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RESUMO

Introducao: O controle de qualidade é uma parte essencial das Boas Praticas de Fabricacao, estando presente em todas
as fases de producdo do medicamento a fim de remover ou prevenir qualquer ndao conformidade em potencial. O ensaio
de identificacdo é um dos primeiros a ser realizados ao analisar-se um medicamento, uma vez que é necessario verificar a
presenca da substancia ativa no produto para prosseguir com sua quantificacdo. Este estudo teve por objetivo apresentar
de forma ilustrativa as diversas técnicas analiticas utilizadas para fins de identificacdo de paracetamol. Cinco técnicas
analiticas diferentes descritas no compéndio oficial nacional vigente foram exploradas: colorimetria, temperatura de
fusdo, espectrofotometria no infravermelho, espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia liquida de alta eficiéncia.
As técnicas foram exploradas em amostras (comprimidos comerciais de paracetamol), utilizando-se padrao primario de
paracetamol para obtencdo dos resultados. Todas as técnicas selecionadas evidenciaram a identificacdo de paracetamol
nas amostras, conforme proposto. A escolha da técnica analitica para a realizacdo de ensaios de identificacdo deve ser
feita levando-se em consideracao o objetivo da andlise, as condi¢cdes do laboratério e o nimero de técnicas diferentes
necessarias para conclusdo do ensaio. A espectrofotometria no infravermelho, espectrofotometria no ultravioleta e
cromatografia liquida de alta eficiéncia sé@o consideradas em geral como técnicas conclusivas/ confirmatérias. Ja a
colorimetria é considerada apenas como uma técnica eliminatéria. Cada técnica tem suas particularidades, vantagens
e desvantagens, portanto, cabe ao analista considerar todos esses pontos ao avaliar quais técnicas ird utilizar em seu
laboratério. Independentemente da técnica aplicada, o maior propésito de uma andlise farmacéutica é garantir a qualidade
dos medicamentos disponiveis na sociedade.

Palavras chaves: Controle de qualidade; Paracetamol; Técnicas de pesquisa.

ABSTRACT

Introduction: Quality control is an essential part of Good Manufacturing Practice and it is presentin all stages of production
ofadrug productaimingto remove or prevent any potential non-conformity. Theidentification testis one of the firsttests to
be performed when analyzing a drug product asitis necessary to verify the presence of the active substance in the product
to proceed quantitative tests. This study aimed at presenting in an illustrative way different analytical techniques used for
identifying acetaminophen. Five different analytical techniques described in the current national official compendia were
explored: colorimetry, melting point, infrared spectrophotometry, ultraviolet spectrophotometry and high-performance
liquid chromatography. The techniques were explored in samples (commercial paracetamol tablets) and the paracetamol
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primary standard was used for obtaining the results. All selected techniques showed acetaminophen identification in
the samples, as proposed. The selection of an analytical technique for identification tests must be done considering the
objective of the analysis, laboratory conditions and the number of different techniques needed for concluding the test.
Infrared spectrophotometry, ultraviolet spectrophotometry and high performance liquid chromatography are generally
conclusive/ confirmatory techniques. Alternatively, colorimetry is considered only as eliminatory. Each technique has its
own peculiarities, advantages and disadvantages, hence, it is up to the analyst to consider all these points when evaluating
which techniques will be chosen in the laboratory. Apart from the applied techniques, the greatest aim of a pharmaceutical
analysis is to ensure the quality of the drug products available in society.

Keywords: Quality control; Acetaminophen; Investigate techniques.

INTRODUCAO

A industria farmacéutica exige uma grande
regulacao de seus produtos, os quais devem
apresentar um perfil seqguro e efetivo. O controle de
qualidade é uma parte essencial das Boas Praticas
de Fabricacdo, estando presente em todas as fases
de producdo do medicamento, a fim de remover ou
prevenir qualquer ndo conformidade em potencial
(AHMED et al., 2020).

O servico de um laboratério de controle de qualidade
de medicamentos envolve atividades especializadas
baseadas em legislacao especifica, que visam a
emissdo de resultados analiticos confidveis, com
fins de prevencao de riscos a saude publica. As
especificacoes de qualidade e os métodos de analise
dos medicamentos sao descritos nos compéndios
oficiais, tais como a Farmacopeia Brasileira, em nivel
nacional, e a Farmacopeia Americana, entre outras,
em nivel internacional (LOMBARDO; ESERIAN, 2017).

Para a realizacdo das andlises dos medicamentos de
acordo com os compéndios é necessaria a utilizacao
de padroes de referéncia com alto grau de pureza,
na forma de padrdes primarios ou secundarios.
Os padroes primarios sdao fornecidos diretamente
por comissdes especializadas, relacionadas as
proprias Farmacopeias, enquanto que os padroes
secundarios sao aqueles preparados no laboratério
por meio de analise comparativa com os padroes

primarios (GIL, 2010).

O ensaio de identificacao é um dos primeiros a
ser realizados ao analisar-se um medicamento,
uma vez que é necessario verificar a presenca da
substancia ativa no produto para prosseguir com
sua quantificacdo (AHMED et al., 2020). Este ensaio,
portanto, tem como objetivo comprovar de forma
qualitativa a identidade da substancia, sendo que
0 parametro mais importante para sua realizacao
é a capacidade de detectar o analito em sua matriz
e também na presenca de outras substancias (GIL,
2010). Desta forma, é possivel verificar a identidade
da substancia em andlise e sua conformidade ou
nao com o rétulo do produto.

O paracetamol é um analgésico e antitérmico de
grande relevancia no cenario dos medicamentos
de venda livre. Um aumento expressivo em
suas vendas foi relatado pelo Conselho Federal
de Farmiacia recentemente. Entre os meses de
janeiro e marco de 2019, 11.150.452 unidades do
medicamento foram vendidas, enquanto que no
mesmo periodo do ano de 2020, este numero subiu
para 19.774.819. Acredita-se que este aumento
de 77,35% nas vendas deste medicamento esteja

associado a pandemia de Covid-19 (CFF, 2020).

Este estudo teve por objetivo apresentar de forma
ilustrativa as diversas técnicas analiticas utilizadas
para fins de identificacdo de paracetamol.
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METODO

Cinco técnicas analiticas diferentes descritas no
compéndio oficial nacional vigente foram exploradas:
a. Colorimetria; b. Temperatura de fusao; c. Espectro-
fotometria no infravermelho; d. Espectrofotometria
no ultravioleta e e. Cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

Para fins de padronizacdo metodoldgica, todas
as analises foram realizadas em comprimidos de
paracetamol de 500 mg obtidos comercialmente.
Em todas as andlises foi utilizado padrao primario
de paracetamol fornecido pelo Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Saude - INCQS (Rio
de Janeiro, Brasil).

Obtencao das amostras para os ensaios

Os comprimidos foram pulverizados. O p6 obtido foi
extraido com acetona P.A. (Pureza minima: 99,5%,
Dinamica, Indaiatuba, Brasil) na proporcao 0,5 g de
paracetamol:20mL de acetona. O liquido foi filtrado
em papel filtro qualitativo 80 g/m2, porosidade 3
pm (Nalgon, ltupeva, Brasil) e entao evaporado em
capela de exaustao em temperatura ambiente até
obtencédo do residuo na forma de pé ou cristais.

a.Colorimetria

Preparou-se uma solucao a partir do residuo obtido
na proporcao 1% (p/v) utilizando agua destilada
como solvente. Realizou-se 0 mesmo procedimento
para o padrao de paracetamol. Em 10mL das
solu¢des amostra e padrao, adicionou-se uma gota
de cloreto férrico SR. Deve-se observar coloracao
azul-violdcea como indicativo de que o ensaio foi
positivo (ANVISA, 2019).

b. Temperatura de fusao

Mediu-se a temperatura de fusao do residuo obtido
e do padrao de paracetamol. O ensaio foi realizado
utilizando-se tubos capilares em equipamento

Ponto de Fusdo PF1500 Farma (Gehaka, Sao Paulo,
Brasil), com amostra em duplicata.

A fusdo do paracetamol ocorre em aproximada-
mente 169°C (ANVISA, 2019). O ensaio é considerado
positivo se as temperaturas de fusao da amostra
e do padrao forem similares e em torno do valor
estabelecido (169°C).

c. Espectrofotometria no infravermelho

Os espectros de absorcdo no infravermelho do
residuo obtido e do padrao de paracetamol foram
adquiridos por meio da técnica de refletancia total
atenuada (ATR), a qual possibilita leitura direta
sem preparo prévio da amostra. Foi utilizado o
equipamento Espectrémetro FT-IR (Infravermelho
por Transformada de Fourier) Cary 630 (Agilent,
Santa Clara, EUA) com varredura de 4.000 a 650 cm-1,
numero de scans igual a 32 e resolucao de 4 cm-1.

O espectro da amostra deve ser comparavel ao
espectro do padrao de paracetamol para indicar um
ensaio com resultado positivo (ANVISA, 2019).

d. Espectrofotometria no ultravioleta
Preparou-se solucdes da amostra e do padrao em
hidréxido de sédio 0,01 M em concentracdo de
6ppm. Utilizou-se o mesmo solvente como branco.
As amostras foram analisadas em duplicata. Para
isto, utilizou-se o equipamento Espectrofotometro
UV-Vis HP 8453 (HP/ Agilent, Santa Clara, EUA).

O ensaio é positivo se 0os espectros da amostra e do
padrao forem comparaveis, apresentando absorbancia
maxima em torno de 257 nm (ANVISA, 2019).

e. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Em um cromatégrafo liquido de alta eficiéncia
(HPLC) Waters Alliance 2695 (Waters, Milford, EUA)
equipado com detector de ultravioleta, utilizou-se
coluna C18 (150x4,6 mm, particulas de 5 um, Waters,
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Milford, EUA) e as seguintes condicdes: fase moével agua:metanol (75:25 %v/v), fluxo de TmL/min, temperatura
de 25°C, volume de injecdo de 10 plL e deteccao em 243 nm.

Preparou-se as solucdes amostra e padrao na concentracdo de 10 ppm, utilizando fase mével como
solvente. O resultado do ensaio é positivo se os cromatogramas da amostra e do padrao forem comparaveis,
apresentando pico no mesmo tempo de retencdo (ANVISA, 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Todas as técnicas analiticas exploradas evidenciaram a identificacdo de paracetamol nas amostras,
conforme proposto.

A colorimetria é uma técnica relativamente simples realizada a olho nu, a qual compreende o gotejamento
da solucao reagente na amostra a ser avaliada. Ressalta-se que a intensidade da cor gerada na amostra apds
reacdo com a solucédo reagente depende da concentracdo da substancia ativa na amostra (BATISTA et al., 2019).

A Figura 1 apresenta o resultado do ensaio de identificacdo por colorimetria realizado na amostra e no

padrao de paracetamol.

Amostra

Padrao

Figura 1. Fotografia do ensaio de identificacdo de paracetamol por colorimetria realizado na amostra, branco

(dgua destilada) e padrao de paracetamol.

Foi possivel observar mudanca de cor na amostra
e no padrao de paracetamol apds a reacdo com a
solucdo reagente, indicando resultado positivo para
o ensaio de identificacdo de paracetamol na amostra.

A faixa de fusao de uma substancia é definida como o
intervalo de temperatura em que a substancia comeca
a se fluidificar até o completo desaparecimento
da fase solida, sendo a temperatura de fusdo a
temperatura em que a substancia esta completamente
fundida. Desta forma, a temperatura de fusdo é uma

propriedade intrinseca da substancia, e, como tal, é
utilizada para confirmar sua identidade ou indicar sua
pureza (ANVISA, 2019; OLIVEIRA et al., 2011).

Uma variacdo de aproximadamente até +0,5°C na
temperatura de fusdo em relacdo ao valor esperado
indica tratar-se de substancia pura. Quando ha
impurezas na amostra, a faixa de fusdo aumenta
(valores maiores que 5°C), ou seja, quanto mais
curta for esta faixa (de 0,5 a 2,0°C), mais puro sera o
material IOWA COMMUNITY COLLEGE, 2009).
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As temperaturas de fusao foram de 169,2°C e 169,8°C para as replicatas da amostra (média de 169,5°C) e de
169,4°C para o padrao de paracetamol, indicando resultado positivo para identificacdo de paracetamol na
amostra analisada. A Figura 2 apresenta um esquema grafico com o resultado do ensaio de identificagcao por
temperatura de fusao realizado na amostra e no padrao de paracetamol.

Temperatura

Fusio
(~169°C)

m

Fusio

Sélido

Tempo de aguecimento
Figura 2. Esquema tedrico da realizacdo do ensaio de identificacdo de
paracetamol por temperatura de fusdo.

A espectrofotometria no infravermelho é utilizada para evidenciar a presenca de grupos funcionais da
estrutura das substancias, de modo a servir para sua identificacdo ou investigacdo de sua composicao
guimica. Por meio da técnica de ATR, tem-se como principal vantagem o fato de néo precisar de preparacao
da amostra, o que traz grande praticidade a rotina do laboratério, além de ser uma técnica de analise nao
destrutiva e muito rapida que ocorre em apenas alguns segundos (ZAPATA et al., 2021). Os espectros de

absorcao no infravermelho da amostra e do padrao de paracetamol sao apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Espectros de absorcao no infravermelho sobrepostos da amostra e do
padrao de paracetamol resultantes do ensaio de identificacdo de paracetamol.
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Os sinais esperados para o paracetamol ocorrem devido as vibragcdes moleculares das ligagées O-H (3500-3200
cm-1), GH aromatica (3080-3030 cm-1), bandas combinadas - aromaticas (2000-1650 cm-1) e C=0 (1660-1650
cm-1) (ZAPATA et al., 2021). E possivel observar que os espectros apresentaram aspectos similares com sinais

caracteristicos nas regides esperadas, indicando que o ensaio de identificacdo de paracetamol foi positivo.

A espectrofotometria no ultravioleta é uma técnica bastante utilizada na realizacdo de ensaios de identificacao

e doseamento de substancias devido a seu custo relativamente baixo (quando comparada a cromatografia

liquida e espectrofotometria no infravermelho), robustez e grande nimero de aplicagdes possiveis. As

medidas obtidas dependem da concentracao da substancia, de sua absortividade molar, do comprimento

de onda selecionado e do tamanho do caminho éptico (ROCHA et al., 2004). Na Figura 4, sao apresentados os

espectros no UV da amostra e do padrao de paracetamol.
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Figura 4. Espectros no ultravioleta da amostra e do padrao de paracetamol resultantes do ensaio de identificacao
de paracetamol, com absorbancia maxima em torno de 257 nm.

Foi possivel observar que ambos os espectros da
amostra e do padrao de paracetamol apresentaram
o mesmo perfil e absorcdo maxima em torno de
257 nm, evidenciando a identificacdo positiva de
paracetamol na amostra analisada.

A cromatografia é um método de andlise fisico-
quimico de separacao de componentes de
uma mistura, tendo como principio basico a
migracao diferencial destes componentes devido
as suas interacdes entre uma fase moével e uma
fase estacionaria. A cromatografia liquida de
alta eficiéncia é um método de separacao de
compostos em solucao, geralmente nao volateis
e/ou sensiveis a temperatura. E importante
que a fase movel solubilize a amostra e nao
decomponha a fase estacionaria. Além disso, deve

apresentar alto grau de pureza, baixa viscosidade,
polaridade adequada e compatibilidade com o
detector (MOUDGIL et al., 2019).

Em analises farmacéuticas, a fase estaciondria mais
comumente utilizada é aquela composta por grupos
silandis (SiOH) derivados da silica-gel que se ligam a
grupos funcionais apolares, tais como C8 e C18. Ja a
fase mével é composta por solventes mais polares,
denominando-se esta modalidade entiao como
cromatografia de fase reversa (MOUDGIL et al.,
2019). O tempo de retencao da substancia analisada
depende da intensidade de sua interacdao com a fase
estaciondria e com as caracteristicas da fase moével.
Os cromatogramas sobrepostos da amostra e do
padrao de paracetamol sao apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Cromatogramas sobrepostos da amostra e do padrdao de paracetamol
resultantes do ensaio de identificacdo de paracetamol. Condi¢cdes cromatograficas:
HPLC Waters Alliance 2695, coluna C18 (150x4,6mm, particulas de 5um, Waters), fase
movel dgua:metanol (75:25 %v/v), fluxo de TmL/min, temperatura de 25°C, volume
de injecdo de 10 pL, deteccdo em 243nm, tempo de corrida de 5 minutos e tempo
de retencdo do paracetamol de 3,5 minutos.

E possivel observar que os cromatogramas obtidos
para a amostra e para o padrao de paracetamol
apresentaram mesmo perfil e tempo de retencao
coincidente, indicando a presenca de paracetamol
na amostra analisada.

As técnicas analiticas descritas neste estudo
apresentam diferentes
especificidade (capacidade de deteccao do analito

parametros de

em presenca de outros componentes), limite de
deteccdao (menor concentracao do analito que
pode ser detectada, mas ndo necessariamente
quantificada) e robustez (capacidade do método
sob pequenas
variacoes em suas condicdes) (FDA, 2021).

em permanecer inalterado

E importante salientar que ensaios de

identificacdo que utilizem técnicas analiticas

como  espectrofotometria no  infravermelho,
espectrofotometria no ultravioleta e cromatografia

liquida de alta eficiéncia sdo consideradas em geral

como conclusivas/confirmatodrias. J4 os ensaios

baseados em técnicas que envolvem reagdes
quimicas com grupos funcionais da substancia em
analise, tal como a colorimetria, sao considerados
apenas eliminatérios, uma vez que outras
substancias podem apresentar grupos funcionais

em comum (ANVISA, 2019; GIL, 2010).

A escolha da técnica analitica para a realizacao de
ensaios de identificacdo deve ser feita levando-se
em consideracdo o objetivo da andlise, as condi¢des
do laboratério e o nimero de técnicas diferentes
necessarias para conclusao do ensaio. A depender
da situacdo, pode ser interessante a aplicacao de
ao menos duas técnicas analiticas diferentes para
responder ao ensaio de identificacdo, como nos
seguintes casos: demanda de investigacdes mais
complexas e resultado negativo para uma substancia
esperada para o produto ou resultado positivo para
uma substancia nao esperada para o produto.
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CONCLUSAO

Neste estudo, buscou-se demonstrar que diversas
técnicas analiticas podem ser aplicadas para
responder uma mesma questdo, neste caso, a
identificacdo de paracetamol. Evidentemente, cada
técnica tem suas particularidades, vantagens e
desvantagens, portanto, cabe ao analista considerar
todos esses pontos ao avaliar quais técnicas ira utilizar
em seu laboratério visando a realizacao de ensaios de
identificacdo. Em grande parte dos casos, o aspecto
econdmico é o ponto mais critico na escolha da
técnica utilizada, muitas vezes limitando a execucao
de maior nimero de ensaios. Os compéndios oficiais
indicam diversas técnicas para os ensaios relativos ao
controle de qualidade de medicamentos, cada qual
com suas caracteristicas préprias, a depender do
produto. Independentemente da técnica aplicada,
0 maior propoésito de uma analise farmacéutica é
garantir a qualidade dos medicamentos disponiveis
na sociedade.
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