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RESUMO

A cafeina ¢ um alcaloide amplamente utilizado em medicamentos devido a sua a¢do estimulante
no sistema nervoso central e a sua capacidade de potencializar o efeito de analgésicos como
paracetamol e acido acetilsalicilico. Diante da necessidade de garantir a eficacia terapéutica ¢ a
seguran¢a dos pacientes, o controle da uniformidade de conteudo torna-se fundamental,
especialmente em formulagdes farmacéuticas de baixa dosagem. Este trabalho teve como
objetivo desenvolver e aplicar um método analitico robusto por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), em inglés High-Performance Liquid Chromatography (HPLC), para
avaliar a uniformidade de contetdo de cafeina em medicamentos de referéncia e genéricos. As
analises foram conduzidas conforme os parametros da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2024)
e da RDC 166/17 (BRASIL, 2017), utilizando equipamentos de alta precisdo e amostras
preparadas sob condi¢des controladas. Os resultados demonstraram excelente linearidade da
curva de calibracao (R?* = 0,9995335), além de parametros cromatograficos satisfatérios. Os
teores médios de cafeina encontrados foram de 67,42 mg para o produto de referéncia e 73,67
mg para o genérico, ambos proéximos ao valor nominal de 65 mg. O Valor de Aceitagdo (VA)
foi de 4,43% e 13,69%, respectivamente, estando ambos dentro do limite permitido de 15%,
embora o genérico tenha apresentado maior variagdo. Conclui-se que o método desenvolvido ¢é
adequado para o controle de qualidade de medicamentos contendo cafeina, reforcando a
importancia de métodos analiticos confidveis para garantir a uniformidade de contetdo e,

consequentemente, a seguranga e eficacia terapéutica dos produtos farmacéuticos.

Palavras-chave: cafeina; medicamento; CLAE; analise; uniformidade de conteudo.



ABSTRACT

Caffeine is an alkaloid widely used in pharmaceuticals due to its stimulant effect on the central
nervous system and its ability to enhance the efficacy of analgesics such as paracetamol and
acetylsalicylic acid. Given the need to ensure therapeutic effectiveness and patient safety,
content uniformity control becomes essential, especially in low-dose pharmaceutical
formulations. This study aimed to develop and apply a robust analytical method using High-
Performance Liquid Chromatography (HPLC) to assess the content uniformity of caffeine in
branded and generic drugs. Analyses were conducted according to the standards of the Brazilian
Pharmacopoeia (BRASIL, 2024) and RDC 166/17 (BRASIL, 2024), using high-precision
equipment and samples prepared under controlled conditions. The results showed excellent
linearity in the calibration curve (R? = 0.9995335), along with satisfactory chromatographic
parameters. The average caffeine contents were 67.42 mg for the branded product and 73.67
mg for the generic one, both close to the nominal value of 65 mg. The Acceptance Values (AV)
were 4.43% and 13.69%, respectively, both within the permitted limit of 15%, although the
generic product exhibited greater variation. It is concluded that the method developed is suitable
for the quality control of caffeine-containing pharmaceuticals, highlighting the importance of
reliable analytical methods to ensure content uniformity and, consequently, the safety and

therapeutic efficacy of pharmaceutical products.

Keywords: caffeine; pharmaceutical; HPLC; analysis; content uniformity.
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1. INTRODUCAO

A cafeina ¢ uma substancia amplamente consumida globalmente, presente em uma
variedade de produtos, como bebidas, alimentos e medicamentos. Estima-se que cerca de 80%
da populagdo mundial consuma cafeina regularmente, impulsionando uma industria que
movimentou aproximadamente 715 milhdes de dolares em 2021, com previsdo de crescimento
para 1,2 bilhdes de dolares até 2031. Sua popularidade se deve aos seus efeitos estimulantes no
sistema nervoso central, além de potenciais beneficios a satide, como estimulo fisico e mental,

reducgdo do risco de doengas neurodegenerativas, protecao hepatica e aumento da longevidade.

Entretanto, a concentracdo de cafeina nesses produtos pode variar significativamente, o
que destaca a importancia de garantir a uniformidade do contetdo, especialmente em produtos
farmacéuticos e suplementos alimentares. A RDC n° 31 de 2010, que trata das Boas Praticas de
Fabricagdo de Medicamentos, estabelece requisitos de controle de qualidade, incluindo a
avaliag¢do da uniformidade de conteido como parte das exigéncias para assegurar a qualidade e

a seguranga dos produtos.

Os testes de uniformidade de contetido sdo essenciais para garantir que cada unidade de
um lote contenha uma quantidade precisa do principio ativo, conforme os limites estabelecidos
pela farmacopeia ou outras regulamentagdes especificas. Esses testes sdo particularmente

importantes em produtos de baixa dosagem, como comprimidos, onde a precisdo ¢ crucial.

As resolugdes da ANVISA sao complementadas pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL,
2024), que fornece métodos de referéncia para anélise de uniformidade de conteudo e outros
ensaios relacionados. Dado o amplo espectro de produtos que contém cafeina, € necessaria uma

metodologia robusta para assegurar a qualidade do produto.

Atualmente, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ¢ a técnica mais
comum em quimica analitica devido a sua precisao, custo-beneficio e velocidade de anélise,
sendo amplamente difundida. O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método robusto,
em conformidade com a legislagdo vigente, capaz de analisar a cafeina em diferentes matrizes

e avaliar se os produtos disponiveis no mercado atendem as especificagdes dos fabricantes.
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1.1. CONTEXTUALIZACAO

Neste trabalho, abordou-se o estudo de uniformidade de contetido de cafeina por HPLC,
com o objetivo de analisar a consisténcia da quantidade de ingrediente ativo em cada unidade
de dosagem do medicamento. Esse estudo tornou-se importante, pois visou garantir que cada

dose do medicamento apresentasse a mesma eficacia e seguranga
1.2. JUSTIFICATIVA/PROBLEMATICA

Este estudo justificou-se pela necessidade de assegurar que os produtos comercializados
no mercado atendessem aos padroes de qualidade estabelecidos e pela importancia de
metodologias analiticas robustas no controle da uniformidade de contetdo, assegurando a

seguranc¢a do consumidor e a eficacia dos produtos disponiveis.

1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver um método analitico e robusto,
utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), para a determinacdo da
uniformidade de conteudo de cafeina em diferentes matrizes de produtos disponiveis no

mercado, em conformidade com as exigéncias regulatdrias vigentes.
1.3.2.  OBJETIVO ESPECIFICO

A) Desenvolveu-se o método analitico para a determinacdo de uniformidade de
contetido de cafeina no medicamento.
B) Determinou-se a consisténcia e quantidade de ingrediente ativo em cada unidade

dosada do medicamento.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. CAFEINA
A cafeina ¢ um composto quimico de formula CsHioN4O: classificado como um
alcaloide do grupo das xantinas, ¢ identificada também como 1,3,7-trimetilxantina cuja
estrutura contém um esqueleto de purina conforme Figura 1.

Figura 1: Estrutura quimica da cafeina.

A
S

Fonte: PUBCHEM (2024).

Segundo Lopes, D. et al (2013) a cafeina pode ser encontrada em um niimero pequeno
de espécies vegetais, como o café, ché verde ou ché preto e bebidas de cola. Ela também ¢ uma
substancia capaz de excitar ou restaurar as fungdes cerebrais, sem ser considerada um farmaco.
Por ser presente em diversos alimentos e bebidas, estimasse que 80% da populagado geral faz ou
ja fez o uso da cafeina. O mundo consome cerca de 50 mg/ pessoa/ dia, oriunda basicamente

do consumo de bebidas estimulantes.

A cafeina pode ser encontrada em medicamentos para resfriados e alergias, em
analgésicos, moderadores de apetite e estimulantes. Ela esta presente em diversos analgésicos,
antipiréticas e antigripais, normalmente encontra-se associada ao 4acido acetilsalicilico,
paracetamol e codeina, auxiliando no alivio ou até mesmo acabando com crises de enxaquecas.
Ela possui aprovagdo do FDA na indicacdo analgésica, pois, foi comprovado que a cafeina

reduz a necessidade de analgésicos.

2.2. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA
Em pouco mais de cem anos, a técnica de cromatografia liquida evoluiu drasticamente.
Embora durante seus primordios utilizava-se o método de cromatografia classica em coluna
para separagdo de substancias, atualmente ¢ bem mais comum a utilizagdo da cromatografia
liquida de alta pressdo, com destaque nas areas farmacéutica, alimenticia, ambiental, dentre

outras.
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O termo cromatografia ¢ compreendido como uma técnica de separag¢ao de substancias,
nas quais estdo distribuidas em duas fases. Uma fase ¢ denominada estaciondria e a outra,
movel. Os componentes da mistura a serem separados sao seletivamente retidos na fase

estaciondria e geram migragoes diferenciais (COLLINS, C, et al, 1997).

Os mais diversos modos cromatograficos sdo classificados em basicamente dois tipos:
natureza da fase movel empregada e tipo de fase estacionaria utilizada. Com relacao a fase
movel ser um liquido, a técnica ¢ classificada como cromatografia liquida. Se a fase mével for
um gas, entdo serd denominado cromatografia gasosa, ou, se for um fluido supercritico, t€ém-se
a cromatografia em fluido supercritico (SKOOG, D et al, 2002). Com relagao a fase estacionaria
empregada, esta pode ser um liquido imiscivel com a fase mével liquida, ou mesmo um sélido,

de longe o mais comum.

A técnica de cromatografia ¢ ampla e suas aplicagdes sdo inimeras, contudo, o mais
novo e mais importante membro da técnica de cromatografia ¢ o HPLC, ou cromatografia

liquida de alta pressdo. Sua utilizacdo em varios laboratdrios ¢ totalmente indispensavel

(COLLINS, C; et al, 1997).

A partir de 1968, com o desenvolvimento de novas tecnologias para fabricacdo de
colunas cromatograficas com particulas de silica uniformemente distribuidas, realizada
inicialmente por Kirkland, assim como o estudo aprofundado sobre a teoria cromatografica,
feito por Snyder, foi possivel obter avangos importantes na cromatografia liquida moderna. Tal
avango, embora gradual, atingiu o nivel de sofisticacio que o HPLC apresenta atualmente
(COLLINS, C, et al, 1997).

Dentro da técnica de HPLC existem muitos modos cromatograficos, porém, o mais
utilizado, principalmente na area farmacéutica, ¢ o modo em fase reversa. Neste modo, a fase
estaciondria ¢ mais apolar do que a fase movel (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

As separagdes de componentes de amostras sdo predominantemente realizadas usando
o modo cromatografico em fase reversa e a fase estacionaria mais utilizada ¢ composta de
octadecilsilano — comumente chamada de C18 (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998). A Figura 2

ilustra alguns tipos de cromatografia e alguns modos cromatograficos em HPLC:
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Figura 2: Tipos de cromatografia e modos cromatograficos

Cromatografia
Planar Coluna
| | | |
CCD CP Centrifuga Liquida CsC Gasosa
HPLC
|
[ | [ [ |
Fase Reversa Fase Normal NAERP Par 10mico Troca ié-niceq

Fonte: Adaptado de DEGANI, et al, 1998.

2.2.1. Componentes basicos de um HPLC

Quando comparado com a técnica de cromatografia classica — na qual utiliza colunas de
vidro e, principalmente, silica gel para a separacdo dos componentes -, 0 HPLC ¢ muito mais
sofisticado e versatil (COLLINS, C; et al, 1997). Existem algumas caracteristicas a serem
consideradas para avaliar um equipamento de HPLC, dentre elas: versatilidade, rapidez,

reprodutibilidade e sensibilidade (COLLINS, C; et al, 1997).

Embora existam inumeras marcas e tipos de cromatografos liquidos, todos
compartilham de alguns componentes basicos que fazem parte de seu sistema, sdo eles:
reservatorio de fase movel, sistema de bombeamento, valvulas de amostragem ou injetores,
compartimento para coluna — conhecido como forno —, detector e sistema de aquisi¢ao de dados

ou registrador.

Os reservatorios de fase movel podem ser recipientes de aco inoxidavel, vidro ou mesmo
plasticos inertes, com volumes variados (COLLINS, C; et al, 1997). Normalmente a fase movel
a ser utilizada no equipamento passa por um processo de filtragdo a pressao reduzida na qual,

apods essa etapa, ¢ armazenada no frasco e levada ao ultrassom para remog¢ao de bolhas de ar
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dissolvidos (COLLINS, C; et al, 1997). A Figura 3 ilustra um exemplo de reservatério de fase
movel:

Figura 3: Reservatorio de fase movel.

Fonte: AMORIM, A, 2019, p.49.

O sistema de bombeamento € um componente extremamente importante para um HPLC.
Tal sistema deve fornecer valores precisos e exatos de vazdes da fase movel para que a mesma

percole por todo o sistema do equipamento (COLLINS, C; et al, 1997).

Este sistema possui alguns pardmetros e requisitos importantes a serem considerados,
dentre eles: pressdo maxima de trabalho — na qual depende do equipamento, marca, materiais
utilizados na constru¢do da bomba, dentre outros — vazdo continua e sem pulsacdes,
reprodutibilidade, quimicamente inerte, baixo volume morto e intervalo de fluxo em 0,01-10
mL/min (COLLINS, C; et al, 1997).

O sistema de amostragem de um HPLC ¢ composto por valvulas de amostragem. A
amostra ¢ introduzida dentro da valvula com o auxilio de uma seringa em um injetor automatico
e, apos isso, a valvula muda de posicdo para introduzir a amostra dentro da coluna. Com isso,
pode-se injetar um amplo volume de amostra e de forma reprodutivel.

Os materiais empregados na fabricagdo dessas valvulas devem ser quimicamente inertes
e devem suportar altas pressoes (COLLINS, C; et al, 1997). A Figura 4 ilustra um exemplo de

uma valvula de amostragem:
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Figura 4: Valvula de amostragem.

Introdugao da %003 ) Injecaoda
“.amostra __ 3cade {2 QA" amostra
N amostragem ™ U
‘_.'- W \.l
Q =~_ZV Q e
/§g;)¢»‘~ g Py
Paraa | [N\ 5! FicvawY
coluna \'QGQ\\Q‘ ) \\Co J;
\ \ |V ) )
0 =4
Da bomba <\ N

.

Retorno

Fonte: AMORIM, A, 2019, p.51
Os detectores sdo, muitas vezes, comparados como “os olhos do equipamento.” Embora
uma metafora, tal analogia ndo ¢ definitivamente absurda, isto porque os detectores possuem a

finalidade em monitorar os sinais que saem da coluna e fornecer resposta dos analitos

detectados (AMORIM, A, 2019).

Embora existam muitos tipos e detectores, o mais empregado € o de ultravioleta. Muitos
compostos, principalmente considerando a industria farmacéutica, possuem estruturas
cromoforas. Tais estruturas tem a capacidade de absorver a radiagdo ultravioleta em
determinados comprimentos de onda, dessa forma, ¢ possivel associar a absor¢do de uma

determinada molécula com a 4rea obtida no equipamento.

Por fim, ha o registrador de dados. Este sistema emprega computadores e integradores,
nos quais convertem o sinal obtido no detector na forma de um pico, e este pico ¢ inserido em

um grafico denominado cromatograma (AMORIM, A, 2019).
2.3. UNIFORMIDADE
2.3.1. Definicao de Uniformidade

A uniformidade de contetido ¢ um conceito essencial na fabricacdo de medicamentos,
particularmente em formas farmacéuticas solidas, como comprimidos e capsulas. Ela refere-se
a distribui¢do uniforme da substancia ativa em cada unidade de dose, garantindo que cada
comprimido ou cépsula contenha uma quantidade adequada e homogénea do principio ativo,
dentro dos limites especificados. A relevancia desse parametro estd diretamente ligada a
seguranga, eficacia e qualidade do medicamento, pois uma distribuicao inadequada do principio
ativo pode comprometer a resposta terapéutica ou causar efeitos adversos aos pacientes

(BRASIL, 2024).
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De acordo com a United States Pharmacopeia (USP, 2020) e a European Pharmacopeia
(British Pharmacopoeia, 2021), a uniformidade de conteudo é especialmente importante em
formas farmacéuticas que contém pequenas quantidades de substdncia ativa, normalmente
abaixo de 25 mg ou quando o principio ativo corresponde a menos de 25% da massa total da
unidade de dose. Nessas condigdes, variagdes no contetido do principio ativo entre as unidades
de um lote podem resultar em doses inadequadas, colocando em risco a eficacia terapéutica ou

até gerando efeitos adversos graves.

Além de assegurar a dose correta em cada unidade, a uniformidade de contetido tem
implicacdes diretas na bioequivaléncia e no perfil farmacocinético do medicamento,
influenciando a liberacdo e absorc¢do do principio ativo no organismo (Lachman et al., 2013).
Desse modo, esse parametro € considerado uma das especificagdes criticas de qualidade durante
o desenvolvimento e o controle de produtos farmacéuticos, sendo monitorado de perto para

garantir que os pacientes recebam tratamentos seguros ¢ eficazes.
2.3.2. Procedimento e Avaliacao

Para determinar a uniformidade de doses unitarias pelo método de uniformidade de
conteudo, devem ser separadas no minimo 30 unidades, seguindo os procedimentos especificos
para cada forma farmacéutica. Se forem utilizados métodos diferentes para o doseamento e o
teste de uniformidade de conteudo, pode ser necessario aplicar um fator de correcao.

O produto ¢ considerado conforme no teste de uniformidade de doses unitéarias se o
Valor de Aceitagdo (VA) calculado para as 10 primeiras unidades testadas for menor ou igual
a L1. Caso o VA seja superior a L1, devem ser testadas mais 20 unidades, recalculando o VA.
O produto passa no teste se 0 VA final para as 30 unidades for menor ou igual a L1 e nenhuma
unidade individual tiver uma quantidade de farmaco inferior a (1 — L2 x 0,01) M ou superior a
(1+L2x0,01) M. A menos que especificado de outra forma na monografia, os valores de L1
eL2s30 15,0 e 25,0, respectivamente. Os valores e formulas estdo mais bem descritos na Tabela
1 (BRASIL, 2024).

No caso de capsulas duras, 10 capsulas devem ser pesadas individualmente com
precisdo, preservando sua identidade. Apds remover cuidadosamente o contetido, as cépsulas
vazias sdo pesadas, € o peso do conteudo de cada uma ¢ calculado. Com base no doseamento,
estima-se a quantidade de farmaco em cada capsula, expressando os resultados individuais

como porcentagem da quantidade declarada. O Valor de Aceitagdo (VA) ¢ entdo calculado.



Tabela 1: Termos e expressdes para o calculo do Valor de aceitagdo (VA).
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Se X > T, entdo

Variavel Definicao Condic¢oes I Valores
Média dos contetidos individuais
X (X1,X2,...,Xn), €Xpressa como porcentagem
da quantidade declarada
Conteudos individuais das unidades
X1.X2, 0, Xn testadas, expressos como porcentagem da
quantidade declarada.
n Numero de unidades testadas
k Constante de aceitabilidade ~en_ 18: o £ gig
n 2~11/2
K Desvio Padrdo da amostra S = LIXZ)]
n—
DPR Desvio padrio relat.ivo~ ou coeficiente de DPR — 10_05
variacio X
Se 98,5% <X < M=X
M a ser 101,5%, entdo (VA =ks)
utilizado Valor de referéncia Se X <98,5%, M=98,5%
quando T < entdo (VA =98,5 - X + ks)
101,5 (caso 1) Se X > 101,5%, M=101,5%
entio (VA= X—-101,5+ ks)
Se 98,5% <X <T, M=X
M a ser entdo (VA = ks)
utilizado Valor de referéncia Se X <98,5%, M= 98,5"_A)
quando T > entdo (VA =98,5 - X + ks)
101,5 (caso 2) M=T%

(VA= X —T+ks)

Valor de
Aceitagdo
(V4)

Foérmula geral: |M — X| + ks
Os calculos sdo especificados
acima para diferentes casos.

Ll

Valor méaximo permitido para o valor de
aceitacao

L1 =15,0 amenos que
especificado da forma
diferente na monografia
individual

L2

Desvio maximo permitido para cada
unidade testada em relagdo ao valor de M
utilizado nos calculos do valor de
aceitagdo

Nenhum resultado
individual é menor
que (1 -L2x
0,01)M. (Condigao
baseada em L2
igual a 25,0)

L2 =25,0 a menos que
especificado de forma
diferente na monografia
individual

Quantidade declarada no rétulo do
produto por dose unitaria, expresso em
porcentagem

T éigual a 100% a
menos que outro
valor tenha sido

aprovado por razoes
de estabilidade, por
exemplo; nestes
casos, T é maior
que 100%.

Fonte: Brasil (2024).
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3. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo, estdo descritos os materiais que foram utilizados, assim como os

métodos empregados para a realizagdo deste trabalho.
3.1. MATERIAIS
3.1.1. Amostras

Utilizou-se medicamentos referéncia e genéricos contendo cafeina em sua composi¢ao

a fim de quantifica-los e determinarmos sua uniformidade.
3.1.2. Equipamentos e reagentes

A Tabela 2 apresenta os equipamentos e reagentes disponiveis nos laboratérios da

FATEC Campinas, utilizados neste trabalho.

Tabela 2: Equipamentos e reagentes.

Balanga analitica Shimadzu — AUW220
Cromatografo liquido Shimadzu — Nexera-i — LC-2040C
Coluna cromatografica C18 (150 x 4,6 mm - Sum)
Vidrarias adequadas Baldes volumétricos
Pipeta automatica LABMATE Pro

Banho ultrassom SolidSteel

Metanol grau HPLC J.T. Baker

Acetonitrila grau HPLC Honeywell

Agua ultrapura MilliQ

Filtro de membrana PVDF 0,45 pm

Seringa SmL

Vial 1,5 mL

Fonte: Os autores (2025).




3.2. METODOS

3.2.1. Preparo da fase movel
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Em um Schott colocou-se metanol grau HPLC e em seguida sonicou-se em banho

ultrassom afim de retirar todas as bolhas presentes no mesmo. Em um outro Schott colocou-se

agua ultrapura e sonicou-se em banho ultrassom para a retirada de todas as bolhas presentes.

A mistura das fases foi realizada diretamente pela bomba do equipamento e foram nas

seguintes propor¢des: metanol grau HPLC: 4gua ultrapura (60:40 % v/v).

3.2.2. Preparo do diluente

Em uma proveta mediu-se 1800 mL de agua ultrapura e transferiu-se para um Schott,

em seguida, mediu-se 200 mL de acetonitrila grau HPLC e transferiu-se para o mesmo Schott

em seguida, homogeneizou-se.

3.2.3. Condicoes cromatograficas

A Tabela 3 apresenta as condi¢des cromatograficas.

Tabela 3: Condigdes cromatograficas.

Coluna Shim-pack C18 — 150mm x 4,6 mm - Sum
Fase movel Metanol grau HPLC: Agua ultrapura (60:40)
Diluente Agua ultrapura: Acetonitrila (90:10)

Modo Isocrético

Fluxo 1,0 mL/min

Volume de injecao 10 uL

Deteccao 273 nm

Temperatura da coluna 30°C

Temperatura das amostras 15°C

Tempo de analise 6 minutos

Tempo de retencao

Fonte: Os autores (2025).

+ 3,3 minutos




3.2.4.

Preparo do padrio e curva de calibracio
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Pesou-se com precisdo 10,0 mg de padrao de Cafeina em um baldo volumétrico de 10

mL, em seguida diluiu-se com o diluente. Logo apoés, sonicou-se em banho ultrassom por 10

minutos, aguardou-se o resfriamento em temperatura ambiente e aliquotou-se os seguintes

volumes conforme Tabela 4, obtendo-se as seguintes concentragdes:

Tabela 4: Aliquotas utilizadas para curva de calibragéo.

Massa Dil. 1 Dil. 2 Pot. Padrao Conc.
Pontos Ali. (mL)
(mg) (mL) (mL) (decimal) (mg/mL)
P1 0,15 10 0,0150
P2 0,26 10 0,0260
P3 0,29 10 0,0290
10 10 1

P4 0,33 10 0,0330
P5 0,36 10 0,0360
P6 0,40 10 0,0400

Fonte: Os autores (2025).

Todos os pontos da curva foram avolumados com diluente, em seguida homogeneizou-

se e filtrou-se para vial utilizando filtro de membrana PVDF 0,45 pm.

Utilizou-se a seguinte Equacdo 1 para o célculo das concentracdes.

Onde:

mP: massa do padrao em mg;

Conc (mg/mlL) =

mP x Pot x Ali

Pot: poténcia do padrao em decimal;

Ali.: aliquota do padrao em mL;

Dil. 1 e Dil. 2: diluigdes do padrao em mL.

Dil1 x Dil 2

(1
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3.2.5. Preparo das amostras

Transferiu-se um comprimido da amostra de referéncia para cada baldo volumétrico de
100 mL, totalizando 5 amostras independentes. Logo apds, adicionou-se aproximadamente 50
mL de diluente e levou-se para sonicar em banho ultrassom por 10 minutos com agitagdes
esporadicas, para que pudesse abrir todo o comprimido. Em seguida, aguardou-se o
resfriamento até temperatura ambiente, completou-se o volume com diluente e homogeneizou-
se.

Aliquotou-se 0,51 mL da solucao estoque e transferiu-se para um baldo volumétrico de
10 mL e completou-se o volume com diluente. Homogeneizou-se e filtrou-se para vial
utilizando filtro de membrana PVDF 0,45 pm. O mesmo processo de preparo foi realizado para

a amostra genérica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos as injecdes, avaliou-se a linearidade da curva de calibracdo de acordo com normas
vigente RDC166/17 (BRASIL, 2017), na qual obteve-se coeficiente de relagdo (R?) de
0,9995335 de acordo com a Figura 5. As médias dos critérios avaliados foram de 1,16 para o
fator de cauda (7ailing) e 9155 para os numeros de pratos teoricos (NTP, do inglés Number of
Theoretical Plates), ambos sdo parametros utilizados para avaliagdo da performance da coluna

cromatografica.

Figura 5: Curva de calibrag@o.

Name: Cafeina

Quantitative Method: External Standard
Function: f(x)=3,07765e+007*x-27448,3
r2=0,9995335

FitType: Linear

Area
[*10"6]
14

12 [

1,0 /d
08 ./

0,6 /

0,4 /

0,2 /

0,0
00 05 10 15 20 25 30 35 40
Conc. [*10%-2]

Fonte: Os autores (2025).

A Tabela 5 apresenta os resultados obtidos de tempo de retencdo, area, concentragdo,

tailing e nimero de pratos teoricos (NTP) .



Tabela 5: Resultados obtidos da curva de calibragéo.

Pontos Tempo de Area Conc. Tailing NTP
retencio (min) (mg/mL)
P1 3,37 437324 0,0150 1,16 9106
P2 3,37 772877 0,0260 1,16 9157
P3 3,37 854380 0,0290 1,16 9171
P4 3,37 994335 0,0330 1,16 9165
P5 3,37 1079110 0,0360 1,16 9168
P6 3,37 1206274 0,0400 1,17 9163
Média 3,37 890717 0,0300 1,16 9155
DPR% 0,04 30,40 29,59 0,09 0,27

Fonte: Os autores (2025).

A Figura 6 ilustra o cromatograma do padrao obtido da curva de calibragao.

Figura 6: Cromatograma do padrio da curva de calibragio.

Chromatoaram
Curva P1.lcd
mAU ] § 1 Detector A 273nm
75 "|§
50—_
|
; i
] A
0 - J N
o 1 2 3 4 5 &

Fonte: Os autores (2025).
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A curva obtida para as quantificacdes obedece a equacdo da reta, conforme a Equacao

2 descrito abaixo:

f(x) =(3,07765 x 107) xx — 27448, 3

Sob esses parametros, obtiveram-se os resultados descritos na Tabela 6.

Tabela 6: Resultados das amostras obtidos a partir dos cromatogramas.

@)

N° de réplicas Amostra Referéncia Amostra Genérico
(mg/comprimido) (mg/comprimido)

1 67,17 73,19

2 68,42 73,33

3 66,51 74,51

4 68,58 73,99

5 67,42 73,34

Meédia (mg/comprimido) 67,42 73,67

DPR% 1,52 0,77

Fonte: Os autores (2025).

O desvio padrao relativo da amostra de referéncia foi de 1,52% e da amostra genérica

foi de 0,77%, ele garante que os resultados obtidos foram precisos, visto que o critério de

aceitacgao ¢ de <2,0%.

As injecdes foram feitas a partir de preparos independentes, a Figura 7 ilustra o

cromatograma obtido da amostra de referéncia e Figura 8§ ilustra o cromatograma obtido da

amostra genérica. Nas duas amostras destaca-se o pico referente a cafeina no tempo de retengao

de aproximadamente 3,3 minutos. Em uma primeira analise, o pico observado no tempo de

retencao de aproximadamente 2,5 minutos, pode ser atribuido ao ativo de paracetamol também

nos medicamentos.
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Figura 7: Cromatograma da amostra de referéncia.

Amostra Ref 1.lcd

mAU 200i % 1 Detector A 273nm|
] S
150 ]
100
50
R ]
T T T l T T T ‘ T T T I T T T T I T T T T l T T T
0 l 2 3 4 5 6

Fonte: Os autores (2025).

Figura 8: Cromatograma da amostra genérica.

Amostra Gen 1.lcd
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377C

3,3

Fonte: Os autores (2025).

As recuperagdes em porcentagem do valor nominal dos medicamentos estdo descritas
conforme a Tabela 7. Ambos os produtos declaram em seus rétulos 65 mg de cafeina por
comprimido.

Tabela 7: Valores de recuperagdo em relacdo ao valor declarado de cada produto.

Amostra Referéncia Amostra Genérico
N° de réplicas
(recuperaciao em %) (recuperacio em %)
1 103,34 112,60

2 105,26 112,82
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3 102,18 114,63
4 102,32 113,83
5 105,51 112,83
Meédia da recuperacao (%) 103,72 113,34

Fonte: Os autores (2025).

Para a avaliagcdo da uniformidade, utilizou-se o calculo descrito Equagao 3, que segue

conforme farmacopeia brasileira (BRASIL, 2024) e consiste em:

VA=|M—X|+kxs 3)

Onde:

VA: E o valor de aceitagdo, um valor numérico em porcentagem que demonstra o nivel
do desvio entre os teores de um mesmo comprimido;

M: E o valor teérico ajustado, um valor numérico expresso em porcentagem, esse valor
relaciona a porcentagem de recuperacdo em relagdo ao valor declaro pelo produto. De acordo
com a farmacopeia, adotou-se o valor de M como sendo menor igual a 101,5% para o caso dos
produtos desse trabalho;

X: E a média aritmética dos valores obtidos, em porcentagem;

K: E o fator estatistico baseado na distribui¢iio de Student, a farmacopeia brasileira
(BRASIL, 2024) define que para 10 comprimidos o valor ¢ de 2,4, e para 30 comprimidos o
valor de 2,0;

S: Desvio padrdo amostral das réplicas testadas.

A Tabela 8 apresenta os valores logrados dos resultados obtidos a partir do calculo de
valores de aceitagdo, segundo a farmacopeia brasileira (BRASIL, 2024), o critério de aceitagao

¢ de menor ou igual a 15%.

Tabela 8: Valores de aceitagdo logrados.

Amostra Referéncia Amostra Genérico

(valor de aceitacao %) (valor de aceitacio %)
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4,43 13,69

Fonte: Os autores (2025).

A linearidade da curva de calibragao foi avaliada conforme a RDC 166/17 (BRASIL,
2017), apresentando um coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9995335, indicando que a
equacdo da reta ajustada descreve a relagdo entre a concentragdo de cafeina e a area do pico no
cromatograma com exceléncia. Este valor de R? proximo de 1,00 demonstra a linearidade do
método cromatografico utilizado e sua capacidade de quantificagdo. Os parametros
cromatograficos avaliados foram os de fator de cauda (7ailing) de 1,16, o que indica uma boa
simetria dos picos € o nimero de pratos teéricos (NTP) foi 9155. Ambos os valores estdo de
acordo com a legislacdo brasileira Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2024) que prevé valores

minimos para pratos tedricos de > 2000 e para fator de cauda valores < 2,0.

A quantificagdo da cafeina foi realizada para dois produtos: o produto de referéncia e o
produto genérico. De acordo com os resultados apresentados na Tabela 6, a média dos valores
de cafeina por comprimido para o produto de referéncia foi de 67,42 mg/comprimido e para o
produto genérico foi de 73,67 mg/comprimido. A diferenga entre os valores observados e o
valor nominal declarado de 65 mg por comprimido para ambos os produtos ¢ minima, o que
sugere que ambos os produtos estdo dentro das especificacdes de conteudo de cafeina,
considerando uma possivel margem de varia¢do do processo de fabricacdo e de sobredosagem
de ativo para garantir a estabilidade de prateleira.

As recuperagoes, que refletem a eficiéncia do método de analise em capturar o teor real
de cafeina nos comprimidos, foram também avaliadas. Na Tabela 7, a média da recuperagao
para o produto de referéncia foi de 103,72% e para o produto genérico foi de 113,34%. Esses
valores indicam que ambos os produtos t€ém uma boa recuperagdo, com o produto genérico
apresentando um valor significativamente superior. Isso pode ser explicado por diferengas no
processo de fabricagdo ou na composi¢do dos excipientes dos produtos, que podem afetar a
solubilidade e a biodisponibilidade da cafeina, ainda como pode ter sido uma estratégia da
fabricante uma sobredosagem do ativo, com a finalidade de garantir que o teor do ativo nao
decaia ao longo da vida util do produto (data de validade).

Para a avaliagdo da uniformidade de conteudo, foi utilizado o calculo do valor de
aceitacdo (VA), conforme descrito pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2024). O valor
maximo permitido para o VA ¢ de 15%, garantindo a uniformidade do teor de cafeina nos

comprimidos. O célculo do VA segue a Equagdo 3, onde M ¢ o valor teorico ajustado, X € a



31

média aritmética das concentragdes obtidas, s € o desvio padrdo amostral, e k ¢ o fator
estatistico, que para cinco comprimidos analisados foi de 2,4. No caso dos produtos avaliados,
o valor de M foi fixado em 101,5%. Embora o produto genérico tenha apresentado uma
recuperagdo média de 113%, ndo ¢é possivel afirmar qual foi exatamente o valor dosado pelos
fabricantes. Dessa forma, considera-se que o valor real esteja préximo do valor nominal
declarado, conforme orienta a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2024). Ja o valor de X
representa a concentragdo média de cafeina encontrada nos comprimidos, enquanto s reflete a

variagao entre as amostras analisadas.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 8, o produto de referéncia obteve
um VA de 4,43%, enquanto o produto genérico obteve um VA de 13,69%. O produto de
referéncia apresentou excelente uniformidade de contetido, estando confortavelmente dentro do
limite de aceitacdo (< 15%). J& o produto genérico, embora também atenda ao critério
estabelecido, apresentou um valor de VA mais elevado, indicando uma uniformidade inferior
em comparagao ao produto de referéncia. Esses resultados mostram que ambos os produtos sao
aceitaveis em termos de uniformidade de contetido, embora o produto genérico apresente maior

variacao, o que pode ser relevante em futuras avaliagdes ou estudos de controle de qualidade.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstraram que o método cromatografico utilizado € robusto e
adequado para a quantificagdo de cafeina em comprimidos, atendendo aos requisitos
estabelecidos pela RDC 166/17 (BRASIL, 2017). A excelente linearidade da curva de
calibragdo (R? =0,9995335), associada a bons parametros cromatograficos — como o fator de
cauda de 1,16 e o nimero de pratos tedricos de 9155 —, confirma a eficiéncia e a confiabilidade

do método.

A quantificac¢do da cafeina revelou que tanto o produto de referéncia quanto o produto
genérico estdo proximos do valor nominal declarado, com recuperagdes satisfatorias, embora o
produto genérico tenha apresentado uma recuperacdo significativamente superior. Essa
diferenca pode ser atribuida a caracteristicas especificas dos processos de fabricagdo e
composicao dos excipientes, ou ainda a uma estratégia intencional de formulagao para garantir
a estabilidade do teor de ativo ao longo da vida util do produto.

A avaliacdo da uniformidade de contetudo, realizada com base no valor de aceitacao
(VA), mostrou que ambos os produtos atenderam aos critérios estabelecidos pela Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2024). No entanto, o produto genérico apresentou uma variagdo maior
entre os comprimidos analisados, refletida em um valor de VA mais elevado em comparagao
ao produto de referéncia.

Considerando os resultados apresentados, uma proposta de trabalho futuro, pode ser a
investigagdo do ativo paracetamol como uma referéncia de uniformidade de conteudo.

De modo geral pode-se concluir que, embora ambos os produtos sejam considerados
conformes, o produto de referéncia demonstrou maior consisténcia e uniformidade de conteudo.
Esses achados ressaltam a importancia de avaliagdes continuas de qualidade para garantir a

eficdcia e segurancga dos medicamentos disponiveis no mercado.
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