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Artigo

SIMULTANEOUS SPECTROPHOTOMETRIC DETERMINATION OF PARACETAMOL AND IBUPROFEN IN
PHARMACEUTICAL FORMULATIONS BY MULTIVARIATE CALIBRATION. A simple method was proposed for determination
of paracetamol and ibuprofen in tablets, based on UV measurements and partial least squares. The procedure was performed at pH
10.5, in the concentration ranges 3.00-15.00 pg ml"! (paracetamol) and 2.40-12.00 ug ml' (ibuprofen). The model was able to predict
paracetamol and ibuprofen in synthetic mixtures with root mean squares errors of prediction of 0.12 and 0.17 pg ml”', respectively.
Figures of merit (sensitivity, limit of detection and precision) were also estimated. The results achieved for the determination of these

drugs in pharmaceutical formulations were in agreement with label claims and verified by HPLC.
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INTRODUCAO

Nos dltimos anos, a combinag@o entre métodos quimiométricos
e técnicas de espectroscopia molecular apresentou grandes contri-
bui¢des para a quimica analitica, tornando possivel, por ex., a de-
terminacdo de espécies sem resolucdo de sinal analitico. Uma das
aplicacdes para a qual essa combina¢do demonstrou importancia
foi a determinac@o direta de formacos. Embora a Farmacopéia ame-
ricana “USP, United States Pharmacopoeia”', nio recomende
metodologias multivariadas, uma revisio recente da literatura mos-
trou um aumento do ndmero de publicacdes propondo o uso de
métodos quimiométricos®. Atualmente, a maioria das metodologias
propostas para determinagdo de firmacos € baseada em técnicas
cromatograficas e determinagdes univariadas. Apesar dessas
metodologias estarem bem estabelecidas e serem reconhecidas pe-
los organismos reguladores, elas podem apresentar desvantagens
em certas situagdes, tais como custo e tempo de andlise relativa-
mente altos. Desta forma, a partir da dltima década, o emprego de
espectroscopia molecular e calibragdo multivariada passou a repre-
sentar uma alternativa promissora na determinacdo direta de
farmacos e o desenvolvimento deste tipo de método tornou-se im-
portante, tendo como objetivo sua futura aceitacio pelas agéncias
reguladoras. Como consequéncia disso, tornou-se necessario tam-
bém o estabelecimento de figuras de mérito para metodologias
multivariadas, requisito para sua validac¢do analitica®.

Em situagdes nas quais a determinagio de um analito € dificul-
tada ou impedida devido a presenca de interferentes, o uso de
calibragdo multivariada permite a modelagem desses interferentes
junto com o analito de interesse. A idéia central consiste em substi-
tuir a separagdo fisica das espécies pela separacdo quimiométrica
de seus sinais. O método de calibracdo multivariada mais conheci-
do é o dos minimos quadrados parciais “PLS, Partial Least
Squares™?, usado na construgdo de modelos de regressdo baseados
em uma decomposi¢do em varidveis latentes, a qual relaciona um
bloco de varidveis independente, x (espectros), com um bloco de
varidveis dependentes, y (concentragdes ou outras propriedades). A
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estratégia que combina PLS e dados obtidos por espectrofotometria
de absor¢do no ultravioleta (UV) tem permitido a determinagio di-
reta e simultinea de diversos principios ativos em uma mesma for-
mulagdo farmacéutica, tais como aspirina, cafeina e codeina®,
amilorida e hidroclorotiazida’; aspirina e dcido ascérbico®; aspiri-
na, paracetamol e cafeina’; pseudoefedrina e ibuprofeno'’; diclo-
fenaco, tiamina e piridoxina''. As vantagens potenciais desta estra-
tégia sdo rapidez, redugdo de uso de reagentes, baixo custo e simpli-
ficacdio no preparo da amostra.

O paracetamol (PRC) e o ibuprofeno (IBF), cujas estruturas
moleculares sdo apresentadas na Figura 1, estdo entre os farmacos
mais consumidos no mundo. O PRC", também conhecido como
acetaminofeno, possui efeitos analgésico e antipirético similares aos
da aspirina, apresentando a vantagem de ndo irritar a mucosa gastro-
intestinal. O IBF'® ¢ uma droga ndo-esteroidal anti-inflamatéria que
também possui efeitos analgésico e antipirético. Algumas formula-
¢oes farmacéuticas que combinam estes dois principios ativos sdo
usadas no tratamento de dores moderadas de origem reumadtica.
Virios métodos ja foram empregados na determinacdo individual
de cada um destes dois farmacos em comprimidos, tais como
espectrofotométricos'*"”, cromatograficos'®!” e potenciométricos?
para o PRC e espectrofotométricos??2, cromatograficos®2¢ e
eletroforéticos?*® para o IBF. Os métodos oficiais (USP) para de-
terminacd@o das duas espécies sdo baseados em cromatografia liqui-
da de alta eficiéncia (CLAE) com detecdo no UV'. No entanto, a
determinagdo simultdnea de PRC e IBF ¢ relatada em poucos arti-
gos. Em um deles, essa determinacdo € feita através de ressonincia
magnética nuclear de préton®, uma técnica cara e relativamente
pouco acessivel a maioria dos laboratérios de andlise, enquanto em
outro, utilizou-se espectrofotometria e regressdo linear miltipla®,
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Figura 1. Formulas estruturais do PRC e do IBF
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a qual estd limitada ao uso de apenas alguns poucos comprimentos
de onda. Para nenhum destes dois métodos foram estimadas figuras
de mérito. O fato de PRC e IBF apresentarem espectros de absorcéo
sobrepostos no UV'>!® impede que sejam realizadas determinagdes
espectrofotométricas diretas e simultdneas. Dai, o interesse deste
trabalho em propor um método direto, simples e de baixo custo
para essa determinagdo, usando o PLS para construir um modelo de
calibracd@o a partir dos espectros de um nimero relativamente redu-
zido (nove) de solugdes de misturas de padrdes. Um outro objetivo
deste trabalho foi estimar figuras de mérito para o método proposto.
Os resultados das andlises de amostras comerciais foram ainda ve-
rificados por uma técnica analitica independente, cromatografia li-
quida de alta eficiéncia (CLAE).

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucoes

Os reagentes utilizados foram de pureza analitica ou grau
cromatografico: PRC (Synth), IBF (Aldrich), hidréxido de amdnio
(Synth), cloreto de amonio (Vetec), metanol (Tedia), acetonitrila
(JTBaker) e 4cido acético (CRQ). Duas solucdes estoque, PRC
1000,0 e IBF 800,0 ug mL", foram preparadas em metanol, em ba-
16es de 100 mL. A dissolucdo foi feita em metanol, por causa da
baixa solubilidade do IBF em dgua®. Cinco solugdes intermedidri-
as de cada analito foram preparadas por dilui¢do em dgua da res-
pectiva solucdo estoque, nas faixas de 40 a 200 g mL' para o PRC
e de 32 a 160 ug mL" para o IBF. Essas solugdes foram guardadas
na geladeira (4 °C) em frascos protegidos da luz e mostraram-se
estaveis por pelo menos 2 meses. Uma solugdo tampao de pH 10,5
foi preparada a partir de NH,CI/NH,OH. Toda a dgua utilizada foi
previamente deionizada (Milli-Q).

Instrumentacio e tratamento dos dados

Um espectrofotdmetro UV/visivel de arranjo dispersivo Cary
50 foi usado para aquisicdo dos dados, juntamente com o Cary
WinUV Software, versao 3.00. Os dados foram tratados no progra-
ma MATLAB™, versido 6.1 (The MathWorks, Natick, EUA), usan-
do o pacote PLS Toolbox, versao 2.0 (Eigenvector Technologies,
Manson, EUA). Um banho ultra-sénico (Unique) foi utilizado na
dissolugdo das amostras.

Procedimentos

Conjunto de calibragdo e misturas sintéticas

As solucdes do conjunto de calibracio foram preparadas de acor-
do com um planejamento experimental 3* (dois fatores e trés ni-
veis, Tabela 1). As misturas sintéticas usadas como conjunto de
validac@o foram preparadas de acordo com um planejamento 37 si-
milar ao da Tabela 1. Para este novo conjunto, os niveis superiores
foram 12,00 pg mL"! para PRC e 9,60 pug mL"! para IBF, os niveis
inferiores foram 6,00 g mL" para PRC e 4,80 ug mL"! para IBF e
os niveis intermedidrios foram idénticos aos do conjunto de
calibracdo. Tré€s pontos do conjunto de validacdo, os dois extremos
(++ e — —) e o central (0 0), foram determinados em triplicata, vi-
sando a estimativa da precisdo média do método. Desta forma, 24
solucdes de trabalho (calibragdo e validacdo) foram preparadas di-
retamente na cubeta (1,00 cm de caminho dtico) pela adigdo de
150,0 uL da respectiva solucéo intermedidria de cada analito e 2700
UL da solucdo tampdo. Os espectros foram coletados na faixa de
220 a 320 nm (passo 1 nm). A ordem em que as solugdes foram
analisadas foi sorteada, de modo a garantir a aleatoridade das me-
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Tabela 1. Planejamento experimental 3? para o conjunto de
calibragio usado na determinag@o simultdnea de PRC e IBF*

Solucdo /1 2 3 4 5 6 7 8 9
Analito

PRC + + + 0 0 0 - - -
IBF + 0 - + 0 - + 0 -

“Nivel (+): PRC 15,00 pug mL"' e IBF 12,00 pg mL"'; Nivel (0): PRC
9,00 ug mL™" e IBF 7,20 ug mL*; Nivel (-): PRC 3,00 ug mL"' e IBF
2,40 ug mL!

didas®'. Uma soluc@o preparada da mesma maneira que as solu-
¢des de trabalho, mas ndo contendo nenhum dos analitos, foi usada
como branco. Espectros do branco foram medidos quinze vezes
em seqiiéncia, visando estimar o ruido instrumental para o cilculo
de figuras de mérito. Espectros de solucdes puras de PRC e IBF
também foram registrados.

Determinagdo das amostras comerciais

Duas amostras de formulag¢des farmacéuticas comerciais dispo-
niveis no mercado nacional foram compradas em uma farmécia lo-
cal. As duas amostras apresentaram a mesma composic¢io,
especificada pelos fabricantes: 200 mg de IBF e 300 mg de PRC. A
amostra 1 apresentou a seguinte composic¢ao de excipientes: estearato
de magnésio, amido de milho, Explotab, gelatina em pd, Microcel,
talco e corante vermelho. A amostra 2 ndo especificou a composi¢ao
de excipientes. Dez comprimidos de cada formulacdo foram pesa-
dos individualmente para se obter massas médias representativas.
Os comprimidos foram finamente triturados em um almofariz de
dgata e depois misturados. Massas correspondentes a exatamente
50,0% do valor médio de um comprimido para cada amostra foram
dissolvidas em 100 mL de metanol, com o auxilio de um banho
ultrassdnico (10 min). Na seqiiéncia, foram preparadas duas solu-
¢oes intermedidrias pela diluicdo de 10,00 mL da solugdo de cada
amostra em dgua, em baldes de 100,0 mL. Aliquotas de 150,0 uL de
cada solu¢do intermedidria foram misturadas diretamente na cubeta
com 150,0 puL de dgua e 2700 UL da solugdo tampao de pH 10,5. Os
espectros destas solucdes foram obtidos da mesma maneira descri-
ta na secdo anterior e as determinacdes foram feitas em triplicatas.

Andlise cromatogrdfica

A verificagdo dos resultados das determinagdes de formulagdes
farmacéuticas foi feita por CLAE, usando um método adaptado de
Hussain ef al.*. Foi utilizado um cromatégrafo liquido Varian, com-
posto por uma bomba terndria modelo 240, um detector no UV
modelo 310 e um amostrador automdtico AutoSampler 410, coman-
dados pelo programa Star, versdo 6.0. Foi usada uma coluna anali-
tica ChromSpher 5 C18, 250 x 4,6 mm (Varian). A fase mével foi
composta por acetonitrila/dcido acético 0,5%, 65:35, v/v, em uma
vazdo de 1,0 mL min. A detecgdo foi feita com mudanga de com-
primento de onda durante a corrida, sendo em 250 nm até 3,7 min
(detec¢@o do PRC) e em 223 nm apds esse intervalo (deteccdo do
IBF). O volume de injegdo foi de 15 puL. Todas as injegdes foram
repetidas trés vezes e as determinagdes foram feitas em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Espectros de absorcao no UV de PRC e IBF
A Figura 2 mostra os espectros de absor¢do no UV de solugdes

aquosas de PRC e de IBF, obtidos em pH 10,5 ([PRC] = [IBF] =
12,00 pg mL™"). O espectro do PRC possui uma banda larga com
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absorcdo mdxima em 252 nm, enquanto o IBF apresenta um maxi-
mo em 222 nm e uma banda de baixa intensidade de absorc¢do entre
245 e 280 nm. Como pode ser observado, a sobreposi¢do espectral,
principalmente em relagdo ao IBF, impede o uso de calibracio
univariada em uma determinagdo direta e simultanea.

Os valores de pK encontrados na literatura'>"**** para o PRC
e o IBF estdo préximos de 9,5 e de 4,4, respectivamente. A forma
dcida do PRC, predominante abaixo de pH 9,5, apresenta um maxi-
mo de absor¢io em 243 nm (espectro obtido experimentalmente em
pH 7), aumentando a sobreposi¢do espectral com o IBF. Por esse
motivo, escolheu-se trabalhar em pH 10,5 usando tampdo NH Cl/
NH,OH, que néo absorve significativamente na regido de interesse.
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Figura 2. Espectros de absor¢do no UV do PRC e do IBF obtidos em pH

10,5. [PRC] = [IBF] = 12,00 ug mL"

Calibracao multivariada usando PLS

Uma das vantagens do método de determinac@o aqui proposto € o
uso de um niimero reduzido de amostras de calibragdo, seguindo um
planejamento experimental simples (Tabela 1). Um planejamento de
calibragdo de tré€s niveis poderia ser considerado insuficiente, pois nor-
malmente quatro ou cinco niveis de concentra¢do sdo recomendados
para cada analito®. No entanto, essa escolha depende fortemente da
natureza do sistema a ser modelado. Este planejamento reduzido certa-
mente seria insuficiente para matrizes mais complexas, como, por ex.,
amostras de solo analisadas no infravermelho. Mas, ele pode ser consi-
derado adequado para matrizes mais simples, tais como a analisada
nesta aplicacdo, o que pode ser corroborado pelos bons resultados obti-
dos aqui e em outras aplica¢des encontradas na literatura®!!.

O melhor modelo PLS foi selecionado com trés varidveis laten-
tes através de um procedimento de validagdo cruzada “leave-one-
out”. Este modelo explicou 99,99% da variancia total do bloco X
(variaveis independentes) e 99,95% da variancia do bloco Y (varid-
veis dependentes). A raiz quadrada dos erros médios quadrados de
previsdo (“RMSEP, Root Mean Square Error of Prediction”) do con-
junto de validagdo foi o pardmetro de exatiddo inicialmente usado
para avaliar o modelo. O RMSEP ¢ calculado pela Equacao 1, onde
y, € o valor padréo (esperado) da concentragio, ffp ¢é o valor previsto
pelo modelo e n é o nimero de amostras previstas.

o \2
RMSEP:W/Z(V%V") (1

Os valores de RMSEP obtidos foram 0,12 pg mL" para o PRC e
0,17 ug mL"! para o IBF, correspondendo a uma recuperagdo que
variou entre 98,4 e 103,7% para o PRC e entre 96,9 e 104,8 % para
o IBF. As previsdes individuais para as misturas sintéticas do con-
junto de validagdo sdo mostradas na Tabela 2. Os resultados para a
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previsdo do IBF foram um pouco menos exatos do que os relativos
ao PRC, o que pode ser explicado pelo fato de o espectro do primei-
ro ser mais fortemente sobreposto.

Tabela 2. Determinacdo simultinea de PRC e IBF em quinze
misturas sintéticas (conjunto de validacdo)

Quantidade Quantidade Recuperagio
adicionada (ug mL") prevista (ug mL") (%)
PRC IBF PRC IBF PRC IBF
12,00 9,60 12,19 9,31 101,6 96,9
12,00 9,60 11,88 9,76 99,0 101,7
12,00 9,60 11,96 9,92 99,7 103,3
12,00 7,20 12,05 7,28 100,4 101,1
12,00 4,80 12,07 5,01 100,6 104,5
9,00 9,60 9,08 9,71 100,9 101,1
9,00 7,20 9,20 7,18 102,2 99,8
9,00 7,20 8,93 7,16 99,3 99,4
9,00 7,20 8,86 7,13 98,4 99,0
9,00 4,80 8,92 5,03 99,1 104,8
6,00 9,60 6,22 9,58 103,7 99,8
6,00 7,20 5,97 7,37 99,4 102,3
6,00 4,80 6,01 4,91 100,2 102,4
6,00 4,80 6,05 4,92 100,8 102,4
6,00 4,80 6,12 4,83 102,0 100,7

Figuras de mérito

Os métodos analiticos baseados em calibragdo multivariada sdo
relativamente recentes e sua aceita¢do e implementagdo ainda é
restrita, principalmente em dreas como a farmacéutica e a médica,
devido as exigéncias de validag¢@o pelas agéncias e organismos re-
guladores®%. Essa validagdo pode ser acessada pela determinagdo
de parametros que sdo conhecidos como figuras de mérito, tais como
sensibilidade, precisdo e limite de detec¢do (além da exatiddo, ja
discutida na se¢@o anterior). Na estimativa de figuras de mérito em
calibragdo multivariada®, a parte do sinal que se relaciona unica-
mente ao analito de interesse € mais importante que o sinal total e é
denominada sinal analitico liquido ou NAS “Net Analyte Signal”.
O NAS ¢€ definido como a parte do sinal analitico que € ortogonal ao
sinal dos interferentes presentes na amostra®’. O vetor NAS contém
os valores para cada amostra e pode ser relacionado com o vetor dos
coeficientes de regressdo, b, em modelos de calibragdo inversa, tais
como o PLS, através da seguinte Equacdo®:

[[NAS [|=1/]b || 2

onde o simbolo “|| || indica a norma euclideana de um vetor. Outras
figuras de mérito podem ser calculadas como fungéo do NAS®. A sen-
sibilidade (SEN), a frac@o da variagfio do sinal associada ao acréscimo
de uma unidade de concentragdo, pode ser expressa pela Equacao:

SEN = || NAS || A3)

A sensibilidade analitica (y), normalmente ndo abordada em
protocolos de validagdo, apresenta, de forma clara, a sensibilidade
do método em fun¢do da unidade de concentragdo que € utilizada.
Em analogia com a calibrag¢do univariada®, y ¢ definida como a
razdo entre a SEN e o ruido instrumental (¢), de acordo com a Equa-
¢do 4. O vetor € contém o desvio padrdo do sinal analitico em cada
comprimento de onda e, neste trabalho, foi estimado a partir de
quinze replicatas do branco.
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y=SEN/| e )

O limite de detec¢do (LD), a menor quantidade da espécie de
interesse que pode ser detectada sob as condi¢des experimentais
estabelecidas, € estimado através da Equag@o:

LD =3|le /[ NAS | ©)

A precisdo expressa o grau de concordancia entre os resultados
de uma série de medidas feitas para uma mesma amostra homogeé-
nea, em condi¢des determinadas. Neste trabalho, ela foi considera-
da no nivel de repetibilidade, a partir de nove determinagdes (trés
niveis de concentragdes e trés replicatas) cobrindo a faixa util de
previsdo do modelo (os dois niveis extremos mais o central). A
precisdo média foi estimada de acordo com a seguinte Equagao:

precisdo média =

(6)

na qual 911' é o valor estimado para cada replicata, %i ¢ a média esti-
mada para cada amostra, n € o nimero de amostras replicadas e m ¢
o numero de replicatas por amostra.

A Tabela 3 mostra as figuras de mérito estimadas para as determi-
nacdes do PRC e do IBE. Como o inverso da 7y fornece a diferenca de
concentracdo minima que € discernivel pelo método analitico, inde-
pendente da técnica especifica empregada, pode-se estimar que o mé-
todo € capaz de distinguir diferengas de concentracdo de 0,01 pg mL"!
de PRC e de 0,03 ug mL" de IBF, na auséncia de erro experimental. As
estimativas de sensibilidade analitica e de precisdo média obtidas ates-
taram a eficiéncia do modelo. Além da precisdo média, os valores de
desvio padrdo relativo para as previsdes de PRC e IBF nos trés niveis
do conjunto de validagdo replicados sdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 3. Figuras de mérito para determinagio simultdnea de PRC
e IBE, usando o modelo PLS

Figuras de mérito PRC IBF
SEN“ 0,24 0,09
g (mL pg") 92 33
LD (ug mL™") 0,03 0,09
precisdo média (ug mL™) 0,14 0,19

“Valor expresso como a razdo entre a derivada da absorbancia e a
unidade de concentragdo (g mL™)

Determinacdo de amostras comerciais e verificacdo por CLAE

Duas formulacdes farmacéuticas disponiveis no mercado bra-
sileiro foram analisadas. Os resultados das previsdes sdo mostra-
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Tabela 4. Valores de desvio padrio relativo para a previsdo
simultinea de PRC e IBF em triplicatas de trés niveis do conjunto
de validagdo

Nivel® PRC IBF
superior 1,3 3,3
intermediario 2,0 0,4
inferior 1,0 1,0

“superior: PRC 12,00 ug mL"' e IBF 9,60 pg mL"; intermedidrio:
PRC 9,00 ug mL" e IBF 7,20 pg mL"; inferior: PRC 6,00 ug mL"' e
IBF 4,80 ug mL"!

dos na Tabela 5. As diferencas em relagdo aos valores especifica-
dos pelos fabricantes variaram entre 3,8 e 8,4%. Estes resultados
podem ser considerados em acordo com o especificado, levando-
se em conta o limite de tolerdncia de + 10% estabelecido pela
Farmacopéia americana para este tipo de farmaco'.

Para verificar esses resultados, as amostras comerciais foram
analisadas por uma segunda metodologia, baseada em uma outra
técnica analitica, CLAE. Assim como as determinagdes espectro-
fotométricas, as determinacdes por CLAE também foram feitas
em triplicata, mas usando amostras preparadas de forma indepen-
dente. Um teste t com quatro graus de liberdade foi realizado para
mostrar que os resultados das duas metodologias ndo diferiram
significativamente num nivel de 95% de confianca (t = 1,02 para o
PRC e t = 0,27 para o IBF na amostra 1 e t = 0,44 parao PRCe t =
1,40 para o IBF na amostra 2, todos bem abaixo do valor critico de
2,78).

CONCLUSAO

A combinacdo de PLS e espectrofotometria no UV mostrou-se
uma alternativa vidvel e de relativo baixo custo para determinagio
simultanea de PRC e IBF, fornecendo previsdes exatas e precisas
para misturas sintéticas e amostras de formulacdes comerciais. Além
disso, a estimativa de figuras de mérito, tais como sensibilidade e
limite de detecgdo, e a verificagdo dos resultados das previsdes de
amostras comerciais usando outra técnica analitica, CLAE, atesta-
ram a eficiéncia do método. Desta forma, o método proposto pode
ser sugerido como uma possivel alternativa para o controle de qua-
lidade destes farmacos neste tipo de formulagdo farmacéutica. Esse
método poderia ainda ser automatizado em um sistema de injecdo
em fluxo, o que levaria a outras vantagens, tais como maior rapidez
e diminui¢do dos erros, devido a menor manipulagdo das amostras.
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Tabela 5. Determinacido simultinea de PRC e IBF em duas formulagdes farmacéuticas pelo método proposto (espectrofotométrico/

quimiométrico) e por CLAE

Formulagdao Valor especificado (mg) Meétodo proposto (mg)* CLAE (mg)*

PRC IBF PRC IBF PRC IBF
#1 300 200 279,0 4,2 189,5 + 4,2 270,1+ 14,6 187,9+ 9,2
#2 300 200 2748 £ 3,5 192,5 + 2,6 276,8 = 7,1 198,2 + 6,6

“Valores médios e desvios padrdo de trés determinagdes
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