQRFB);

De posse desta matéria-prima é feito um levantamento bibliografico nos
compéndios oficiais para avaliagdo da substancia em estudo, e execucido dos
métodos analiticos neles descritos para assegurar a identidade e estimar a
pureza rastreado a um material de referéncia certificado internacionalmente.

A producgéo e a distribuicdo destas substéncias é tarefa longa e custosa.
Para tanto é de fundamental importancia a escolha critica, de quais substancias
deve ser objetos de padronizagéo e sua pureza deve estar proxima a 99.5%, para
que o minimo de impurezas presentes nao interfira no doseamento do principio
ativo e nos demais ensaios analiticos selecionados.

Os resultados obtidos sdo avaliados estatisticamente pela Farmacopéia
Brasileira, certificando que esta matéria—prima € uma SQR certificada (SQRFB);

Apos a certificacdo deste material de referéncia, o Laboratério de SQR

efetua o processo de preparagao na confecgao do informe analitico,
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empacotamento, rotulagem, armazenamento, monitoramento periédico e
distribuicdo da SQR certificada.

Posteriormente esta SQR certificada € publicada no Diario Oficial da
ANVISA como Resolugao para torna-la de uso obrigatério para teste e ensaios de
Controle de Qualidade de insumos e especialidades farmacéuticas baseados na
comparagao da substancia a ser analisada frente a material de referéncia
certificado.

As SQR’S além de serem empregadas como termos de comparagdo nos
testes e ensaios oficiais, sdo também de grande utilidade nos programas de
seguranca da qualidade nas industrias, onde sdo usados testes n&o oficialmente
reconhecidos.

Além disto, as instituicbes de pesquisa necessitam de padrées de
referéncia certificados para identificagdo ou para a calibragcdo de métodos.

Desde que se tenha por objetivo a avaliagdo da pureza de determinada
substancia com finalidade de distribui-la como SQR, este composto deve ser
submetido a anadlises rigorosas e minuciosas através da utilizacao de diversos
meétodos analiticos.

A demanda de novas substancias de referéncia esta associada ao
aparecimento de substadncias novas que vao sendo oficializadas nas

farmacopéias.
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5.2. Conceitos prévios™

PADRAO PRIMARIO - Material ou substancia que tem uma ou mais propriedades
conhecidas e determinadas sendo suficientemente homogéneo para ser usado na
calibracdo de um aparelho, na avaliagdo de um método de medi¢ao ou atribuicao

de valores a materiais.

MATERIAL DE REFERENCIA CERTIFICADO (MCR) - Material de referéncia
acompanhado por um certificado contendo um ou mais valores de algumas
propriedades, obtidas através de um procedimento que estabelece rastreabilidade
a obtencgao exata destes valores. Cada valor certificado € acompanhado por uma

incerteza para um nivel de confianga estabelecido.

SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENCIA (SQR) — E um material de referéncia,
cujas caracteristicas sdo comprovadas por comparagdo a um material de
referéncia certificado. Sao utilizados em ensaios quimicos, fisicos, fisico-quimicos
e as vezes biolégicos onde uma ou mais propriedades sdo comparadas a de um

produto em analise.



25

6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. Reagentes/ Materiais

Reagentes

» Matéria-prima Paracetamol de 3 fabricantes (Codificadas como: A, B e C);
» Padrao Acetaminofen USP — Lote J-1(lote corrente);

> Agua destilada purificada .

Todos reagentes utilizados neste trabalho foram de grau de pureza analitico

.a). Dentre estes, merecem ser citados:

—
©

Acetona — Merck;

Acido Acético p.a — Merck;

Acido Benzéico (para calibragdo) — Fluka;
Acido Bérico p.a — Merck;

Acido Cloridrico 37% — Merck;

Acido Fosférico p.a - Merck;

Acido Perclérico p.a- Merck;

Anidrido Acético p.a- Merck;

Alumina p.a — Merck;

Cloreto de litio p.a — Merck;

Cloreto de aménia p.a — Merck;
Cloroférmio p.a — Merck;

Etanol 96% p.a — Merck;

4- cloroacetanilida — Fluka;

Metanol grau Onnisolv para HPLC - Merck;
Metanol grau para espectrofotometria- Merck;
Tiocianato de Potassio p.a— Merck;
Tolueno — Merck;

Sulfato de sédio p.a— Merck;

YV V.V V V V V V V V V V V V V V V V V V

Silica ge azul- Merck;
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Materiais

» Capilar para ponto de fusao;

» Coluna Octadecilsilano Lichrosorb RP18 — 125 x 4 mm, 5 micras- Merck;
» Dessecador com silica ;

» Eppendorf 1000 uL calibrada;

»> Eletrodo de trabalho — Carbono vitreo — Metrohm;

» Eletrodo de referéncia- Ag/AgCl — Metrohm,;

» Eletrodo auxiliar- Carbono Vitreo- Metrohm:;

» Placa de silica gel F254 — Merck;

» Vials de 1 mL;

» Todos baldes de 25, 50 e 100 mL e as pipetas de 1, 2, 3, 4, 5 mL

volumétricas s&o calibradas e certificadas- Pyrex;
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Solugoées

Solugbes padrbes e das amostras da matéria-prima paracetamol (trés
fabricantes codificadas como: A, B e C) foram preparadas como descrito

anteriormente para cada metodologia estudada;

Solucgao de acido perclérico 0,1 mol/L recentemente preparada, adiciona-se
8.2 mL acido perclorico em 900 mL de acido acético glacial, ao qual
posteriormente se junta 32 mL de anidrido acético e avolumando com
acido acético para baldo volumétrico de 1000 mL (um dos constituintes do

eletrdlito de suporte)20 ;

Solugao tampao Britton Robinson; (pH 2,0 a 12) foi preparado através da
mistura de solugdées 0,1 mol/L formado pelos acidos acético, bdérico e
fosforico, sendo o pH ajustado pela adigdo de quantidade suficiente de

solucdo de hidroxido de sodio 2 mol/L #' ;

Solugdes de sais de cloreto de litio, cloreto de aménio, sulfato de sddio e
tiocianato de potassio, para o sistema de estabilidade do paracetamol

(descrita no parametro de especificidade — metodologia de voltametria)®.
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Equipamentos

As determinacdes espectrofotométricas foram realizadas em um
Espectrofotdmetro Ultravioleta e Visivel Hitachi U2000;

As determinagdes cromatograficas foram feitas em um Cromatégrafo
Liquido Waters aclopado ao detector 2487, registrador 600, injetor
automatico e carrossel de amostra 717 plus;

As determinagdes voltamétricas realizadas em pulso diferencial no
Polarégrafo Metrohm 693 VA Processor acoplado ao 694 VA Stand,
possuindo trés eletrodos: um eletrodo de referéncia (Ag/AgCl, 3 mol/L KCl,)
um eletrodo de trabalho de carbono vitreo e um contra eletrodo de carbono
vitreo;

As medidas de pH da solugado tampéao foram realizadas em um pHmetro
B474 da Micronal acoplado ao eletrodo de vidro, previamente calibradas;
Ponto de Fusdo FP 5- Mettler para realizacdo das amostras de
estabilidade;

Densitdmetro CS 930- Shimadzu acoplado a lampada de deutério para
leituras das placas em cromatografia de camada delgada;

Balanca semianalitica AG204— Mettler Toledo para realizagdo de todos

ensaios.
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6.4. METODOLOGIA DE TRABALHO

6.4.1. Voltametria em Pulso diferencial

O método proposto a ser validade é constituido de uma célula eletrolitica
acoplada com 3 eletrodos (figura 3): o eletrodo de trabalho- carbono vitreo; o
eletrodo de referéncia- Ag/AgCl (KCI 3mol/L) e o eletrodo auxiliar- carbono vitreo
e como eletrdlito suporte tem-se a solugao na proporgao (1:1) de metanol : acido
perclérico 0,1 mol/L .

6.4.1.1. Preparo da curva de calibragdo e da amostra (matéria-prima)

Preparo da curva de calibracdo

Apos ser retirado o frasco do padrao de Paracetamol USP de lote corrente
acondicionado em geladeira (4°C), deixar a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz, por pelo menos 2 horas antes de seca-lo em silica gel azul.

a) Ativar a silica gel azul em estufa a 120 °C por 2 horas, até que se retire toda

umidade;

b) Apés deixar esfriar e inseri-la no dessecador pequeno fechado;

c) Pesar cerca de 100 mg do padréao paracetamol em pesa-filtro pequeno;

d) Inserir este pesa-filtro aberto no dessecador contendo o padrao e deixa-lo

secar por 18 horas;

e) Passado estas horas pode-se preparar a solugao estoque padrao.

Para preparo da solu¢ao padrao de paracetamol, pesou-se 25 mg (+ 0,0001g)
previamente seco, avolumando com metanol em baldo volumétrico de 25 mL
obtendo-se uma solugdo estoque de concentracéo de 6,61 x 10-> mol/L.

Para o preparo das solugdes de trabalho, retiraram-se aliquotas de 3.0, 4.0,

5.0, 6.0 e 7.0 mL da solucao estoque sendo transferidas cada aliquota para balbes
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volumétricos de 50 mL, avolumadas com metanol, obtendo-se solugdes de
concentracdes de 3,96 a 9,25 x10™* mollL.

Apds serem preparadas as solucdes de trabalho efetuar a curva de calibracéo
para verificar a linearidade do método proposto a validacéao.

As concentragdes das solugdes de trabalho utilizadas seguiram as mesmas
concentragbes descritas nas metodologias analiticas validadas dos compéndios

oficiais.

Preparo das amostras (matérias-primas)

ApoOs retirar os frascos das matérias-primas de paracetamol a serem
analisadas, acondicionadas em geladeira (4°C), deixar a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz, por pelo menos 2 horas antes de seca-las em silica gel azul.

a) Ativar a silica gel azul em estufa a 120 °C por 2 horas, até que se retire toda

umidade;

b) Apds deixar esfriar e inseri-la no dessecador pequeno fechado;

c) Pesar cerca de 500 mg de cada matéria-prima de paracetamol a ser

analisada em pesa-filtros diferenciados;

d) Inserir estes pesa-filtros abertos em dessecador contendo as matérias-

primas e deixa-las secar por 18 horas;

e) Passado estas horas podem-se preparar as solugdes de trabalho das

mateérias-primas.

Para preparo das solugcdes das matérias-primas de paracetamol, pesou-se
100 mg (+ 0,0001g) de cada previamente seca, avolumando-as com metanol em
baldes volumétricos de 100 mL obtendo-se uma solugao estoque de concentracao
de 6,61 x 10-3 mol/L para cada substancia estudada.

Para o preparo das solugdes de trabalho, retiraram-se aliquotas de 4.0, 5.0 e
6.0mL da solucdo estoque sendo transferida cada aliquota para balbdes
volumétricos de 50 mL, avolumando-os com metanol, obtendo-se solucbes de

concentracéo de 5,29 a 7,93 x 10™* mol/L .
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Estas solugdes de trabalho sado utilizadas na determinacdo de todos os

parametros para a validagao deste método.
6.4.1.2. Condicées de analise’

» Preparou-se o eletrdlito suporte na proporcdo de 1:1 de metanol e acido
percldrico 0,1mol/L;

» Transferindo-se 10mL deste eletrdlito para célula eletroquimica adicionando
1 mL de cada concentragao das solugdes-padroes para obtencido da curva
de calibragdo e 0 mesmo volume para cada concentracdo das solucdes-
trabalho das matérias-primas, efetuando leituras em ftriplicata
separadamente para cada concentragao das solugdes estudadas;

» Apos término das anadlises e de posse dos resultados efetuar os calculos

conforme os parametros de validacdo do método citado.
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6.4.2. Cromatografia em fase Liquida de Alta Eficiéncia

Esta metodologia analitica ja € validada e encontra-se descrita na
Farmacopéia dos Estados Unidos (USP), sendo recomendada para o doseamento
de produtos a base de paracetamol. Preparou-se uma curva de calibracdo, com
cinco pontos na concentragdo de 3,96 a 9,25 x10™ mol/L. E mediante a linearidade
do método foi realizado a analise das amostras nas concentragbes que variam de
5,29 a 7,93 x 10™ mol/L.°

6.4.2.1. Preparo da curva de calibragdo e da amostra (matéria-prima)

Preparo da curva de calibracdo

Apods ser retirado o frasco do padréao de Paracetamol USP de lote corrente
acondicionado em geladeira (4°C), deixar a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz, por pelo menos 2 horas antes de seca-lo em silica gel azul.

a) Ativar a silica gel azul em estufa a 120 °C por 2 horas, até que se retire toda

umidade;

b) Apés deixar esfriar e inseri-la no dessecador pequeno fechado;

c) Pesar cerca de 100 mg do padréao paracetamol em pesa-filtro pequeno;

d) Inserir este pesa-filtro aberto no dessecador contendo o padrao e deixa-lo

secar por 18 horas;

e) Passado estas horas pode-se preparar a solugédo estoque padrao.

Para o preparo da solugdo padrdo de paracetamol, pesou-se 25 mg (+
0,0001g) previamente seco, avolumando com a fase mével em baldo volumétrico
de 25 mL obtendo-se uma solugdo estoque de concentracéo de 6,61 x 10-> mol/L.

Para o preparo das solugdes de trabalho, retiraram-se aliquotas de 3.0, 4.0,
5.0, 6.0 e 7.0 mL da solugao estoque sendo transferidas cada aliquota para baldes
volumétricos de 50 mL, avolumadas com a fase moével, obtendo-se solugdes de

concentracdes de 3,96 a 9,25 x10™* mol/L.
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Apoés serem preparadas as solugdes de trabalho efetuar a curva de calibragao
para verificar a linearidade do método ja validado.

As concentragbes das solugdes de trabalho utilizadas seguiram as
concentragbes descritas nesta metodologia analitica validada e descrita no

compéndio oficial.

Preparo das amostras (matérias-primas)

Apos retirar os frascos das matérias-primas de paracetamol a serem
analisadas e acondicionadas em geladeira (4°C), deixar a temperatura ambiente,
ao abrigo da luz, por pelo menos 2 horas antes de seca-lo em silica gel azul.

a) Ativar a silica gel azul em estufa a 120 °C por 2 horas, até que se retire toda

umidade;

b) Apds deixar esfriar e inseri-la no dessecador pequeno fechado;

c) Pesar cerca de 500 mg da cada matéria-prima paracetamol em pesa-filtro;

d) Inserir este pesa-filtro aberto no dessecador contendo as matérias-primas e

deixa-las secar por 18 horas;

e) Passado estas horas pode se preparar a solugbes de trabalho das

matérias-primas.

Para o preparo das solugdes das matérias-primas de paracetamol, pesou-se
100 mg (+ 0,0001g) de cada previamente seca, avolumando-as com a fase movel
em baldes volumétricos de 25 mL obtendo-se uma solugdo estoque de
concentracéo de 6,61 x 10-> mol/L.

Para o preparo das solugdes de trabalho, retiraram-se aliquotas de 4.0, 5.0 e
6.0 mL da solugdao estoque sendo transferidas cada aliquota para balbes
volumétricos de 50 mL, avolumadas com a fase médvel, obtendo-se solugcbes de
concentracdes de 5,29 a 7,93 x10™* mol/L.

As concentragdes das solucdes de trabalho foram utilizadas para o estudo

dos parametros de validagao — linearidade, exatidao (teor) e precisao.




6.4.2.2. Condicoes de anélise®

Fase movel - metanol e agua destilada (3:1);

Coluna RP18 Lichrosorb — 125 x 4 mm de 5 micras de porosidade;
Detector UVVIS ajustado para 244 nm.

Fluxo de 1.0mL/min;

Volume de Injecdo é de 10pL;

YV V. V V V V

Diluente para amostra e padrao € fase movel.

34
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6.4.3. Espectrofotometria de Ultravioleta e Visivel

Esta metodologia analitica ja € validada e encontra-se publicada na
Farmacopéia dos Estados Unidos (USP), sendo utilizada para o doseamento da
matéria-prima paracetamol. Por ser um método validado, utilizaram-se os
parametros pré-estabelecidos, como: diluentes, concentragbes amostras e padréo
e comprimento de onda®.

Primeiro foi preparado uma curva de calibracdo com cinco pontos,
envolvendo as concentracdes que variavam de 2,64 a 7,93 x10° mol/L, utilizando
agua destilada - diluente (Curva 1)%,

Uma 22 curva de calibracao foi preparada, utilizando-se o acido cloridrico
(HCI) 0,01mol/L -diluente (Curva 11)*.

6.4.3.1. Preparo da curva de calibragdo e da amostra (matéria-prima)

Preparo da curva de calibracdo

Apos ser retirado o frasco do padrao de Paracetamol USP de lote corrente
acondicionado em geladeira (4°C), deixar a temperatura ambiente, ao abrigo da
luz, por pelo menos 2 horas antes de seca-lo em silica gel azul.

a) Ativar a silica gel azul em estufa a 120 °C por 2 horas, até que se retire toda

umidade;

b) Apds deixar esfriar e inseri-la no dessecador pequeno fechado;

c) Pesar cerca de 100 mg do padréao paracetamol em pesa-filtro pequeno;

d) Inserir este pesa-filtro aberto no dessecador contendo o padrao e deixa-lo

secar por 18 horas;

e) Passado estas horas pode-se preparar a solugédo estoque padrao.
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Para o preparo da solugdo padrdao de paracetamol, pesou-se 20 mg (+
0,0001g) previamente seco, adicionando 1 mL de metanol e avolumando-se com
agua destilada em baldo volumétrico de 100 mL obtendo-se uma solugao estoque
de concentracdo de 1,32 x 10-> mol/L.

Para o preparo das solugdes de trabalho, retiraram-se aliquotas de 1.0, 1.5,
2.0, 2.5 e 3.0 mL da solugcao estoque sendo transferidas cada aliquota para baldes
volumétricos de 50 mL, avolumadas com agua destilada, obtendo-se solucdes de

concentracdes de 2,64 a 7,93 x10° mol/L.

Preparo das amostras (matérias-primas)

Apos retirar os frascos das matérias-primas de paracetamol a serem
analisadas, acondicionadas em geladeira (4°C), deixar a temperatura ambiente, ao
abrigo da luz, por pelo menos 2 horas antes de seca-lo em silica gel azul.

a) Ativar a silica gel azul em estufa a 120 °C por 2 horas, até que se retire toda

umidade;

b) Apés deixar esfriar e inseri-la no dessecador pequeno fechado;

c) Pesar cerca de 500 mg da cada matéria-prima paracetamol em pesa-filtro;

d) Inserir este pesa-filtro aberto no dessecador contendo as matérias-primas e

deixa-las secar por 18 horas;

e) Passado estas horas pode se preparar a solugbes de trabalho das

mateérias-primas.

Para o preparo das solugdes das matérias-primas de paracetamol, pesou-se
20 mg (£ 0,0001g) de cada previamente seca, adicionado 1mL de metanol e
avolumando-as com agua destilada em baldes volumétricos de 100 mL obtendo-
se uma solugao estoque de concentracao de 1,32 x 10-® mol/L.

Para o preparo das solugdes de trabalho, retiraram-se aliquotas de 1.0, 1.5,

2.0, 2.5 e 3.0 mL da solugao estoque sendo transferidas cada aliquota para baldes
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volumétricos de 50 mL, avolumadas com agua destilada, obtendo-se solugdes de
concentracdes de 2,64 a 7,93 x10° mol/L.

Para a realizagdo da 22 curva de calibragdo, trocou apenas o diluente que
para Acido Cloridrico 0,01 mol/L, procedendo da mesma forma para a preparacdo
das solugdes de trabalho tanto para o padrao quanto para as amostras.

As concentragdes das solugdes de trabalho das amostras foram utilizadas

para o estudo no parametro de validagao — exatidao (teor).

6.4.3.2. Condigbes de analise

» Determinou-se a absorbancia das solugdes-padrdées e das solugbes de
trabalho numa célula de quartzo de 1 cm , efetuando-se leituras em
triplicata para cada concentragao das solugdes, sendo que o comprimento
maximo é de 244 nm®;

Apoés término das analises e de posse dos resultados foi efetuado o calculo

estipulado para os parametros de linearidade e exatidao (teor).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1.  Voltametria em pulso diferencial

7.1.1 Parémetros de otimiza¢cdo do método

Estudo dos eletrélitos e diluente da amostra (matéria-prima)

O estudo eletroquimico do paracetamol foi feito através da técnica
voltamétrica utilizando o eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar (sélido) de
carbono vitreo e eletrodo de referéncia Ag/AgCl no modo RDE (rotatério) '°, devido
as caracteristicas do processo eletrddico a ser utilizado.

Inicialmente foi estudada a oxidagdo do paracetamol em agua destilada,
utilizando-se como eletrdlito suporte a solugdo tampéao de Britton — Robinson na
faixa de pH de 2 a 12. Embora a melhor faixa de pH acido tenha sido entre 4 € 5, a
reprodutibilidade obtida neste sistema nao foi satisfatéria. Sendo assim optou-se
por substituir o eletrdlito, utilizando a solugao- tampao de biftalato de sddio e de
acido acético-acetato®®. N3o houve melhora na reprodutibilidade e observou-se
ainda um alargamento do pico de oxidagao.

Posteriormente foi estudado substituido o diluente para metanol, utilizando
os trés tipos de eletrdlito suporte citados anteriormente, obtendo-se também
resultados nao reprodutiveis.

Os melhores resultados foram obtidos utilizando-se como eletrdlito suporte
uma mistura de acido perclérico e metanol (1:1)"°. Neste caso tem-se o meio acido
(pH em torno de 0,6), que favorece o processo eletroquimico. Os resultados

obtidos nestes experimentos sdo sumarizados na tabela 1.
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Tabela 1: Resultados qualitativos dos testes de reprodutibilidade para

diferentes meios

ELETRODO DE DILUENTES ELETROLITO RESULTADOS
TRABALHO
CARBONO AGUA TAMPAO BRITTON - NAO
DESIONIZADA ROBINSON REPRODUTIVEIS
CARBONO AGUA TAMPAO BIFITALATO DE NAO
DESIONIZADA SODIO REPRODUTIVEIS
(ajustar com NaOH 0.2 M)
CARBONO AGUA TAMPAO ACETATO DE NAO
DESIONIZADA SODIO (2M) E ACIDO REPRODUTIVEIS
ACETICO (2 M)
CARBONO METANOL TAMPAO BRITTON - NAO
ROBINSON REPRODUTIVEIS
CARBONO METANOL TAMPAOQ BIFITALATO DE NAO
SODIO REPRODUTIVEIS
(ajustar com NaOH 0.2 M)
CARBONO METANOL TAMPAO ACETATO DE NAO
SODIO (2M) E ACIDO REPRODUTIVEIS
ACETICO (2 M)
CARBONO METANOL ACIDO PERCLORICO REPRODUTIVEIS

METANOL (1:1)




40

Estudo da amplitude de pulso

Depois de escolhidos o eletrdlito suporte e o diluente da amostra, foi feito o
estudo da amplitude de pulso. Foram testados quatro valores de amplitude de
pulso: -25 mV, -50 mV, -75 mV e —100 mV. Como é mostrado na tabela 2, apesar
do aumento da corrente de oxidagéo , houve também um aumento significativo da
largura do pico, que poderia influenciar nas analises futuras. Deste modo foi
escolhida para a analise do paracetamol a amplitude de pulso de

— 50 mV, normalmente utilizado para remogao de 2 elétrons’’.

Tabela 2 :Resultados dos testes da amplitude de pulso e suas respectivas

correntes obtidas a partir de uma solugio de paracetamol 6,61 x10™ mol/L.

AMPLITUDE DE CORRENTE (-nA) POTENCIAL (mV) LARGURA DO

PULSO PICO (mV)
25 mV 311 792 75
-50 mV 462 782 80
75 mV 494 780 90
100 mV 518 786 95

Estudo da velocidade de agitacio

Depois de escolhidos o eletrélito suporte , diluente da amostra e amplitude
de pulso. Foram testados trés valores para velocidade de agitagao: 200 rpm, 400
rom e 600 rpm, obtendo-se os mesmos valores para o potencial de oxidagao da

substancia paracetamol. Deste modo foi escolhido a velocidade de 200 rpm.
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Estudo da velocidade de varredura

A velocidade de varredura é um parametro auxiliar do software do
equipamento e esta relacionado com o tempo de pulso (t. step) em segundos.
Foram testados trés valores para velocidade de varredura: 15mV/s, 30mV/s e
60mV/s, e obteve-se um alargamento do pico proporcional ao aumento da
velocidade, como € mostrado na tabela 3. Deste modo foi escolhido a velocidade

de varredura de 15 mV/s.

Tabela 3 :Resultados dos testes da velocidade de varredura e suas
respectivas larguras de pico obtidas a partir de uma solugao de paracetamol
6,61 x10™* mol/L.

VELOCIDADE TEMPO DE POTENCIAL (mV) LARGURA DO
DE VARREDURA PULSO (s) PICO (mV)
15 mV/s 0.40 780 80
30 mV/s 0.20 788 140
60 mV/s 0.10 799 150

Estudo do tempo de purga

Foram testados trés tempos de purga: 10s, 20s e 30s; nao houve diferencga
nos resultados obtidos, optando-se para trabalhar com o tempo de purga de 20
segundos.

As condicbes apresentadas na Tabela 4 foram otimizadas e utilizadas no
estudo da substancia paracetamol para validagdo do método de voltametria em

pulso diferencial, depois do estudo de todos parametros mencionados.
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Tabela 4: Condig¢des utilizadas nos estudos da determinagao voltamétrica do

paracetamol.

ELETRODO DE TRABALHO

Carbono vitreo

ELETRODO DE REFERENCIA

Ag/AgClI (KCI- 3 mol/L)

ELETRODO AUXILIAR

Carbono Vitreo

ELETROLITO

Acido Perclérico 0.1 mol/L: Metanol (1:1)

VOLUME DO ELETROLITO 10 mL
SOLVENTE PARA AMOSTRA Metanol
POTENCIAL PICO DO 780 mV
PARACETAMOL
POTENCIAL INICIAL 600 mV
POTENCIAL FINAL 1200mV
TEMPO DE PURGA 20s
VELOCIDADE DE AGITAGAO 200 rpm
AMPLITUDE -50mV

VELOCIDADE DE VARREDURA

15mV/s
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7.1.2 Parametros de validagdo do método
7.1.2.1 Faixa de linearidade °

A andlise para determinagdo da faixa de linearidade do método, foi
realizada utilizando-se 10 mL de eletrdlito suporte (metanol e acido Perclorico 1:1)
na célula eletrolitica, adicionando-se volumes de 0,2 mL, da solugdo estoque
padrdo de concentragdo 6,61 x 10 mol/L, para cada ponto do grafico iniciando na
concentracao de 1,32 x 10* a 14,54 x 10™* mol/L , leituras em ftriplicata, conforme
tabela 5.

Tabela 5: Estudo da faixa de linearidade do método voltamétrico para

determinacgao de paracetamol em metanol : acido perclérico

Concentragao Corrente Média

(10 mol/L) (-nA)
1,32 85,7
2,64 200,9
3,96 322,5
5,29 447 1
6,61 566,1
7,93 687,5
9,25 816,1
10,58 926,6
11,90 959,9
13,22 1030,0

14,54 1150,0
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Figura 4: Estudo da faixa de linearidade do método voltamétrico para

determinacdo do paracetamol no eletrélito suporte de metanol : acido

perclérico
Faixa de linearidade
< 1000,0
i 8000 Y° 9;5)14;((;0305,658
o 6000 - -0
£ 400,0 -
g 200,0 |
1§ 0,0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12
Concentragdo (10™* mol/L)

Uma melhor correlagao foi obtida restringindo-se a faixa de trabalho para o
intervalo de 1,32 x 10 a 10,58 x 10 mol/L, como pode ser observado na figura 4,
obtém-se um comportamento linear, possuindo um coeficiente de correlacao linear
de 1.

Tendo determinado a faixa linear do método, selecionam-se as
concentracdes para analise da curva de calibracdo, destacando-se o primeiro
parametro para validagado do método- LINEARIDADE.
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7.1.2.2. Linearidade™®"’

Este parametro é verificado mediante a confec¢ao da curva de calibracdo, que
foi obtida, através do uso de uma solucdo padrdo de Paracetamol — USP lote
corrente, de concentragdo 6,61 x 1073 mol/L, as determinagdes foram feitas em
triplicata; apos realizar uma diluicdo de uma aliquota de 5 mL da solugédo padrao
para baldo de 50 mL, origina concentracédo de 6,61 x 10* mol/L (solugao
estoque).

E as solugdes de trabalho foram preparadas conforme descrito na metodologia
de trabalho.

A curva analitica foi feita mediante adicdo padrao das solugcdes de trabalho,
adicionando uma aliquota de cada vez, de cada uma das cinco diluigdes diferentes
determinando assim o coeficiente de correlacao linear da curva, desvio padrao,
desvio padrao relativo, variancia e residuos de cada ponto da curva conforme

tabelas 6, 7 e 8 ; e no anexo | apresenta-se o voltamograma da curva analitica.

Tabela 6: Primeira curva de calibragcdao obtida para determinagcao de

paracetamol por voltametria de pulso diferencial;

Corrente
Concentragao Corrente 1 Corrente 2 Corrente 3  Média SD SDR(%) §?
(10 moliL) (-nA) (-nA) (-nA) (-nA)
3,96 227,7 228,2 227,8 227,9 0,26 0,11 0,07
5,29 346,8 346,7 347,3 346,9 0,32 0,09 0,10
6,61 452,5 452,9 4524 452,6 0,26 0,06 0,07
7,93 558,7 558,4 558,9 558,7 0,25 0,04 0,06
9,25 662,1 662,0 662,4 662,2 0,21 0,03 0,04
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Tabela 7: Segunda curva de calibragao obtida para determinagao de

paracetamol por voltametria de pulso diferencial;

Corrente
Concentragao Corrente 1 Corrente 2 Corrente 3 Média SD SDR (%) §?
(10" moliL) (-nA) (-nA) (-nA) (-nA)
3,96 245,1 245,6 245,6 2451 0,3 0,12 0,09
5,29 353,9 354,3 353,6 353,9 0,4 0,10 0,16
6,61 480,0 480,3 478,6 479,6 0,9 0,19 0,81
7,93 595,6 595,9 596,0 595,8 0,2 0,03 0,04
9,25 710,4 709,2 710,4 709,8 0,7 0,10 0,49
Tabela 8: Terceira curva de calibragao obtida para determinagcao de
paracetamol por voltametria de pulso diferencial;
Corrente
Concentragao Corrente 1 Corrente 2 Corrente 3  Média SD SDR s?
(10" mol/L) (-nA) (-nA) (-nA) (-nA) (%)
3,96 222,0 221,6 221,9 221,8 0,2 0,09 0,04
5,29 343,1 343,0 342,7 342,9 0,2 0,05 0,04
6,61 470,9 470,3 470,9 470,7 0,3 0,06 0,12
7,93 594 .4 594.,0 593,6 594,0 0,4 0,07 0,16
9,25 704,3 703,7 704.,4 704,1 0,4 0,06 0,14
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Figura 5: Primeira curva de calibragao obtida para determinagao de

paracetamol por voltametria de pulso diferencial;

Curva Analitica
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As curvas mostram um comportamento linear e as equagdes foram:
Primeira Curva : y=813535x -90.039; R?*= 0.9993
Segunda Curva: y=882029x -108.3; R?*= 0.9997
Terceira Curva: y=915445x -140.61; R?= 0.9994

Estas variacbes podem ser consideradas normais, uma vez que pode haver
pequenas modificacbes da area disponivel para a reacao eletrolitica na superficie
do eletrodo de trabalho, que n&o é rigorosamente restaurada na limpeza com
alumina e agua deionizada.

Para verificar se algum ponto de concentragdo desvia da linearidade da
curva, calcula-se 0 tcaculado Mmediante a diferenca dos residuos entre os valores
medidos e os valores calculados'?, conforme equagao 3.1b.

12 curva de calibracdo
tcalculado=2,62

22 curva de calibracao
tcalculado=2,02
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3?2 curva de calibracdo
tcalculado=2,74

Observa-se que este método pode ser considerado livre de tendéncias, pois
os calculos do desvio dos residuos plotados versus a concentragdao no grafico,
apresentaram randomicamente uma distribuicdo normal no eixo zero, e também
quando comparados com O t tabelado (n=2)=4,303 (unilateral para n-1 graus de

liberdade), possuem valor tcaicuiado Menor.

E para verificar se o método € homo ou heterocedastico, calculam-se os

resultados das variancias obtidas nas trés curvas, através do Teste de Cochran:

12 curva de calibracio
Cealculado = S2maior/282
Cealculado = 0,1/0,34=0,29

22 curva de calibracéo
Cecalculado = 0,81/1,59=0,51

3? curva de calibracdo
Cealculado = 0,16/0,52=0,31

O Cecalculado das trés curvas tem valor menor que 0 C tapelado (n=4) =0,686
(V=n-1 - graus de liberdade para o=0,05), indicando-se que a concentracdo da
amostra apresenta-se em condi¢cao uniforme de variancia, e que o método é

homocedastico'®"".
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7.1.2.3. Seletividade / Especificidade *°
Seletividade
A determinacdo da seletividade foi efetuada através das medidas de
correntes realizadas a partir de solugdes da mesma concentracdo da amostra e
do padrao de referéncia do paracetamol e comparando-se os resultados das

variancias (S?), através do teste F conforme equagéo 3.2.

Grupo 1: Matéria-Prima

Tabela 9: Valores de corrente, de potencial pico e da variancia obtidos a
partir de solucdao da matéria- prima de paracetamol de concentragao
6,61 x 10 mol/L.

Leitura Potencial (mV) Corrente 1 (-nA) St s%
1 795 4455
2 794 443,5
3 794 440,8 1.9 3,6
4 794 4425
5 795 4446
6 796 441,0
7 795 4448

Média 795 443,2
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Grupo 2: Material de Referéncia (padrio)

Tabela 10: Valores de corrente, de potencial pico e da varidncia obtidos a

partir de solugido padrio de paracetamol de concentracio 6,61 x 10 mol/L.

Leitura Potencial (mV) Corrente 1 (-nA) Sy S?%
1 790 446,3
2 791 443,0
3 793 439,8 2,1 4,5
4 794 440,8
5 792 441,8
6 793 4426
7 794 4437
Média 792 4426

Através dos valores das varidncias calculados, obteve-se o valor
Fealcutado = 3,6 / 4,5= 0,82 que € menor que 0 F tapelado =6,6 (n-1 graus de
liberdade), indicando que o método é seletivo®°.

Esta seletividade do método € apenas para estes parametros e condi¢coes
de analises citadas anteriormente, indicando que o método detecta apenas o

potencial pico de oxidagao da substancia paracetamol.
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Especificidade?

Como néo existe registro de substancias relacionadas ao paracetamol, este foi
exposto a condicdes diversificadas de umidades relativas obtidas por

acondicionamento de sais especificos saturados em dessecadores, como:

» Umidade Relativa de19% (UR) —Cloreto de Litio Monohidratado (1g/1.3mL);
» Umidade Relativa de 48% (UR) - Tiocianato de Potassio (1g/0.5mL);

» Umidade Relativa de 87% (UR) - Cloreto de amdnio (1g/3mL);

» Umidade Relativa de 99% (UR) - Sulfato de Sodio (1g/10mL).

Uma amostra de 300 mg de paracetamol de cada fabricante foi estocada em
cada um dos dessecadores com umidade relativa mencionada, determinando-se a
perda ou ganho de agua, semanalmente durante 2 meses. Apos este periodo,
realizou-se teste de aspecto, ponto de fusdo e anadlise por cromatografia de
camada fina ou delgada (CCD).

A técnica utilizada para certificar que a substancia paracetamol, ndo possui

nenhuma degradacao, foi a CCD e a figura segue no anexo |l.

» Aspecto

Comparacao visual de uma quantidade de amostra a ser examinada contra

uma quantidade de amostra padrdo (amostra com acondicionamento normal).

» Ponto de Fuséao

Calibracdo do equipamento com acido benzoico e posterior analise das
amostras de cada fabricante. Se a substancia permanece integra, fundira na faixa
estipulada 168-172°C.
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> Condicdes utilizadas em Cromatografia de camada delgada ou fina (CCD)%®

Fase movel: Cloroférmio:Acetona: Tolueno (65:25:10)

Fase estacionaria: Silica gel F254 com fluorescéncia

Diluente: Metanol

Concentragdo das amostras: 100 mg/10 mL e 10 mg/10 mL

Concentragao do padrao: 10 mg/10 mL

Concentragao da solugéo 4-cloroacetanilida: 25 mg/ 50 mL em etanol

Volume spotado: 5a 10 uL

Concentragao do spot na placa: 0.1 a 100 pug

Limite de detecc¢do: 0.1 ung em A= 244nm
Lampada UV-VIS: 254 nm

Tabela 11: Resultados obtidos nos testes de estabilidade do paracetamol

dos trés fabricantes

UMIDADE PONTO DE
RELATIVA PERDA DE GANHO DE ASPECTO FUSAO CcCcD
(UR %) PESO (%) PESO (%) (168-172°C)
UR19% - 0,04 OK 170,1 NID
UR48% W - 0,03 OK 170,1 NID
UR87% - 0,01 OK 170,1 NID
UR99% - 0,03 OK 170,1 NID

NID- nenhuma impureza detectada

A analise dos resultados obtidos na tabela 11, demonstra que a substancia

permanece com as mesmas propriedades fisico-quimicas de origem, o percentual

resultante do ganho de peso é a faixa de variagdo da balanga estando dentro do

estipulado, e a analise em CCD (anexo Il) certifica-se a ndao detecgdao de

nenhuma impureza ou possivel produto de degradacédo que perturbe o sinal do

analito — paracetamol.
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7.1.2.4 Exatiddo — Teor das matérias-primas

E o grau de concordancia entre o valor encontrado e o valor aceito como
referéncia. Para o calculo do teor, foi utilizada a equagdo da reta y=813535x —
90.039.

Estes calculos foram realizados para os trés fabricantes (codificados como
A, B e C), e os resultados sdo demonstrados na tabela 12, utilizando-se uma
concentragcdo da solugdo paracetamol de trabalho de 6,67 x 10* mol/L; os

voltamogramas de cada fabricante estdo nos anexos lll, [V e V.

Tabela 12: Determinacgao do teor das matérias-primas (fabricante A, B e C)

Corrente Concentragao

Concentragao Potencial Média obtida Teor
(10 moliL) (mV) (-nA) (Curva) (%)

6,67 776 4524 6,667 99,95

6,67 775 4522 6,665 99,91

6,67 777 452,0 6,662 99,87

Desvio padr&o para correntes médias =0,17, t (n=¢) = 2,306
Resultado= (99,9 + 0,13)% -fabricante A
Resultado= (99,9 + 0,13)% -fabricante B
Resultado= (99,9 + 0,13)% -fabricante C

Mediante analise dos resultados, observa-se que o teor de cada matéria-
prima estudada, esta dentro da faixa de restricado de aceitabilidade estipulada pelo
compéndio oficial (98 a 101%)°.

Par verificar que o método é exato efetua-se a comparacao dos resultados
obtidos e os encontrados no Estudo Interlaboratorial através do método
espectrofotométrico dos fabricantes estudados neste trabalho.

Fabricante A — 99,61 + 0,77
Fabricante B — 99,79 + 0,57
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7.1.2.5. Limite de Deteccéo °'°

O calculo do limite de deteccdo € feito com equacdo 3.4 e os valores
obtidos das correntes é demonstrado na tabela abaixo e o voltamograma do
eletrdlito suporte consta no anexo VI e o do limite de detecgao consta no anexo
VII:

Tabela 13: Determinagdo do limite de detec¢cao do método voltamétrico de

uma solugao de padrao de referéncia do paracetamol

Leituras Potencial (mv) Corrente (-nA) SD s’

1 788 6,23
2 783 6,59
3 785 6,84 0,22 0,05
4 784 6,65
5 786 6,70
6 785 6,83
7 784 6,45

Média 785 6,61

LDM t tapelado (6)= 3,143 (t de student)
LDM= 3,143x 0,22=0,691

Devido aos resultados obtidos , o limite de detecgao foi calculado aplicando-
se a equacgao da reta y=813535x — 90,039 de acordo com a abordagem baseada
na teoria de regressao , obtendo-se para método voltamétrico uma concentragao
8,5 x 107 mol/L.
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7.1.2.6. Limite de Quantificagéo *'°

O célculo do limite de deteccao é conforme a equacdo 3.5, levando em
consideragao o valor do desvio padrdo calculado no limite de detecgdo. O

voltamograma deste limite consta no anexo VIII:

LQ =10 x 0,22=2,22
LQ =2,7 10 mol/L

Aplicando-se a equacgéo da reta y= 813535x —90,039, obtém-se o limite de
quantificacdo do método na concentracdo de 2,7 10® moliL, que significa dizer
que este valor obtido pode ser o primeiro ponto da curva e/ ou o inicio da faixa de
trabalho. Conforme calculo obtido a concentragdo do limite de detecgao é 10
vezes menor que a concentracao obtida para o limite de quantificagao .

Estando comprovado que este método pode quantificar concentracdes
pequenas de residuos de paracetamol em insumos e produtos farmacéuticos.

E como objetivo desta validacdo é efetuar a comparacdo entre os dois
métodos validados de espectrofotometria e cromatografia em fase liquida, optou-
se por trabalhar em concentracdes de 10* mol/L conforme referenciado pelo

compéndio oficial.
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7.1.2.7. Precisdo %%%"

Este parametro é dividido em 3 partes : Repetitividade e Precisédo Intermediaria .

Repetitividade - Este paradmetro foi avaliado analisando-se as trés matérias-

primas em trés dias diferentes, com trés concentragdes 5,29 a 7,93 x 10 mol/L
(solugdes de trabalho), utilizou-se a equagdo 3.6a para verificar o limite de

repetitividade.

Tabela 14: Estudo do parametro de repetitividade do método voltamétrico
(fabricante A)

Concentragao Potencial Corrente SD r
(10" mol/L) (mV) Média (-nA)
316,1 0,3 0,8
5,29 782 2994 0,3 0,9
293,7 0,4 1,0
437,5 0,5 1,3
6,61 781 433,3 0,3 0,7
429,6 0,6 1,7
604,9 0,6 1,7
7,93 780 576,5 0,3 0,9
570,8 0,5 1,4

Conforme os resultados demonstrados na tabela, verifica-se que os trés
dias de analise obtiveram-se o valor de r cacuado Para todas concentracdes dos
fabricantes estudados menor que 0 rapelado= 2,8 (N=2), desta forma pode-se dizer
que o método tem uma repetitividade aceitavel e os valores obtidos estdo dentro
da faixa de restricado de aceitabilidade da matéria-prima estipulada pelo compéndio
oficial (98 a 101%)°.
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Precisédo Intermediaria 2%’

Para avaliar este parametro foram analisadas as trés matérias-primas, em dias
e analistas diferentes, a concentracdo da solucdo de trabalho foi de
6,61 x 10 mol/L, e apds calculou-se o desvio padrdo da precisdo intermediaria

conforme equacgao 3.6b.

Fabricante: A

Tabela 15: Estudo do parametro de precisao intermediaria do método

voltamétrico (fabricante A)

AMOSTRA CORRENTE (-nA) CORRENTE SD
1 2 3 4 MEDIA
(-nA)
1 331,0 332,0 331,9 331,6 331,6 0,45
2 328.4 329,8 330,1 331,2 330,4 0,74
3 315,6 315,9 315,7 316,1 315,8 0,22
4 309,6 309,7 308,9 309,4 309,4 0,36
5 298,9 299,7 299,8 298,9 299,3 0,49




Fabricante: B
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Tabela 16: Estudo do parametro de precisao intermediaria do método

voltamétrico (fabricante B)

AMOSTRA CORRENTE (-nA) CORRENTE SD
2 3 4 MEDIA
(-nA)
1 286,8 288,1 286,3 285,7 286,7 1,0
2 273,5 275,0 276,3 275,3 275,0 1,2
3 258,8 258,6 259,2 260,7 259,3 0,9
4 257,2 257.,5 256,5 256,5 256,9 0,5
5 251,3 251,9 2524 249,2 251,2 1,4

Fabricante: C

Tabela 17: Estudo do parametro de precisao intermediaria do método

voltamétrico (fabricante C)

AMOSTRA CORRENTE (-nA) CORRENTE SD
1 2 3 4 MEDIA
(-nA)
1 265,4 264,9 265,3 265,8 2654 0,4
2 255,0 255,5 255,9 254.8 255,3 0,5
3 243,9 2446 2443 243,8 2442 0,4
4 233,5 234,3 235,7 2349 234,6 0,9
5 229,2 230,8 231,8 232,5 2311 1,4




59

Conforme os resultados obtidos nas tabelas 15, 16 e 17 observa-se que os
desvios padrdo de precisdao intermediaria de todos os fabricantes sao
significativamente iguais, comprovado pelo teste t, com variagdo de analista e

dias na execucao dos ensaios, mediante valores abaixo:

Fabricante A
1° Analista
Si=0,53

2° Analista

Si =0,50

Fabricante B
1° Analista
Si=1,11

2° Analista

Si =0,97

Fabricante C
1° Analista

Si =0,81

2° Analista

Si=0,90

Conclui-se que este método pode ser realizado em matérias-primas de
diferentes fabricantes por varios analistas em dias alternados, obtendo-se
resultados de correntes pico de oxidagdo do paracetamol dentro do valor

estipulado e sem variagao significativa.
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7.1.3. Variagéo de potencial

As leituras das amostras, foram feitas em duplicata, do fabricante A na
concentracdo de 6,61 x 10“ mol/L (solucdo estoque) e utilizando o eletrdlito
suporte tampao de Britton- Robinson; foi realizado adicionando 1 mL da solugao
estoque na célula eletrolitica contendo 10 mL do eletrdlito para cada faixa de pH

(2 a 12), conforme tabela 18, obteve-se os seguintes resultados:

Tabela 18: Resultados obtidos para o potencial de pico versus pH na solugao

de paracetamol na concentracao 6,61 x 10 mol/L

Potencial
pH Potencial 1 Potencial 2 (Média)

(mV) (mv) (mV)
2 715 713 7140
3 662 657 659,5
4 636 637 636,5
5 603 591 597,0
6 536 539 537,5
7 541 549 545,0
8 510 519 514,5
9 414 408 411,0
10 323 326 324,5
11 312 320 316,0
12 304 310 307,0
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O pH do eletrdlito suporte também afeta o potencial do pico de oxidagao do
paracetamol. Na faixa de pH de 2 a 6, observa-se um deslocamento anddico do
potencial de pico com aumento do pH através de uma relagao linear, indicando a
participacdo de prétons no processo eletrédico,conforme a equagdo da reta
y=41,55x +795,1, obtida pelos resultados da tabela 18, observa-se que a faixa de
pH que da uma maior estabilidade no paracetamol é a faixa acida.

Os estudos por voltametria em pulso diferencial mostram que o mecanismo
eletrédico, sendo um processo irreversivel e envolvem a participacdo de 2
elétrons e 2 prétons, conforme comprovados pelos resultados obtidos e

referenciado por Miner na figura abaixo’:

Figura 6: Reagao de oxidagdo do paracetamol originando benzoquinona’

CI-bCO H /Q C"b
CH3CONH CHCO..N

0= =i=0

Paracetamol N-acetil p-quinoneimina Benzoquinona
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7.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
7.2.1. Parametros de validacido do método
7.2.1.1. Linearidade

Este parametro € verificado mediante a confeccdo da curva de calibracao,
através da preparagao de uma solugdo padrao Paracetamol — USP lote corrente
de concentracdo 6.61 x 10> mol/L em triplicata, efetua-se diluigdes para as
solucdes de trabalho, conforme descrito na parte experimental; e conforme as

tabelas 19, 20 e 21 determina-se o desvio padrdo, desvio padrao relativo,

variancia e o coeficiente de correlacio linear de cada curva.

Curva analitica I:

Tabela 19: Primeira da curva de calibragcdo para determinacao de

paracetamol por clae.

CONCENTRAGAO  AREA MEDIA SD SDR(%) s*
(10 moliL) (X)
3,96 2506694,819 45444 0,2 0,04
5,29 3298759,199 9327,9 0,3 0,09
6,61 4203355,386 5779,8 0,1 0,01
7,93 5020413,056 4465,9 0,1 0,01

9,25 5870427,538 10711,5 0,2 0,04
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Curva analitica Il

Tabela 20: Segunda curva de calibragao para determinagao de paracetamol

por clae.
CONCENTRACAO  AREA MEDIA SD SDR(%) s®
(10 moliL) (X)
3,96 2429652,456 4862,9 0,2 0,04
5,29 3208663,803 4550,3 0,1 0,01
6,61 4105077,532 18731,8 0,4 0,16
7,93 4964576,466 79117 0,2 0,04
9,25 5806298,33 27499,5 0,5 0,25

Curva analitica Il

Tabela 21: Terceira curva de calibragao para determinagao de paracetamol

por clae.
CONCENTRAGAO  AREA MEDIA SD SDR(%) s®
(10 moliL) (4)
3,96 2480044,356 4628,1 0,2 0,04
5,29 3305125,584 4454,3 0,1 0,01
6,61 4217299,871 6105,7 0,1 0,01
7,93 5044859,534 10008,3 0,2 0,04

9,25 5852552,624 12001,1 0,2 0,04
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Figura 7: Primeira curva de calibragao obtida para determinagao de

paracetamol por clae;

Curva Analitica

7000000 -
6000000 - y = 635740x - 41386
5000000 - R%=0,9997
4000000 -
3000000 -
2000000 -
1000000 -
0 T T T T 1

0 2 4 6 8 10

Area

Concentragado (10'4 mol/L)

As curvas mostram um comportamento linear e as equagdes foram:

Primeira Curva : y=635740x - 41386; R*= 0.9997
Segunda Curva: y=640270x - 148536; R?*= 0.9996
Terceira Curva: y=638447x - 59314; R?>= 0.9996

Observa-se que este método pode ser considerado livre de tendéncias, pois
os calculos do desvio dos residuos plotados versus a concentracdo no grafico
apresentaram randomicamente uma distribuicdo normal no eixo zero, no qual o
valor do teacuiado=2.92 € menor "2, que 0 t tapelado (n=2)=4,303 (unilateral para v=n-1
graus de liberdade).

Para verificar se o método € homo ou heterocedastico, calcularam-se os

resultados das variancias obtidas nas trés curvas, através do Teste de Cochran.
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12 Curva analitica
Cealculado = S2maior/282
Cealculado = 0,09/ 0,17 = 0,47

2% Curva analitica_Ccaiculado = 0,59

3% Curva analitica Ccaiculado = 0,28

O Ccaiculado € menor que 0 C tapeladon=4 =0,686 (V=n-1 - graus de liberdade para
a=0,05), indica que a concentragdo da amostra apresenta-se em condigao

uniforme de variancia, e que o método € homocedastico.
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7.2.1.2. Exatiddo- Teor das matérias-primas

E o grau de concordancia entre o valor encontrado e o valor aceito como
referéncia. Para o calculo da taxa de recuperacéo, foi utilizada a equacao da reta
y=635740x —41386.

Estes calculos foram realizados para os trés fabricantes (codificados como
A, B e C), e os resultados sao demonstrados nas tabelas 22, utilizando uma
concentragcado da solucao de trabalho do paracetamol de 7,97 x 10 moll/L.

Os cromatogramas do fabricante A e do padrao seguem nos anexo IX e X.

Tabela 22: Determinacgao do teor das matérias-primas (fabricante A, B e C)

Concentragao
Concentragao Area Obtida Teor
(10 moliL) Média (Curva) (%)
7,97 5032820,368 8,05 100,3
7,97 5030413,489 8,04 100,2
7,97 5025806,236 8,03 100,1

Desvio padr&o para correntes médias =0.1, t j,=9) = 2,306
Resultado= (100,3 £0.08)% - fabricante A
Resultado= (100,2 + 0.08)% - fabricante B
Resultado= (100,1 £0.08)% - fabricante C

Mediante analise dos resultados, observa-se que o teor de cada matéria-
prima estudada esta dentro da faixa de restricado de aceitabilidade estipulada pelo
compéndio oficial (98 a 101%)°.

Para verificar que o método é exato efetua-se a comparacgao dos resultados
obtidos e os encontrados no Estudo Interlaboratorial através do método
espectrofotométrico dos fabricantes estudados neste trabalho.

Fabricante A — 99,61 + 0,77
Fabricante B — 99,79 + 0,57
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O calculo do limite de detecgao é realizado empregando-se a equagado 3.4 e

os valores obtidos das &reas sdo apresentados na tabela abaixo e o

cromatograma deste limite consta no anexo Xl:

Tabela 23: Determinagdo do limite de deteccdao do método clae de uma

solucao do padrao de referéncia de paracetamol

Leituras Tempo de Area SD s?
Retengao
1 1,986 157
2 1,984 174
3 1,999 114
4 1,978 130 23,6 557
5 1,992 136
Média 1,988 142

LDM t tabelado (6)= 3,143 (t de student)

LDM= 3,143x 23,6=77,88

Devido aos resultados obtidos , o limite de deteccao foi calculado aplicando-

se a equacéao da reta y= 635740x —41386 de acordo com a abordagem baseada

na teoria de regressao , obtendo-se para método voltamétrico uma concentragao

1,2x 10 mol/L.
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7.2.1.4. Limite de Quantificagao

O calculo do limite de quantificagao € conforme a equacao 3.5, levando em
consideragao o valor do desvio padrao calculado no limite de detecgao. Segue no

anexo Xll cromatograma do paracetamol para o limite de quantificacao.

LQM= 10 x 23,6= 236
LQM=3,7x 10 mol/L

Aplicando-se a equacao da reta y= 81,296x — 90,145, obtém-se o limite de
quantificacdo do método na concentracdo de 3,7 10 mol/L, que significa dizer
que este valor obtido pode ser o primeiro ponto da curva e/ ou o primeiro da faixa
de trabalho.

E como objetivo desta validagdo € efetuar a comparagdo entre os dois
métodos validados de espectrofotometria e este de cromatografia em fase liquida,
optou-se por trabalhar em concentracdes de 10 mol/L conforme referenciado

pelo compéndio oficial.
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7.2.1.5. Precisao

Repetitividade

E o grau de concordancia entre os resultados sob as mesmas condicdes
operacionais durante um curto intervalo de tempo utilizando-se o mesmo
procedimento analitico observador, instrumento de medigao e local de analise. O
preparo das solucdes de trabalho esta descrito na parte experimental do método e

o calculo do limite de repetitividade € demonstrado na equacgao 3.6a.

Tabela 24: Estudo do parametro de repetitividade do método clae (fabricante
A)

Concentragio Area Média  SDR (%) r
(10 moliL)
5,29 3635384,3 0,07 0,2
6,61 4600843,1 0,05 0,1
9,25 5540584,2 0,48 1,3

Conforme demonstrado na tabela 24, o limite de repetitividade tabelado
Mabelado (n=2) = 2,8 para a=0,05, comparando com os resultados obtidos dos
fabricantes A, B e C, obteve-se limite de repetitividade abaixo do valor tabelado,
desta forma pode-se dizer que este método tem uma repetitividade aceitavel e
os valores obtidos estdo dentro da faixa de restricdo de aceitabilidade da matéria-

prima estipulada pelo compéndio oficial (98 a 101%)6 .



7.3. Espectrofotometria Ultravioleta Visivel

7.3.1. Parametros de validacido do método

7.3.1.1 Linearidade
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Este parametro é verificado mediante a confecgdo da curva de calibragao,

através da preparacdo de uma solugao padrao Paracetamol — USP lote corrente

de concentragdo (1,3 x 107 mol/L); efetua-se diluigbes para as solugdes de

trabalho, conforme descrito na parte experimental; e conforme as tabelas 25 e 26

determina-se o desvio padrao, desvio padrao relativo, variancia e o coeficiente de

correlagao linear de cada curva.

Curva analitica I:

Tabela 25: Primeira curva de calibragdo para determinagao de paracetamol

por espectrofotometria;

Concentragio Abs SD SDR(%) §°
(10°mol/lL)  Abs (1) Abs(2) Abs(3) Média
2,64 0,483 0,482 0,481 0482 0,001 021 0,043
3,96 0,613 0,611 0611 0612 0,001 0,19 0,036
5,29 0,743 0,742 0,741 0,742 0,001 0,13 0,017
6,61 0,870 0,870 0,871 0,870 0,001 0,07 0,005
7,93 0,994 0,994 0,995 0,994 0,001 0,06 0,004




Curva analitica

1]:29
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Tabela 26: Segunda curva de calibragdao para determinagao de paracetamol

por espectrofotometria;

Concentragdo Abs SD SDR(%) §°
(10'5 mol/L) Abs (1) Abs (2) Abs (3) Média
2,64 0,475 0,474 0,473 0,474 0,001 0,21 0,044
3,96 0,599 0,600 0,601 0,601 0,001 0,16 0,026
5,29 0,725 0,726 0,727 0,726 0,001 0,14 0,02
6,61 0,857 0,855 0,856 0,856 0,001 0,12 0,02
7,93 0,984 0,985 0,983 0,984 0,001 0,10 0,01

Figura 8: Primeira curva de calibragao obtida para determinagao de

paracetamol por espectrofotometria.

Curva Analitica

S o8| y = 0,0971x + 0,227
g R® = 0,9999
<G 0,6 -
Qo
S 041
8
< 021
0 T T T T
0 2 4 6 8

Concentragdo (10~* mol/L)

10
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As curvas mostram um comportamento linear e as equagdes foram:

Primeira Curva : y=0,0971x +0,227; R?*= 0,9999 (diluente agua destilada)
Segunda Curva: y=0,0963x +0,2188; R?>= 1,000 (diluente acido cloridrico)

Verifica-se que os dois diluentes utilizados apresentam comportamento
linear e que os coeficientes de correlagbes sdo iguais, podendo ser empregado no
doseamento do paracetamol.

Observa-se que este método pode ser considerado livre de tendéncias, pois
os calculos do desvio dos residuos plotados versus a concentragdo no grafico,
apresentaram randomicamente uma distribuicdo normal no eixo zero, e também
quando comparados com O t tabelado (n=2)=4,303 (unilateral para v=n-1 graus de

liberdade), possuem valor tsaicuiado=2,62 menor'?.

E para verificar se o0 método € homo ou heterocedastico, calculam-se os
resultados das variancias obtidas nas trés curvas, através do Teste de Cochran.
1% Curva Analitica
Coaloutado = S°maior/ZS”
Cealculado = 0,043/ 0,104 = 0,40

22 Curva Analitica
Cca|cu|ado = 0,044/ 0,12 = 0,36

O Cecaiculado € menor que 0 C tapelado =0,686, mesmo com a utilizacdo de
diferentes diluentes, indica que a concentracdo da amostra apresenta-se em

condigao uniforme de variancia, e que o método € homocedastico.
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7.3.1.2 Exatiddo-Teor das matérias-primas

E o grau de concordancia entre o valor encontrado e o valor aceito como
referéncia. Para execugdo dos calculos foi utilizada a equagao da reta
y=0,0971x +0,227

Estes calculos foram realizados para os trés fabricantes (codificados como
A, B e C), e os resultados sdo demonstrados nas tabelas 27, 28 e 29 utilizando
uma concentracdo da solucdo paracetamol de trabalho de 7,97 x 10 mol/L e

apresenta-se o espectro do fabricante A no anexo XIV.

Fabricante: A

Tabela 27: Determinacgao do teor da matéria-prima (fabricante A)

Concentragao Concentragao Teor
(10° mol/L) Abs Média Obtida (%)
(curva)
7,97 1,001 7,97 100,0

Desvio para abs média=0,005

Resultado= (100,0 + 0,004)% -1% curva
Resultado= (99,4 + 0,004)% - 2° curva
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Fabricante: B

Tabela 28: Determinacgao do teor da matéria-prima (fabricante B)

Concentragcao Abs Média Concentragao Teor
(10°° moliL) Obtida (%)
(Curva)
7,97 0,995 7,91 99,3

Desvio para abs média=0,002
Resultado= (99,3 + 0,002)% - 1° curva
Resultado= (98,5 + 0,002)% - 2% curva

Fabricante: C

Tabela 29: Determinag¢ao do teor da matéria-prima (fabricante C)

Concentracao Abs Média Concentragao Teor
(10°° moliL) Obtida (%)
(Curva)
7,97 0,994 7,90 99,2

Desvio para abs média=0,002
Resultado= (99,2 + 0,002)%
Resultado= (99,2 + 0,002)%

Mediante analise dos resultados, observa-se que o teor de cada matéria-
prima estudada esta dentro da faixa de restricdo de aceitabilidade estipulada pelo
compéndio oficial (98 a 101%)°.

Para verificar que o método é exato efetua-se a comparagao dos resultados
obtidos e os encontrados no Estudo Interlaboratorial através do método
espectrofotométrico dos fabricantes estudados neste trabalho.

Fabricante A — 99,61 + 0,77
Fabricante B — 99,79 + 0,57
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7.4. Comparagéo entre os métodos (Exatiddo do método)

Calculo estatistico através do Teste F

Calculou-se a diferenga das variancias dos métodos a validar voltametria
em pulso diferencial e os métodos validados de espectrofotometria e

cromatografia em fase liquida, através do teste F, utilizando a férmula abaixo:

-2 2
Fcalculado =S validar/S validado

Onde:

Fcalculado > F tabelado — 0S métodos comparados apresentam diferengas significativas
entre si as precisdes

Fealcuado < F tabelado — 0S8 métodos comparados nao apresentam diferencas

significativas entre si as precisdes

1- Voltametria e Espectrofotometria

— Q2 2
I:calculado =S voltamétrico/ S espectrofotométrico

Fecalculado = 0,068/0,021=3,23

2- Voltametria e Cromatografia

— Q2 2
I:calcula\do =S voltamétrico/ S cromatografia

Fca|cu|ado = 0,068/0,034=2,00
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3- Cromatografia e Espectrofotometria

— Q2 2
Fcalculado =S cromatografia/ S espectrofotométrico

Fca|cu|ado = 0,034/0,021 =1 ,62

O Fcaiculado € menor que 0 F iapelado 4,4) =9,605 (v=n-1 graus de liberdade
para a=0,05) para o método proposto a Voltametria de pulso diferencial e os
métodos oficiais Espectrofotometria e Cromatografia Liquida, demonstrando que
estes métodos nao apresentam diferencgas significativas as suas precisoes

Conclui-se que o método.voltamétrico também pode ser utilizado no

doseamento da substancia paracetamol

Calculo estatistico através do Teste t (student)

Comparacédo entre os resultados obtidos pelos métodos oficiais e o

proposto para validagao, foi feita através do teste t,utilizando a formula abaixo:
t=  (X1-X2)/ [( S*1+S%; ) x (n-1)]"? ( Teste de Student)

Onde:

X1= média dos resultados do método 1
X2= média dos resultados do método 2
S?,= variancia do método 1

S?, = variancia do método 2

n= numero de determinacdes
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1- Voltametria e Espectrofotometria
X1=99,9; $%=0,068

X2=100,0 ;S%,=0,021

tcatculado = 0,66

2- Voltametria e Cromatografia
X4=99,9; $%,=0,068

X2=100,2; $%=0,034

tcalculado = 1,88

3- Cromatografia e Espectrofotometria
X1=100,0; $%=0,034

X2=100,2; $%,=0,021

teaiculado = 1,66

O tcalculado € Menor que O t tapelado (8) =2,306 (2=n-1 graus de liberdade para
a=0,05) para o método proposto a Voltametria de pulso diferencial e os métodos
oficiais Espectrofotometria e Cromatografia Liquida, demonstrando que estes
métodos sdo estatisticamente iguais.

Conclui-se que o0 método de voltametria pode ser utilizado para o

doseamento da substancia paracetamol.
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8. CONCLUSOES

Pelas consideracbes apresentadas anteriormente, pode-se concluir que os
objetivos propostos de implementagdo e validagdo da técnica voltamétrica em
regime de pulso diferencial, quando comparada com as técnicas de
espectrofotometria e cromatografia liquida para analise do paracetamol como
matéria-prima, pela presente dissertagao foram atingidos, e podem ser resumidos

em:

» O método de voltametria em pulso diferencial foi validado conforme o
Documento DOQ-CGCRE-008 Inmetro de 2002;

» O paracetamol € uma analito que sofre oxidacédo e € mais estavel em meio
acido (pH=0,6) apresentando uma corrente de pico mais definida, através

de uma relacéao linear com a natureza do eletrdlito suporte e o pH;

» Para os parametros obtidos na otimizagdo do método, destacam-se: para
eletrdlito suporte - a solugdo na propor¢cdo de 1:1 de metanol e acido
perclorico; diluente para amostra - metanol; velocidade de varredura de
15mv/s; amplitude de pulso de -50 mv/s; e como eletrodo de trabalho e

eletrodo auxiliar o carbono vitreo e o de referéncia o Ag/AgCl,;

» A determinacao do paracetamol através do pico de oxidacado no potencial é
de 780 mV;,

» A faixa de trabalho ideal para doseamento do paracetamol na metodologia
voltamétrica é de 3,96 x10™ mol/L a 9,25 x 10™* mol/L;

> Na metodologia voltamétrica o limite de deteccdo é 8,5 x 107 mol/L e o
limite de quantificacdo é 2,7 x10® mol/L que sdo menores que as obtidas

nos métodos de espectrofotometria e cromatografia em fase liquida;
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Estas concentragdes baixas sdo de grande utilidade para determinagdes de
inumeras substancias farmacéuticas, fluidos biologicos e deteccdo de

impurezas — importante para Estabelecimento de SQR;

Esta técnica é pouca influenciada por substancias relacionadas,
excipientes, aglutinantes e corantes e outras de substancias utilizadas nas

diversas formas farmacéuticas;

Técnica que possibilita o estudo dos mecanismos eletrodicos de oxidacao e

reducéo;

Os resultados obtidos pela metodologia voltamétrica proposta foram
estatisticamente iguais aos encontrados usando as metodologias oficiais
para analise do paracetamol em matéria-prima e formulacbes
farmacéuticas. Desta forma a técnica voltamétrica pode ser uma

metodologia alternativa util nestas determinagdes do paracetamol;

Mediante analise dos resultados, observa-se que o teor de cada matéria-
prima estudada estda dentro da faixa de restricdo de aceitabilidade

estipulada pelo compéndio oficial (98 a 101%)6 .

Para verificar que o método €& exato efetuou-se a comparagcao dos
resultados obtidos e os encontrados no Estudo Interlaboratorial através do

meétodo espectrofotométrico dos fabricantes estudados neste trabalho.

Na comparagédo das vantagens e limitagbes das metodologias abordadas,
verifica-se que a voltametria possui menor tempo de analise, sem tempo de
estabilizagao para o equipamento, alta sensibilidade e resolucéao, resultados
quantitativos, pouca quantidade de rejeito e menor custo de mercado,
sendo uma técnica viavel para quantificacdo do paracetamol em matéria-

prima.
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9. ANEXOS

ANEXO |

Curva analitica obtida para determinagao do paracetamol por voltametria em
pulso diferencial na concentragio de 3,96 a 9,25 x10™ mol/L

Subs tance—UR-Curve: Paracet—-008-smoothed (grouped UR! @)
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ANEXO I

Cromatografia de camada delgada para determinagao de uma possivel
degradagao do paracetamol no teste de estabilidade.
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ANEXO Il

Voltamograma obtido na solugcao de paracetamol de concentragao
9,25 x10™* mol/L -Fabricante A

Subs tance—-UR-Curve ! Parace t—@8-smoothed Cgroupred UR: @)
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ANEXO IV

Voltamograma obtido na solugcao de paracetamol de concentragcao
9,25 x10™ mol/L -Fabricante B
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ANEXO V

Voltamograma obtido na solugcao de paracetamol de concentragao
9,25 x10™ mol/L -Fabricante C

Subs tance—-UR-Curve: Paracet—-B3-smoothed (groupred UR: 3
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ANEXO VI

Voltamograma do eletrélito de suporte (metanol: acido perclorico)

Subs tance—UR-Curve: Paracet—aﬂasnaothod ¢groupred UR! @)
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ANEXO ViI

Voltamograma obtido na determinacgao do limite de detecg¢ao da solugao de
paracetamol
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ANEXO Viii

Voltamograma obtido na determinagao do limite de quantificacao da solugao
de paracetamol

Substance—UR-Curve:! Paracet-@2-smoothed (grouped UR: =2)
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ANEXO IX

Cromatograma obtido na solugao de paracetamol de concentragao

7,93 x 10 mol/L -Fabricante A
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__SAMPLE_

INFORMATION

A
Unknown
3
10.00 ul

Sample Name:
Sample Type:
Vial:

Injection Volume:;

:[

0.40

2 p2o

A =

g Paracetamol | Paracetamol |Paracetamol |Paraceta 33'||

|

0.00

040

2 p20

0.00
0.40

=1
Es

020

0.00
0.40

=
=

0.20

0.00

0.50 100 1.50

)

_ Channel: 2487Channel 1 Processed Channel:
Processing Method: Paracetamol
Channel: 2487Channel 1 Processed Channel:
Processing Method: Paracetamol
Channel: 2487Channel 1 Processed Channel:
Processing Method: Paracetamol
Channel: 2487Channel 1 Processed Channel:
Processing Method: Paracetamol

Acquired By:
Sample Set Name:
Acq. Method Set:
Run Time:

System
Precisao Paracetamol

5.0 Minutes

Validacao do Paracetamol

(

---- 350 4.00

Injection: 1 Date Acquired: 6/16/03 3:17:33 PM
Injection: 2 Date Acquired: 6/16/03 3:23:52 PM
Injection: 3 Date Acquired: 6/16/03 3:30:10 PM

Injection: 4 Date Acquired: 6/16/03 3:36:27 PM

4.50

Result Id: 175

Result id: 175!

Result id: 175t

Result Id: 175°
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Anexo X

Cromatograma obtido da solugao de paracetamol na concentragao
6,61 x 10™ mol/L por detector de diode-array

SQR Paracetamol

mAU

00 es 1.0

mAU

200 220 246 260 280 300 320 340 360
nm

CACLASS-VP\José [uizit ucianatSAUR Paracetamol
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Cromatograma obtido na determinagao do limite de detec¢ao da solugao de
paracetamol

Processing Method: Limite de deteccao

S e P CRAMPLE S INFORMA TICN =
Sample Name: Amostra 0.0005 Acquired By: System
Sample Type: Unknown Sample Set Name:  Limite de deteccao 4
Vial: 2 Acq. Method Set: Validacao do Paracetamol
Injection Volume: ~ 10.00 ul Run Time: 5.0 Minutes
¥
5 0.0010 8
0
0.0000 —J iy
5 0.0010 9
@
0.0000 ——
-
5 0.0010 8
[
0.0000 e
| 3
3 00010 ®
| ©
0.0000 =i
w
g
3 00010 &
©
0.0000 s o . - -
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50
Minutes.
Channel: 2487Channel 1 Processed Channel:  Injection: 2 Date Acquired: 6/18/03 2:14:12 PM  Result Id: 2011

Channel: 2487Channel 1 Processed Channel:  Injection: 3 Date Acquired: 6/18/03 2:20:28 PM
Processing Method: Limite de deteccao
Channel: 2487Channel 1 Processed Channel:  Injection: 4 Date Acquired: 6/18/03 2:26:45 PM
Processing Method: Limite de deteccao
Channel: 2487Channel 1 Processed Channel:  Injection: 6 Date Acquired: 6/18/03 2:39:17 PM
Processing Method: Limite de deteccao
Channel: 2487Channel 1 Processed Channel:  Injection: 7 Date Acquired: 6/18/03 2:45:33 PM
Processing Method: Limite de deteccao
l‘ Injection | Peak Name | RT | Area
1 2 | Paracetamol | 1.986 | 157
2 3 | Paracetamol | 1.984 | 174
3 4 | Paracetamol | 1.999 | 114
4 6 | Paracetamol | 1.978 | 130
5 7 | Paracetamol | 1.992 | 136
Mean 1.988 | 142.2
Std. Dev. 0.008 | 23.6
% RSD 040 16.6

Result Id: 2012

Result Id: 201!

Result Id: 201«

Result Id: 201
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Cromatograma obtido na determinagao do limite de quantificagao da solugao
de paracetamol

0.080 1
0.080- E
0.070- E
[.&E’i
0.060 §
|®
i 0.
0.050 [
= !
Sl l
0.040
0.030 /
0.020- Il
oofo '
0.000- i
0.50 1.00 150 200 250 3.00 3.50 4.00 4.50
Minutes
Sample Name: Amostra 20 Date Acquired: 6/18/03 11:31:31 AM Vial: 3 Injection: 1
Sample Name: Amostra 20 Date Acquired: 6/18/03 11:37:48 AM Vial: 3 Injection: 2
Sample Name: Amostra 20 Date Acquired: 6/18/03 11:44:04 AM  Vial: 3 Injection: 2
Sample Name: Amostra 20 Date Acquired: 6/18/03 11:50:20 AM  Vial: 3 Injection: 4
Sample Name: Amostra 20 Date Acquired: 6/18/03 11:56:36 AM Vial: 3 Injection; 5
Sample Name: Amostra 20 Date Acquired: 6/18/03 12:02:53 PM Vial: 3 injection: &
Sample Name: Amostra 20 Date Acquired: 6/18/03 12:09:11 PM  Vial: 3 Injection: 7
Peak Summary with Statistics
Sample Retention - 2
Marra Narme Time (min) Area K Prirme USP Taiing Tangent Width @ Tangent
e
1 Amostra 20 | Paracetamol 2020 | 929948 | 1.524720e+000 | 1.165116e+000 | B 858968e+002 | 2.714396e-001
2 Amostra 20 | Paracetamol 2.019| 930326 | 1.523707e+000 | 1.175254e+000 | 8.9808460+002 | 2 604823e-001
3 Amostra 20 | Paracetamol 2018 | 031814 | 1.522586e+000 | 1.173283+000 | 8.899088+002 | 2.7050716-001
4 Amostra 20 | Paracetamol 2017 | 921083 | 1.520991e+000 | 1.165828:+000 | 5.949605e+002 2.595504&—65‘1‘|
5 Amostra 20 | Paracetamol 2016 | 932753 | 1.520621e+000 | 1.172054e+000 | B704067e+002 | 2.7198218-001
6 Amostra 20 | Paracetamol 2014 | 933374 | 1.518016e+000 | 1.174004e+000 | 5.935342e+002 | 2.6955842-001
7 | Amostra 20 | Paracetamol 2015| 924279 | 151859104000 | 1.175263+000 | 8.9200866+002 | 2 6685056-001
Mean 2017 | 9318396
Sid. Dev. 0.002 1608.0
% RSD 0.10 02

51
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ANEXO Xl

Espectro obtido na solugao de paracetamol de concentragao
6,61 x 10”° mol/L-Fabricante A

0 04 min
Lambda max 244 204 328 342 348
2 216 326 340 344

Lambda min : 192

200 225 250 275 300 325 350
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