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RESOLUCAO DA DIRETORIA COLEGIADA - RDC N°. 49, DE 23 DE NOVEMBRO DE 2010

Aprova a Farmacopeia Brasileira, 5% edi¢do e da outras providéncias.

A Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, no uso da atribui¢do que lhe confere o inciso IV do
art. 11 do Regulamento aprovado pelo Decreto n°. 3.029, de 16 de abril de 1999, ¢ tendo em vista o disposto no inciso
ITe §§ 1°e 3°do art. 54 do Regimento Interno aprovado nos termos do Anexo I da Portaria N° 354 da ANVISA, de 11 de
agosto de 2006, republicada no DOU de 21 de agosto de 2006, ¢ ainda o que consta do art. 7° inciso XIX da Lein°. 9.782,
de 26 de janeiro de 1999, em reunido realizada em 11 de novembro de 2010, adota a seguinte Resolugdo da Diretoria
Colegiada ¢ eu, Diretor-Presidente, determino a sua publicagao:

Art. 1° Fica aprovada a Farmacopeia Brasileira, 5* edi¢do, constituida de Volume 1 — Métodos Gerais e textos e Volume
2 — Monografias.

Art. 2° Os insumos farmacéuticos, os medicamentos e outros produtos sujeitos a vigilancia sanitaria devem atender as
normas e especificagoes estabelecidas na Farmacopeia Brasileira.

Paragrafo unico. Na auséncia de monografia oficial de matéria-prima, formas farmacéuticas, correlatos ¢ métodos gerais
na quinta edigdo da Farmacopeia Brasileira, para o controle de insumos e produtos farmacéuticos admitir-se-a a adogéo
de monografia oficial, em sua tultima edi¢do, de codigos farmacéuticos estrangeiros, na forma disposta em normas
especificas.

Art. 3° E vedada a impressdo, distribuigdo, reprodugdo ou venda da Farmacopeia Brasileira, 5* edi¢do sem a prévia e
expressa anuéncia da ANVISA.

Paragrafo unico. Sem prejuizo do disposto no caput desse artigo, a ANVISA disponibilizara gratuitamente em seu
endereco eletronico copia da quinta edi¢do e de suas atualizagdes.

Art. 4° Fica autorizada a Fundagdo Oswaldo Cruz, por meio da Editora Fiocruz, para a comercializagdo dos exemplares
da quinta edi¢do da Farmacopeia Brasileira

Art. 5° Ficam revogadas todas as monografias e métodos gerais das edi¢des anteriores da Farmacopeia Brasileira.

Art. 6° Esta Resolugdo entrard em vigor noventa (90) dias apos a sua publicagdo.

Brasilia, em 24 de novembro de 2010

DIRCEU RAPOSO DE MELLO
Diretor-Presidente da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Publicada no DOU N° 224, 24 de novembro de 2010
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1 PREFACIO

Prefaciar uma obra da magnitude de uma farmacopeia
nacional ndo ¢ tarefa facil. Ao apresentar um trabalho, em
que se teve envolvimento em todo o processo construtivo,
deve se cuidar para emitir uma opinido com a maior
isen¢do possivel.

Entretanto, ¢ um enorme orgulho poder externar, em nome
de uma Comissdo e de diversos Comités, as impressdes
finais de uma obra de cunho técnico e cientifico, a ser
instrumento para a¢des de saude publica que se destinam a
proteger a populagdo de seu pais por meio da prevengdo do
risco sanitario. Nao se deve negligenciar a for¢a politica que
a Farmacopeia Brasileira, 5* edi¢do (FB 5) traz para o Pais.

Convocados que fomos, pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa), para presidir os trabalhos que
iriam dar forma & quinta edi¢do da Farmacopeia Brasileira,
ndo titubeamos um minuto sequer por conhecermos o
nivel de competéncia, compromisso e¢ responsabilidade
dos integrantes da Comissdo da Farmacopeia Brasileira
(CFB). Na sequéncia, a CFB indicou os coordenadores dos
Comités Técnicos Tematicos (CTT) e esses formaram suas
equipes utilizando o mesmo critério.

Temos, agora, uma obra que ¢ um marco divisor dessa e das
futuras edigdes, bem como nas rela¢des profissionais entre
o0 corpo técnico-cientifico, o administrativo e a sociedade.

As edi¢des anteriores da Farmacopeia Brasileira ndo foram,
até entdo, revogadas e, portanto, legalmente estavam em
vigor. Além do prejuizo cientifico, pela defasagem dos
métodos descritos, traziam certo entrave para as agdes
sanitarias que sdo baseadas nas descri¢des farmacopeicas
quer para a area de registro, quer para a area de controle de
qualidade, bem como para a fiscalizagao.

Por determinag@o superior, a CFB realizou arduo trabalho
de revisdo das mil setecentas e vinte e sete monografias
inseridas nas quatro edigdes anteriores e propds exclusoes,
reavaliagdes  textuais, reavaliagdes metodologicas,
atualiza¢es para procedimentos mais seguros, inclusdes
de novos textos, dentre outros.

Deu-se inicio a projetos financiados pela Anvisa com
participacdo de conceituadas Instituigdes de Ensino e
Pesquisa em uma forma pioneira de trabalho que envolveu
duas centenas de profissionais da area da satide, dentre eles
uma boa parte do meio académico, fornecendo ao pais mao
de obra qualificada para atendimento ao setor farmacéutico
brasileiro.

O envolvimento com a Academia, como era de se esperar,
levou a produgdo de uma centena de informagdes técnicas e
cientificas por meio de publicagdes de artigos, apresentagdo
de trabalhos em congressos, discussdes em mesas
redondas, palestras em eventos nacionais e internacionais,
elaboragdo de teses de doutorado, dissertagdes de mestrado
e monografias de conclusdo de cursos de especializagdo.

A producdo cientifica emanada da quinta edi¢do elevou
a FB 5 a um grau de destaque técnico-cientifico com
reconhecimento por congéneres internacionais.

Nada disso teria sido realizado, ndo fosse a estrutura
construida pela Comissdo Permanente de Revisdo da
Farmacopeia Brasileira, responsavel pela quarta edi¢do, que
tem o mérito de ter estabelecido a dindmica necessaria para
se elaborar um documento de tamanha responsabilidade
e, principalmente, ter consolidado a mentalidade da real
importancia desse compéndio para uma sociedade em
constante evolucao.

Dessa forma, pode a CFB e seus Comités, em consonancia
com a Anvisa, trazer a sociedade brasileira um novo codigo
totalmente revitalizado, apresentado em dois volumes
divididos em M¢étodos Gerais ¢ Monografias. Estdo
incluidos cento e setenta e seis métodos gerais e quinhentas
e noventa e nove monografias, das quais duzentas e setenta
e sete de insumos farmacéuticos, duzentas e dez de
especialidades, cinquenta e sete de plantas medicinais, seis
de correlatos, trinta de produtos biologicos ¢ dezenove de
hemocomponentes ¢ hemoderivados.

No capitulo de Generalidades (4), foi realizada a atualizagao
das defini¢des e a inclusdo de inimeras outras, atendendo
as especificidades de cada Comité.

Em Procedimentos técnicos aplicados a medicamentos (5.1)
destacam-se a completa revisao do método de uniformidade
de doses unitarias (5.1.6), agora harmonizado com
novos métodos publicados pelas principais farmacopeias
internacionais. Outro destaque ¢ a inclusdo do teste de
gotejamento (5.1.8), de grande importancia para os estudos
de equivaléncia farmacéutica das formas farmacéuticas
liquidas de uso oral.

Em Métodos fisicos e fisico-quimicos (5.2), foi realizada
uma revisdo completa dos Métodos de espectrometria
atomica (5.2.13), bem como dos métodos de cromatografia
(5.2.17) que foram reescritos € se encontram bem mais
completos. Foi incluido texto sobre métodos de eletroforese
capilar (5.2.22.1) e inimeros outros que passaram ou por
revisdo completa ou por modificagdo de texto.

Para os Métodos quimicos (5.3), foi realizada revisdo
completa dos ensaios limite, com énfase para a eliminagdo
do uso de acido sulfidrico e a inclusdo da espectrometria
atdbmica no Ensaio limite para metais pesados (5.3.2.3).
Incluiu-se o Ensaio iodométrico de antibioticos (5.3.3.10),
cujo procedimento era, anteriormente, descrito em cada
monografia passando, agora, a contar com um método
geral proprio.

Os Meétodos de farmacognosia (5.4) foram revistos e
ampliados, com destaque para os Métodos de preparagdo
e analise de extratos vegetais (5.4.3), com o acréscimo de
seis novos métodos gerais.
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Os Métodos Dbioldgicos, ensaios biologicos e
microbioldgicos (5.5) sdo apresentados com a inclusdo
de uma série de Métodos bioldgicos (5.5.1), tais como os
doseamentos de fatores da coagulagdo sanguinea humana,
totalizando dezesseis novos métodos. Realizou-se o
trabalho de reorganizag@o; revisdo e amplia¢ao dos ensaios
bioldgicos (5.5.2) e microbiologicos (5.5.3).

Em Recipientes para medicamentos e correlatos (6), bem
como em M¢étodos de preparacao de produtos estéreis (7),
foram realizadas revisdo completa com reorganizagdo e
ampliac@o de textos para medicamentos e correlatos.

Novos exemplos de ensaios foram inseridos e, aqueles
constantes da quarta edigdo da Farmacopeia Brasileira
foram revisados em Procedimentos estatisticos aplicaveis
aos ensaios bioldgicos (8).

Trés novos capitulos foram incluidos: Equivaléncia
Farmacéutica e Bioequivaléncia (10); Agua para uso
farmacéutico (11) e Substancias quimicas de referéncia
(12). A inclusdo de novos capitulos foi iniciativa dos
referidos Comités e traz a luz informag¢des de literatura
aliada as experiéncias profissionais de seus respectivos
membros. O capitulo de Substancias corantes (13) foi
revisto ¢ ampliado.

Trabalho especial foi a consolidagdo do capitulo de
Reagentes (14). Nesse capitulo foram congregados todos
os indicadores, solu¢des indicadoras, reagentes, solucdes
reagentes, solugdes volumétricas e tampdes descritos nas
monografias do volume 2 da FB 5. Com isso, eliminou-se
a descricdo do reagente na propria monografia dando uma
leitura mais dindmica por meio da utilizagdo do capitulo
especifico. Sdo descritos, atualmente, mil e cinquenta e um
titulos que representam um acréscimo acima de cem por
cento em relagdo a edi¢do anterior.

Todos os anexos foram revisados e foi incluido o Anexo C,
que trata de solventes comumente empregados em analises
cromatograficas.

Nao podemos ter a ingenuidade de pensar uma farmacopeia
sem equivocos. Apesar de todos os textos terem sido
submetidos a consulta publica ¢ a uma revisdo criteriosa,
caso ainda tenha sido incluida alguma informagdo
inadequada, que possa levar dificuldade a compreensdo
final, havera na Coordenag¢do da Farmacopeia Brasileira
um procedimento para sanar a divida e providenciar a
substitui¢do, se for o caso, com rapidez. Novos textos ou
corregoes estardo disponibilizadas no meio eletronico da
farmacopeia, novidade da presente edigéo.

Nao estariamos entregando a FB 5 ndo fosse a dedicacdo
extrema de todos os membros da CFB, dos CTT, da
COFAR e de todos os colaboradores. Sem o conhecimento
técnico-cientifico dessas pessoas e sem a condugdo firme
da Diretora Maria Cecilia Brito Martins, nosso caminho
teria sido ainda mais tortuoso.

Apesar de insistir nos agradecimentos, entendemos que
essas pessoas, por se identificarem com os problemas
sanitarios do Pais, participaram de todo esse processo
imbuidos em um espirito civico ja que sdo, em sua maioria,
voluntarios.

Reiteramos que todo o processo que culminou com a
publicagdo da FB 5 se perderd se ndo for implementada
uma real politica de Estado que nos garanta a continuidade
dos trabalhos da Comissdo da Farmacopeia Brasileira e dos
CTT responséveis pelos demais produtos: Farmacopeia
Homeopatica, Formulario Nacional, Denominagdes
Comuns Brasileiras, Substancias Quimicas de Referéncia
e Formulario Fitoterapico.

Gerson Antonio Pianetti
Presidente da CFB
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PREFACIO DA PHARMACOPEIA DOS ESTADOS
UNIDOS DO BRASIL, 1* EDICAO

Até a data da independéncia do Brasil - 7 de Setembro
de 1822 - vigorou como codigo pharmaceutico official
a “Pharmacopéa Geral para o Reino e dominios de
Portugal”, de autoria do Dr. Francisco Tavares, professor
da Universidade de Coimbra, e publicada em 1794 por
ordem da rainha fidelissima D. Maria I.

D’essa data em diante, apezar de nossa emancipagdo
politica, continuou a ser adoptada ndo s6 a mesma
pharmacopeia, como também o “Codex medicamentarius”
francez, apds 1837.

O Regulamento da Junta de Hygiene Publica, mandado
executar pelo Decreto n. 828, de 29 de Setembro de 1851,
sem determinar explicitamente qual a pharmacopeia que
deveria ser seguida, estabeleceu uma lista dos livros que
as pharmacias teriam que possuir ¢ que sdo 0s seguintes:
“Codex francez, Conspecto das pharmacopeias, por
Jourdan; Materia medica, formulario de Bouchardat;
Pharmacopeia Geral; Pharmacopeia de Foy; Codigo
Pharmaceutico e Pharmacographia do Agostinho Albano
da Silveira Pinto (ultima edi¢@o)”.

A primeira mengdo legal estabelecendo obrigatoriamente
o0 Codex francez como pharmacopeia official do Brasil
¢ a que consta do artigo 58 do Regulamento que baixou
com o Decreto n. 8.387, de 19 de Janeiro de 1882, cujo
thedr ¢ o seguinte: “para, a preparagdo dos, remédios
officinaes seguir-se-4 a pharmacopeia franceza, até que
esteja composta uma pharmacopeia brasiliense, para o
que nomeara o Governo uma Commissdo de pessoas
competentes. Depois de publicada por autorizacdo do
Governo a pharmacopeia brasiliense, os pharmaceuticos
terdo os preparados segundo as formulas d’esta
pharmacopeia, o que ndo inhibird de tel-os segundo as
formulas de outras para satisfazerem as prescrip¢cdes dos
facultativos, os quaes podem receitar como entenderem”.

Redigido, porém, para um paiz em tudo tdo differente
do nosso, como ¢ a Franga, o “Codex medicamentarius
gallicus” ndo poderia satisfazer as nossas necessidades, o
que todos eram accordes em proclamar, sem que 0S nossos
dirigentes, sempre surdos e indifferentes aos appellos da
classe pharmaceutica, tomassem qualquer iniciativa para
dotar o Brasil de um codigo pharmaceutico.

Em vista de tal descaso do poder publico as associagdes
pharmaceuticas e medicas procuraram por mais de uma
vez levar avante a organizacdo da nossa pharmacopeia,
tendo, porém, fracassado todas as tentativas por falta de
apoio official e devido a impecilhos de toda ordem.

O Brasil, porém, que sempre tem sabido hombrear com as
demais nagdes civilizadas em todos os ramos das sciencias,
das artes, etc., ndo podia continuar a ser regido, quanto ao
exercicio da Pharmacia, por um codigo estrangeiro, que,
embora optimo para o seu paiz, ndo satisfazia em absoluto
as nossas necessidades. Por isso, embora reconhecendo
o arrojo de tal iniciativa, resolvemos arcar com a ardua
tarefa e alta responsabilidade de redigir o nosso futuro
codigo pharmaceutico, fiados em que o nosso grande

amor & profissdo vencesse todos os obices, transpuzesse
todos os obstaculos. Apos mais de dois lustros de paciente
trabalho, tivemos a ventura de apresentar o nosso projecto
de Pharmacopeia Brasileira ao Exmo. Sr. Dr. Carlos
Chagas, entdo, director geral do Departamento Nacional
de Saude Publica, solicitando de S. Ex. a nomeagdo de uma
commissdo para julgal-o, a qual ficou assim constituida:
Professores Drs. Antonio Pacheco Ledo, Renato de Souza
Lopes e Artidonio Pamplona e Pharmaceuticos Alfredo da
Silva Moreira, Malhado Filho e Isaac Werneck, da Silva
Santos.

Apos exame minucioso da obra, essa commissdo resolveu
acceital-a, solicitando do Governo a sua officializacdo
como Codigo nacional pharmaceutico, com a suppressao,
porém, dos artigos seguintes, por dia considerados de
uso assas restricto para serem officializados: Abacaxi -
Acetato basico de cobre - Acetylarsanilato de sodio - Acido
chrysophanico -. Acido dipropylobarbiturico - Acido
iodhydrico diluido - Agarico do carvalho- Agua de Carlsbad
artificial - Agua imperial - Alcoolatura vulneraria - Aloe
liquefeito - Amylo de arroz - Apocyno - Apozemas amargo,
de cusso, de romeira, de semen-contra, estomachico,
purgativo e sudorifico - Brométo de estroncio - Brométo
de lithio - Canna fistula - Carbonato de estroncio - Cardo
santo - Carvalho -. Cataplasma de farinha de mandioca
- Cataplasma de fecula de batata - Caustico de Vienna -
Cerato de espermacete — Cerato de moscada - Cereja preta
- Cereja vermelha — Chloralformamida - Chloréto de ouro e
de sodio - Chloro-amidéto de .mercurio - Citrato de cafeina
effervescente - Citrato de ferro e quinina - Clyster de
amylo - Clyster de camomilla - Clyster laxativo - Collodio
cantharidado - Collodio iodoformado - Conserva de canna
fistula - Coto - Electuarios de caroba composto, de copaiba
composto e de senna - Elixir adjuvante - Elixir de anis -
Elixir de antipyrina - Elixir de bucco - Elixir de genciana
— Elixir de phosphato ferrico - Elixir de sucupira - Elixir
dentifricio - Emplastro de sabdo canforado - Emplastro
de sabdo salicylado - Emplastro oxycrocco - Emulsio de
essencia de terebinthina - Espirito de zimbro composto
- Essencia de pimenta - Estaphisagria - Ethylocarbonato
de diquinina - Ethylosalicylato de quinina - Extracto de
bistorta - Extracto de cardo santo - Extracto de centaurea
menor - Extracto de cicuta - Extracto de cimicifuga -
Extracto de doce-amarga - Extracto fluido de angelica -
Extracto fluido de calamo aromatico - Extracto fluido de
cannela da China - Extracto fluido de cardo santo — Extracto
fluido de carvalho - Extracto fluido de coto - Extracto
fluido de estaphisagria - Extracto fluido de mercurial -
Mellito de mercurial - Mercurial — Methylenocitrato de
hexamethylenotetramina - Mostarda branca - Nitrato neutro
de bismutho - Paratoluolsulfonodichloramida - Pastilhas
de balsamo de Tolu - de bicarbonato de sodio, de borato de
sodio, de carvdo, de chlorato de potassio, de chlorhydrato
de cocaina, do codeina, de enxofre, de horteld-pimenta, de
ipecacuanha, de ipecacuanha opiadas, de kermes, de kermes
opiadas, de phenolphtaleina, de santonina, de santonina
compostas e do tannino - Pediluvio sinapizado - Phosphato
de sodio effervescente - Pds de apocyno, de doce-amarga e
de quebracho - Polpa de canna fistula purificada - Pomada
do chloroamidéto de mercurio - Pomada de tannino - Purga
de cayapo - Quebracho - Sal de Carlsbad artificial - Soluto
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de acetotartarato de aluminio, de creosoto, de cresol, de
phosphato de so6dio composto e de sulfato basico de ferro
- Succo de abacaxi - Succo de cereja - Tintura de coto -
Valerianato de zinco - Vinho aromatico - Vinho de cacau
- Vinho de ipecacuanha - Xarope de abacaxi, de acido
iodhydrico, do cereja, de cipd azougue, de doce-amarga,
de espelina, de gengibre, do manaca, do mangerona, de
muirapuama e de poejo.

PREFACIO DA FARMACOPEIA DOS ESTADOS
UNIDOS DO BRASIL, 2¢ EDICAO

Ja se haviam decorrido trinta anos que estava em vigor a
primeira edigdo da Farmacopeia BRASILEIRA, editada
que fora em 1929. Nesse largo lapso de tempo, tornara-se o
Codigo Farmacéutico Brasileiro antiquado e desatualizado,
em face do imenso progresso que alcangaram as ciéncias
médicas e farmacéuticas, em todo o mundo.

Releve-se, também, que desde 1.950 achava-se a obra
inteiramente esgotada, criando, assim, sérias dificuldades as
novas Farmacias e Laboratorios Industriais Farmacéuticos,
que legalmente ndo podem funcionar sem a presenca désse
Codigo Oficial. Conseqiientemente, de todas as localidades
do Pais eram enviadas aos poderes publicos constantes
adverténcias salientando a necessidade de ser elaborada
uma nova edi¢do, o que mais se avolumou durante os nove
anos de seu total esgotamento.

Eram estas fortes razdes para que fosse ativada a elaboragéo
de uma segunda edig@o. Entretanto, dificuldades de toda
a ordem foram aparecendo, impedindo que fosse levado
a térmo, mais depressa, tdo almejada obra, a despeito
do empenho ¢ da boa vontade das nossas autoridades
sanitarias.

E que se impunha uma completa revisdo e atualizagio de
todo o contetdo da primeira edig¢@o, e essa tarefa era, sem
davida, das mais dificeis e delicadas, maxime num Pais
de larga extensdo territorial, como ¢ o Brasil, quando se
faz mister uma colaboragdo ou contribuicdo de carater
nacional, como ¢ exigido no caso.

Pouco tempo depois da publicagdo da Farmacopeia e de
seu uso nos laboratorios farmacéuticos, comegaram a
surgir criticas, observagdes, as quais foram sendo coligidas
e coordenadas pela ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
FARMACEUTICOS, sediada na Capital da Republica,
de vez que ndo existia, ainda, Comissdo Oficial para o seu
estudo e revisao.

Em O HISTORICO DA Farmacopeia BRASILEIRA,
inserto na presente edigdo, se encontra noticia detalhada
das atividades desenvolvidas para a completa revisdo e
atualizagdo desta segunda edi¢do do Codigo Farmacéutico
Brasileiro. Acrescente-se que uma Comissdo paritaria,
constituida de membros da Capital da Republica e de
Sdo Paulo, teve a seu cargo a revisdo final da obra em
impressdo, com poderes para dirimir davidas e falhas
verificadas, bem como o de dar necessaria uniformizagao a
linguagem farmacopéica adotada pela Comissdo Revisora
Oficial.

Na elaboragio da presente edigdo, a COMISSAO DE
REVISAO DA Farmacopeia seguiu, em principio,
a mesma orientagdo adotada pela Farmacopeia
NORTE AMERICANA e, em parte, a da Farmacopeia
INTERNACIONAL, no que diz respeito a distribuigdo
da matéria e estudo das monografias; no tocante a ultima
Farmacopeia, levou em conta que foi o Brasil um dos
primeiros paises, que adotaram aquéle Codigo de carater
internacional.

As monografias que constam da primeira edicdo e que
vao continuar na segunda sofreram uma completa reviséo,
de modo a serem atualizadas, quanto aos processos de
ensaio, de doseamento e outros requisitos, a fim de bem
corresponderem as exigéncias da técnica moderna.

Foi mantida a nomenclatura dos medicamentos em
portugués, na ordem alfabética, como na edi¢do anterior,
bem como os sindénimos e corrigida a nomenclatura oficial
em latim.

Para os produtos patenteados ou registrados, foram adotados
os nomes pelos quais sdo conhecidos, assinalando-se com
classico asterisco (*).

Na 1* Edi¢do da Farmacopeia Brasileira, embora nao
houvesse o Brasil assinado os Protocolos de Bruxelas
de 1.906 e 1.929, relativos a Unificagdo da Férmula
dos Medicamentos Herdicos foram acolhidas na quase
totalidade as prescrigdes néles contidas, conforme se
pode verificar nos quadros comparativos incluidos na
Farmacopeia.

Pelo novo Protocolo de 20 de Maio de 1.952 foram
derrogados os anteriores, sendo adotadas em substituig¢do as
prescrigdes correspondentes da Farmacopeia Internacional,
da Organizag¢ao Mundial de Satide. Acolhida com aplausos
no Brasil a Farmacopeia Internacional, como bem traduziu
sua delegacgdo ao 2° Congresso Pan-Americano de Farmacia
¢ Bioquimica, realizado no Peru em 1951, a 2* edi¢do da
Farmacopeia Brasileira atendeu tanto quanto possivel as
referidas prescricdes.

A Comissao de Revisdo, apos meticuloso estudo, deliberou
que um grande numero de drogas e preparagdes galénicas
oficinais diversas, presentemente de pouco emprégo,
fossem suprimidas da 2* edi¢do, sendo incluidas, em
grande parte, no Formuldrio Nacional, a ser em breve
tempo publicado, como complemento da Farmacopeia.

A Comissao, tendo em vista a nulidade de agao terapéutica
de muitas drogas e medicamentos, bem como o completo
desuso atualmente de numerosos outros, deliberou, apds
longos interrogatorios a todos os membros da Comissao
Oficial e das Sub-Comissdes Estaduais, a exclusdo de
monografias cuja relagdo vai mais adiante.

Tomando em considerag@o o grande progresso atingido nas
trés ultimas décadas no campo da Medicina e da Farmacia,
foram incluidas na presente edi¢o numerosas monografias
de valiosos medicamentos, que presentemente dominam
a terapéutica moderna tais como: anti-bidticos, sulfas,
horménios, vitaminas, barbitaricos, etc., conforme a
relacdo que se vera mais adiante.
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Por fim vai transcrita a completa relagdo de tddas as
personalidades, que, com tanto empenho e devotamento,
deram sua valiosa colaboragdo, para que a nova edigdo
se tornasse brilhante realidade. Neste ponto, seria injusto
se nio fosse destacada especialmente a COMISSAO
DE PADRONIZACAO FARMACEUTICA DE SAO
PAULO que, patrioticamente, deu preciosa e constante
contribui¢do, empregando o maximo de seu esfor¢o para
que a nova edi¢@o chegasse a seu término, nos moldes das
mais adiantadas Farmacopeias do Mundo.

A Comissdo de Revisdo da Farmacopeia sentir-se-a
recompensada pelo grande esfor¢co despendido, se a nova
edigdo puder corresponder, como ¢é de esperar, a sua elevada
finalidade pratica, que ¢ a perfeita selecdo das matérias
primas de emprégo medicinal e sua padronizacdo, condi¢ao
precipua da atividade e eficiéncia dos medicamentos,
prestando destarte, a saude publica do Pais, relevante
Servigo.

Rio de Janeiro, 22 de fevereiro de 1959

Luis Salgado Lima Filho
Presidente da Comissdo de Revisdo da Farmacopeia

APRESENTACAO DA FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 3* EDICAO

No contexto dos numerosos eventos que véem assinalando
a execugdo dos Planos Nacionais de Desenvolvimento,
como marcos histéricos no crescimento global do pais,
ndo poderia estar ausente o setor Saude e, dentre as
suas realizagdes basicas, o langamento da Farmacopeia
Brasileira, em edicéo revista e atualizada, para os tempos
de hoje.

Dai a tomada de algumas providéncias ndo frutificadas,
a partir de 1962, que s6 se corporificaram e vieram a ter
culminancia na atual gestdo do Ministro Paulo Almeida
Machado, mediante nova iniciativa, concretizada através da
Secretaria Nacional de Satide e do seu orgdo especifico, o
Servigo Nacional de Fiscalizagdo da Medicina e Farmaécia.

Designou o Sr. Ministro a nova Comissao de Revisao da
Farmacopeia, mediante a Portaria 276/75, colegiado esse
que cumpriu a sua missdo, em prazo satisfatorio, havendo
contado com a valiosa cooperagao do Conselho Federal de
Farmacia.

Aprovando esta 3% edigdo da Farmacopeia, com a expedigéo
do Decreto 78.840/76, referendado pelo Ministro da
Saude, o Exmo. Sr. Presidente da Republica contemplou
0 Ministério da Satide e a classe médica e farmacéutica
do pais, com mais esse importante instrumento farmaco
técnico e normativo de grande alcance, na sequéncia
de outras medidas de operacionalizagdo que vém sendo
implantadas nesse destacado Setor da vida nacional.

Ao submeter os originais desta 3* edicdo a aprovacdo do
Presidente Ernesto Geisel, o Ministro ndo s6 a obteve, como
pdde, e era de seu empenho, comemorar o cinquentenario

da 1? edigdo, langada, exatamente, no dia 25 de novembro
de 1927, dia e més coincidentes com os desta publicagao.

A revisdo realizada sobre a edigdo anterior foi laboriosa e
minuciosa, de molde a que pudessem os meios interessados,
contar com um instrumento de normas e consultas da
maior credibilidade e seguranga, o que se evidenciara ao se
examinarem as grandes modificagdes acrescidas no texto atual.

Considerou-se, e muito, que a experiéncia internacional
ganhou mais fortes convicgdes de que os farmacos
utilizados, e os meios de sua identificacdo e controle, cada
vez mais se generalizam. Conquanto legitimo fortalecer-
se os fundamentos dos valores terapéuticos regionalizados,
sobressai, por evidente a uniformizacdo dos controles.
A parte os recursos terapéuticos advindos da flora - com
representatividade cada vez menor - a responder pelas
distingdes locais, crescem os quimioterapicos, no volume e
na qualidade, favorecendo a uniformizacdo dos métodos de
identificacdo e controle. Decorreram dai as Farmacopeias
Européias e Internacional, esta ultima ganhando estatura
de parametro a respeitar e acolher.

Nao foi outro o roteiro da Comissdo. No quanto foi
possivel, prevaleceram as normas da Organizagdo Mundial
da Saude. Assim, a nomenclatura latina precedendo a
nacional, o nome quimico e a formula molecular, e mesmo
os métodos gerais de analises.

Nao se perdeu de vista os recursos laboratoriais dentro
da realidade nacional Por isso mesmo, e quando possivel
e necessario, adotaram-se métodos diversos, simples
e sofisticados, para um mesmo exame. Por outro lado,
tendo presente como necessidade incontornavel a
precisa identificagdo dos agentes terapéuticas constantes
dos fitofdirmacos, s6 foram incluidos na Farmacopeia
aqueles para os quais ja dispomos de métodos eficazes de
identificacdo e doseamento. Edi¢cdes subseqiiéntes sob a
forma de Suplementos, e o proprio Formuladrio Nacional
- que certamente se editard - virdo preencher lacunas
existentes.

A vasta listagem de novos agentes terapéuticas obriga,
necessariamente, ajuizar sua efetiva necessidade a nivel
nacional.

A industria farmacéutica foi convidada a se manifestar,
oferecendo subsidios por via das entidades representativas,
contribui¢do essa que mereceu judiciosa triagem da
Comissao.

Acresce, ainda, que a par dessa relagdo e dos subsidios,
tomou-se por legitimo, também, um levantamento dos
medicamentos de maior representatividade no receituario
€ consumo nacionais.

Tem-se, pois, que esse elenco e, mais, as monografias
revistas, remanescentes da 2* edi¢do, constituem, no
todo, o acervo monografico da 3" edi¢do da Farmacopeia
Brasileira.

Por certo restardo outras monografias a acrescentar,
tanto como algumas existentes, ou persistentes, talvez
possam estar suscetiveis de supressdo. Esta evidéncia so
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fala em favor da propria Farmacopeia, dindmica como a
terapéutica, e pendente de atualizagdes mais frequentes,
como soe ser a propria Farmacologia.

Tendo em conta que a 2* edi¢do da Farmacopeia
Brasileira encontra-se esgotada, e que muitas monografias
constantes da mesma, ndo revistas, representam ainda
fonte bibliografica de mérito e com forga legal, decidiu a
Comissdo que o 1° Suplemento da 3* edicdo representara,
no todo e exclusivamente, o constante daquele acervo, a se
publicar em sequéncia imediata a desta nova edigdo.

Criticas, corregdes e reparos, que se espera, todos serdo
compreensivelmente aceitos. E roga-se, desde agora,
que sejam feitos de modo claro e objetivo, para maior
facilidade das edigdes que se sucederdo. Todos eles,
quando construtivos, representardo valioso subsidio para
o aprimoramento da Farmacopeia Brasileira, tanto quanto
este trabalho pretende ser, no confronto natural com a
edicdo anterior.

PREFACIO DA FARMACOPEIA BRASILEIRA,
4* EDICAO

Dando cumprimento as disposi¢des do Decreto Federal
n® 78.840, de 25/11/1976, a nova edi¢do da Farmacopeia
Brasileira vem ao encontro dos desejos da comunidade
técnico-cientifica brasileira, manifestamente interessada
na revisao da edigao anterior.

A Comissdo Permanente de Revisdo da Farmacopeia
Brasileira, constituida pela Portaria n° 151/82 do Exmo.
Ministro da Satde, s6 pdde realizar seu trabalho gracas
ao apoio decisivo da Secretaria Nacional de Vigilancia
Sanitaria - SNVS - do Ministério da Satide. Acordos
e convénios celebrados entre a SNVS, a Central de
Medicamentos - CEME - do Ministério da Previdéncia
e Assisténcia Social - MPAS - e o Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico - CNPq
-, asseguraram a Comissdo recursos financeiros
indispensaveis, incluindo bolsas de estudos para execugio
dos trabalhos.

A elaboracdo das monografias foi confiada a profissionais
com efetiva experiéncia no assunto; estas monografias
foram revisadas por outros profissionais do mesmo campo
de atividade. Apesar disto, eventuais imperfeigdes, erros ou
omissdes sdo de responsabilidade exclusiva da Comissdo
Permanente de Revisdo da Farmacopeia Brasileira, a quem
coube a aprovacdo do texto final.

A 4* Edigdo da Farmacopeia Brasileira marca o inicio de
novaera. Trata-se de edigdo na qual se adotanovo sistema de

apresentagdo. O rapido avango da tecnologia e a crescente
complexidade das substincias medicinais determinam a
necessidade de frequentes revisdes da Farmacopeia. Para
facilitar estas revisdes e possibilitar introdugdo de novas
monografias e métodos de analise necessarios, a Comissao
adotou esta nova forma de apresentagao.

O presente volume constitui a Parte I da Farmacopeia e
compreende as generalidades, ¢ os métodos gerais de
analise. A Parte Il sera constituida de monografias de
matérias-primas e especialidades farmacéuticas, publicadas
em fasciculos. Um indice indicara o titulo das monografias,
seus nimeros de referéncia e a data para sua entrada em
vigor.

A Farmacopeia Brasileira em sua 4* edi¢do tem vigéncia
em todo o Territorio Nacional. A nomenclatura, os métodos
de identificacdo e andlise e todos os demais dados nela
contidos prevalecem sobre quaisquer outros assinalados
em codigos farmacéuticos diversos. Nos casos omissos,
podem ser utilizados a Farmacopeia Internacional, a
Farmacopeia Européia e outros codigos farmacéuticos em
suas ultimas edi¢oes.*

As monografias da Farmacopeia Brasileira 4* edigdo
estabelecem parametros que o produto devera satisfazer
a qualquer tempo durante seu periodo de uso e ndo para
serem interpretados somente como especificagdes para
liberacdo por parte do fabricante.

A ndo inclusdo de um fdrmaco ou adjuvante de fabricacdo
na 4 edi¢do da Farmacopeia Brasileira ndo dispensa estas
substancias de andlise segundo outros cddigos oficiais; assim
como a presen¢a de impureza nao descrita especificamente
na Farmacopeia ndo significa que a substancia pode ser
usada pelo simples fato de a Farmacopeia ndo a especificar.
Nestes casos, a decisdo deve ser tomada com base no bom
senso técnico e nas boas praticas de fabricacao.

I3

A Farmacopeia é obra para profissionais devidamente
qualificados e treinados. Por este motivo, ndo fornece
explicagdes didaticas, apresentando as monografias com
redagdo clara, sucinta ¢ desprovidas de mintcias julgadas
desnecessarias pela Comissao.

A Comissdo Permanente de Revisdo da Farmacopeia
Brasileira torna publicos seus agradecimentos a todos
aqueles que colaboraram no preparo desta edi¢do e, em
especial, ao Conselho Federal de Farmacia pelo apoio que
possibilitou a publicagdo oficial da F. Bras. I'V.

* Normas Nacionais extrafarmacopéicas deverdo obter
previamente aprovacdo da Comissdo Permanente de
Revisdo da Farmacopeia Brasileira do Conselho Nacional
de Satde.
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2 HISTORICO

BREVE ATUALIZACAO HISTORICA DA
FARMACOPEIA BRASILEIRA, 5* EDICAO

A quase centenaria Farmacopeia Brasileira ilustra um
ciclo de grande importancia para o pais. Partindo de sua
primeira edigdo, fruto de laborioso trabalho de um unico
farmacéutico, atravessou oito décadas buscando seu
espaco, de fato e de direito, como instrumento fundamental
de apoio as politicas nacionais de saude emanadas de
governos com projetos sérios de protecdo ao cidaddo
brasileiro.

Tivessem sido respeitadas as determinagdes dos decretos
e resolucdes que indicavam revisdo a cada quinquénio
estar-se-ia publicando a sua décima sétima edi¢do o que
infelizmente ndo esta ocorrendo, certamente por problemas
ocorridos mas sem nenhum demérito ao passado, visto que
0 nosso objetivo ¢ sempre olhar para frente.

Inicia-se o século XX, as boticas sdo os principais locais
da pratica sanitaria e o pais experimenta a convivéncia com
a sua jovem republica. Rodolpho Albino Dias da Silva se
entrega a um trabalho herctileo de repassar para um livro
toda uma vida de pesquisa sobre as drogas vegetais e
animais, descri¢ao de produtos quimicos e de preparacdes
oficinais. Nasce, assim, a primeira edi¢ao da Farmacopeia
Brasileira, oficializada pelo governo federal por meio do
decreto N° 17.509 de quatro de novembro de 1926, porém
obrigatoria a partir de quinze de agosto de 1929.

Uma grande guerra assola o planeta nos anos quarenta e
em seguida uma grande mudanga mundial se faz sentir em
todos os paises desenvolvidos ou em desenvolvimento, e
a nossa primeira edigdo ja ndo mais cumpre o seu papel.
As boticas sdo substituidas, gradativamente, por farmacias
que ndo mais realizam a arte da manipula¢ao magistral ¢ é
decretado o inicio de um fim do enorme servigo prestado
pelo profissional de farméacia a populagao. O pais ¢ invadido
por inddstrias multinacionais que, aos poucos, conseguem
eliminar todas as pequenas empresas brasileiras do ramo.

Paralelamente, tem-se inicio ao acesso de medicamentos
modernos que exigem controle de qualidade diferenciado
devido a producdo em grande escala e a quantidade de
farmacos sintetizados e originarios de diversas fontes.
A Farmacopeia ndo escapou do movimento modernista
impresso pelo Presidente Juscelino Kubitschek que, em
1959 assina o Decreto N° 45.502 aprovando a segunda
edi¢do da Farmacopeia Brasileira.

Ja em outra realidade, aquela edicdo se apresenta voltada
para os insumos e especialidades farmacéuticas buscando
padrdes nacionais de qualidade dos bens de satide a serem
disponibilizados a sociedade. As formulagdes oficinais
foram, entdo, enviadas para uma publicagdo futura que
se pretendia publicar como Formuldrio Nacional o que
somente ocorreu nos anos oitenta.

A terceira edicdo da Farmacopeia Brasileira esperou
dezessete anos para ser publicada por meio do Decreto N°
78.840 de vinte e cinco de novembro de 1976 e reforga a
edi¢do anterior ampliando e modernizando o seu conteudo.

Da mesma forma que as anteriores, a quarta edigdo da
Farmacopeia Brasileira foi elaborada a partir de iniciativa
de abnegados profissionais da saude. Os trabalhos foram
iniciados 1982 com a criagdo da Comissdo de Revisdo da
Farmacopeia Brasileira (CPRFB) nomeada pelo Diretor da
Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitaria, Dr. Antonio
Carlos Zanini.

Somente em 1988 foi possivel o langamento da Parte I da
quarta edigdo, contendo métodos gerais, e deu-se inicio a
elaboragdo da Parte II contendo as monografias de firmacos
e especialidades. A entrega do primeiro fasciculo se deu
em 1996. A dedicagdo, persisténcia e incansavel trabalho
do Dr. Celso F. Bittencourt, entdo Presidente da CPRFB,
contribuiram para a criag@o ¢ manuten¢do da infraestrutura
necessaria ao desenvolvimento dos fasciculos da quarta
edigdo até a sua conclusdo reforcando as bases para o
prosseguimento dos trabalhos até o presente. A participagdo
do meio académico, por meio de universidades publicas,
foi e continua a ser, intensa e imprescindivel.

Com a criagdo da Anvisa, em 1999, a revisdo permanente
da Farmacopeia Brasileira passa a ser de responsabilidade
administrativa, técnica e cientifica da agéncia. O solido
apoio da Diretoria Colegiada, desde entdo, especialmente
por seu primeiro Diretor Presidente Dr. Gonzalo Vecina
Neto, levou a Comissdo Permanente de Revisio da
Farmacopeia Brasileira a atingir a maturidade de seus
trabalhos.

Foram construidas metodologias de trabalho baseadas
nas mais modernas ¢ atualizadas referéncias mundiais em
consonancia com publica¢des de codigos farmacéuticos
realizados por congéneres de farmacopeias internacionais
de grande respeitabilidade na esfera farmacéutica mundial.

Por meio de contratos e convénios conseguiu-se financiar
estudos laboratoriais e pode-se, assim, serem langados os
fasciculos 2 (2000); 3 (2002); 4 (2003); 5 (2004) e 6 (2005)
esse ultimo ja na gestdo do Diretor-Presidente Dr. Dirceu
Raposo de Mello, completando assim, a quarta edi¢do da
Farmacopeia Brasileira.

Nesse interim foram ainda publicados, o fasciculo 1
da Farmacopeia Homeopatica Brasileira 2% edi¢do, e
o Formulario Nacional. Foram certificados 67 lotes
de substincias quimicas de referéncia da Farmacopeia
Brasileira e monitorados outros 58 lotes.

O fato de uma nova edigdo da Farmacopeia Brasileira,
ndo revogar edigdes anteriores sempre foi um entrave
para as ac¢des reguladoras de vigilancia sanitaria. Decidiu-
se, portanto, trabalhar a quinta edi¢do de forma a realizar
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um levantamento exaustivo de todos os textos publicados
nas quatro edigdes, avaliar necessidades de permanéncia,
de substituicdo de textos e procedimentos com ou sem
avaliagdo laboratorial, e de exclusio de monografias
obsoletas.

Dessa forma, a quinta edi¢do revoga todas as demais edi¢des
e pretende servir de nucleo central de edi¢cdes futuras
em um processo continuo de revisdo buscando sempre a
inser¢do em uma realidade internacional colocando-a em
destaque entre as melhores farmacopeias. Servira, também,
para nortear a proposta de uma farmacopeia conjunta
com paises do Continente sul americano. Atualmente a
Comissdo da Farmacopeia Brasileira possui assento como
observador das Farmacopeias Europeia e Internacional e
reconhecimento mituo com a Farmacopeia Argentina.

A Comissdo da Farmacopeia Brasileira e todos seus
comités possuem hoje fortes aliados dentro da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria com destaque especial
para a Dra. Maria Cecilia Martins Brito, incansavel
batalhadora para que se tornem realidade todas as agdes
propostas pelo colegiado da Comissdo ¢ dos Comités. Nao
nos tem faltado posicionamento favoravel, quer seja na
condugdo dos processos de aprovagao de projetos inerentes
as nossas atividades, bem como nas inimeras necessidades
logisticas para facilitagdo dos trabalhos da Comissdo e dos
Comités compostos por profissionais de alto nivel e que
exerciam a fungdo por meio do voluntariado.

Ter uma farmacopeia é uma questdo de seguranga nacional,
desenvolvimento técnico e cientifico, inser¢do em um
patamar de reconhecimento mundial e ndo estd mais na
esfera de simples politica de Governo e sim de Estado.
Este fato traz a CFB tranquilidade em saber que executa
um projeto de interesse nacional sem volta e com agenda
a ser cumprida dentro da politica sanitaria praticada pelo
orgdo regulador e pelo Ministério da Satde.

Nao se pode ser ingénuo em ndo se assumir que algumas
falhas nesta quinta edi¢do serdo rapidamente identificadas,
porém estd em fase de criagdo na Coordenagdo da
Farmacopeia Brasileira, estrutura que visa atender
rapidamente aos questionamentos dos usudrios fornecendo
respostas rapidas e objetivas que possam esclarecer duvidas
sobre os textos publicados. Pretende-se, ao final de 2011,
langar o primeiro suplemento trazendo as modificagdes,
correcgoes e inclusdes.

Faz-se necessario informar que todos os textos publicados
na quinta edigdo passaram por consulta publica para
acesso do cidaddo e livre manifestagdo, portanto ¢ uma
obra cuja construgdo foi coletiva com a participagdo dos
interessados no tema. Todas as manifestagdes externas
foram consideradas.

A histdria da nossa farmacopeia vem sendo contada, com
primor, pelos nossos decessores e contém dados muito
importantes para a compreensao de toda a sua evolugdo.
Optamos em reproduzi-los, com exce¢do do histérico
ndo contemplado na 1* edi¢do, sem nenhum retoque para
resguardar a autenticidade e fornecer ao leitor a impressao
de, também, estar participando dessa historia.

Como Presidente da Comissdao da Farmacopeia Brasileira
resta-nos o espaco para externar os sinceros agradecimentos
a todos que ajudaram a construir esta obra e ter a certeza
que continuaremos a trabalhar de forma parceira para
finalmente conseguirmos manter atualizada e moderna a
FARMACOPEIA BRASILEIRA.

Gerson Antonio Pianetti
Presidente da CFB

HISTORICO DA FARMACOPEIA BRASILEIRA,
22 EDICAO

A primeira mengdo legal estabelecendo obrigatoriamente o
Codex francés como Farmacopeia oficial do Brasil é a que
consta do Decreto n° 828 de 29 de setembro de 1.851, em
seu artigo 45, cujo teor é o seguinte:

vigorou como cddigo farmacéutico oficial a Farmacopeia
Geral para o Reino e Dominios de Portugal, de autoria
do Dr. Francisco Tavares, professor da Universidade de
Coimbra, publicada em 1.794 por ordem da Rainha D.
Maria I.

Dessa data em diante, apesar de nossa emancipagdo
politica, continuou a ser adotada a mesma Farmacopeia,
e ap6s 1.837 também o Codex Medicamentarius, francés.

“Para a composi¢do dos remédios oficinais seguir-se-a
a Farmacopeia Francesa, at¢é que se ache organizada
uma Farmacopeia Brasiliense, para o que o Govérno
nomeara urna Comissdo de pessoas competentes. Depois
de publicada a Farmacopeia Brasiliense, que o sera
por autorizagdo do Govérno, os Boticarios deverdo,
ter os remédios preparados segundo as formulas dessa
Farmacopeia, o que ndo inibe que os possam ter segundo
as formulas de outras Farmacopeias para satisfazerem as
prescrigdes dos facultativos, os quais podem receitar como
entenderem”.

No anexo ao Regulamento, contendo a “Tabela dos
medicamentos, vasilhames, instrumentos, utensilios e
livros, organizada para as boticas do Império”, veio a
lista dos livros que deviam as boticas possuir: - “Codigo
Francés; Conspecto das Farmacopeias, por Jourdan;
Matéria médica e Formul ario de Bouchardat; Farmacopeia
Geral; Farmacopeia de Foy; Codigo Farmacéutico e
Farmacografia de Agostinho Albano da Silveira Pinto
(Gltima edigdo0).”

O artigo 58 do Decreto n° 8.387, de 19 de janeiro de 1.882,
reproduziu as determinagdes do artigo 45 do Decreto n°
828 de 1.851; apenas houve a modificagdo de algumas
palavras e da lista de livros, de cuja ultima edigdo, o
farmacéutico devia sempre possuir um exemplar. Além
do Codex francés, eram exigidos mais os formularios
de Dorvault, Bouchardat. Fosagrives, Jeannel, Réveil,
Gallois, Chernoviz, Langaard, Farmacia pratica de
Deschamps (d’Avallon), Anudrio de Méhu, Guia pratico de
Le Page ¢ Patrouillaud, Tratado de Farmacia de Soubeiran,
Dicionario de alteragdes e falsificacdes de Chevalier e
Baudrimont, Vademecum de Ferrand.




Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo 15

Durante o longo periodo de 1.851 a 1.929 foi obrigatorio o
Codex francés, “para a confecg@o dos preparados oficinais,
até que estivesse organizado o Codigo Farmacéutico
Brasileiro”. Assim determinaram todos os regulamentos
sanitarios, entre €les os dos Decretos n° 169 de 1.890; n°
1.172, de 1.892; n° 1.647, de 1.894; n° 2.449, de 1.897,
cuja tabela de livros foi reduzida ao Codex francés e
aos Formularios de Dorvault, Bouchardat, Chernoviz e
Langaard; n°® 2.458 de 1.897; 5.156 de 1.904; 14.189 ¢
14.354, de 1.920 (D. N. S. P.); 15.003, de 1.921 e 16.300,
de 31-12-1923.

No entanto, o desejo de possuirem os farmacéuticos
brasileiros seu Cddigo Nacional foi manifestado em muitas
oportunidades pelos orgdos cientificos de classe. Varias
comissdes foram nomeadas para sua elaboragdo, sem
resultado.

Foram vaos os esfor¢os de Ezequiel Corréa dos Santos,
de Silva Costa, de Corréa Dutra, Oliveira Fausto, Almeida
Rego, Eugénio Marques de Hollanda, Eduardo Julio
Janvrot e outros.

Somente em 1.887, atendendo as solicitagdes dos centros
cientificos nacionais, o0 Govérno Imperial procurou resolver
o problema, instituindo uma comissdo, da qual faziam
parte, entre outros, Ezequiel Corréa dos Santos Filho,
Agostinho José de Souza Lima ¢ Marques de Hollanda.

Dessa comissao, porém, nada de pratico resultou, de sorte
que, passados dez anos, em 1.897, o Ministro do Interior
e Justica, Amaro Cavalcanti, nomeou outra comissdo com
a mesma finalidade e da qual faziam parte os professores
Agostinho de Souza Lima, César Diogo e Orlando Rangel.
Fracassou também a nova tentativa.

“O Brasil, porém, que sempre tem sabido ombrear com as
demais nagdes civilizadas em todos os ramos das ciéncias,
das artes, etc., ndo podia continuar a ser regido, quanto ao
exercicio da Farmacia, por um codigo estrangeiro, que,
embora O0timo para o seu pais, ndo satisfazia em absoluto
as novas necessidades”. “Por isso, embora reconhecendo
o arrdjo de tal iniciativa, resolvemos arcar com a ardua
tarefa e alta responsabilidade de redigir o nosso futuro
codigo farmacéutico, fiados em que o nosso grande amor
a profissdo vencesse todos os obices, transpusesse todos
os obstaculos.” (*) O Farmacéutico, na ocasido ainda de
nome pouco conhecido, Rodolpho Albino Dias da Silva,
em 1.924, ap6s mais de dez anos de paciente trabalho, pode
apresentar seu projeto de Farmacopeia Brasileira ao Dr.
Carlos Chagas, Diretor Geral do Departamento Nacional
de Saude Publica. Para julgar &sse trabalho, nomeou o
Dr. Chagas uma comissao, constituida pelos Professores
Doutores Anténio Pacheco Ledo, Renato de Souza Lopes
e Artidonio Pamplona, e Farmacéuticos Alfredo da Silva
Moreira, José Malhado Filho e Isaac Werneck da Silva
Santos.

Apds exame minucioso da obra, essa Comissdo resolveu
aceita-la, solicitando do Govérno a sua oficializa¢do, como
Codigo Nacional Farmacéutico, com a supressdo, porém,
de certos artigos por ela considerados de uso assaz restrito
para serem oficializados, os quais vém enumerados no
prefacio da primeira edicao.

Em 4 de novembro de 1.926, pelo Decreto n°® 17.509,
assinado pelo Presidente da Republica, Dr. Arthur da Silva
Bernardes, e pelo Ministro do Interior e Justiga, Dr. Affonso
Penna Junior, nos termos do artigo 252 do Decreto n.°
16.300, de 31 de dezembro de 1923, foi aprovada e adotada
como Cddigo Farmacéutico Brasileiro a Farmacopeia
Brasileira, elaborada pelo Farmacéutico Rodolpho Albino
Dias da Silva, com as emendas da comissdo revisora. O
Codigo entraria em vigor 60 dias depois da publicagdo da
primeira edi¢do oficial, ficando sua execucdo a cargo do
Departamento Nacional de Saude Publica, por intermédio
da Inspetoria de Fiscalizagdo do Exercicio da Medicina.
Executou a obra, mediante concorréncia publica, a
Companhia Editéra Nacional, de Sao Paulo, que terminou
sua publicacdo em 1.929. Ficou obrigatoria a Farmacopeia
a partir de 15 de agdsto de 1.929.

Afinal, tinha o Brasil sua Farmacopeia, obra de um
s6 homem, obra que era, no julgamento de eminentes
farmacologos do mundo, um dos mais adiantados e
atualizados codigos farmacéuticos do seu tempo.

Rodolpho Albino, natural do Estado do Rio de Janeiro,
nascido na cidade de Cantagalo, faleceu prematuramente
no Rio de Janeiro, aos 42 anos de idade, a 7 de outubro de
1931.

Todos os codigos farmacéuticos sdo revistos
periodicamente; ¢ assim, a fim de coligir, coordenar ¢
estudar sugestdes, de modo a proporcionar facilidades para
uma futura revisdo, em 1.932, por proposta feita em uma
das sessdes da Associacdo Brasileira de Farmacéuticos, foi
nomeada uma comissdo para tal fim, cabendo a presidéncia
ao Prof. Jodo Vicente de Souza Martins, que elaborou uni
regimento interno, criando varias sec¢des. Esta comissdo
trabalhou até 1.938, quando o presidente da Associagdo
Brasileira de Farmacéuticos, Prof. Virgilio Lucas, dirigiu
ao Ministro da Educagdo e Saude o pedido de nomeagdo
de uma comissdo oficial para proceder a revisdo do nosso
Cadigo, visto ja haver matéria bastante a estudar e deliberar.

Essa Comissdo, nomeada pela Portaria n® 1.21-A, de 23
de junho de 1.938, pelo Ministro Gustavo Capanema, foi
constituida pelos sete membros seguintes: Profs. Renato
Guimaraes de Souza Lopes, Oswaldo de Almeida Costa,
Virgilio Lucas e Abel Elias de Oliveira; Farms. Anténio
Caetano de Azevedo Coutinho e Oswaldo de Lazzarini
Peckolt e médico Sebastido Duarte de Barros. Pela portaria
n° 141, de 22 de abril de 1.939, foi a comissao acrescida de
mais dois membros, o Prof. Artidénio Pamplona e o Farm.
José Eduardo Alves Filho.

Essa Comissdo, a despeito das dificuldades encontradas,
realizou alguma coisa de util, propondo exclusdes de
drogas obsoletas e inclusdes de outras de maior interésse,
conforme o relatorio apresentado pelo Farm. Oswaldo
Peckolt ao Terceiro Congresso Brasileiro de Farmacia,
reunido em Belo Horizonte, de 14 a 21 de abril de 1.939.

O Decreto n° 810, de 1 de julho de 1.942, que aprovou
o Regimento do Servico Nacional de Fiscalizacdo da
Medicina, imprimindo nova fei¢do a ésse 6rgao, considerou
adstritas a0 mesmo, sob a presidéncia do respectivo
diretor, a Comissdo de Biofarmacia e a de Revisdo da
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Farmacopeia; passou entdo esta a ser constituida de um
professor da Faculdade Nacional de Farmacia ou de
outra a ela equiparada, um médico clinico, um biologista
lotado no Instituto Oswaldo Cruz, um quimico, um técnico
da industria farmacéutica e um farmacéutico lotado no
S.N.FM.F.

Em consequéncia, o Diretor Geral do Departamento
Nacional de Saude, pela Portaria n°® 136, de 11 de julho do
mesmo ano, designou para essas funcdes o Prof. Oswaldo de
Almeida Costa, o médico Dr. Sebastido Duarte de Barros, o
biologista Dr. Gilberto Guimaraes Vilela; o quimico Farm.
Oswaldo de Lazzarini Peckolt, o técnico Prof. Virgilio
Lucas e o Farm. assistente Antonio Caetano de Azevedo
Coutinho, funcionando na presidéncia o Diretor do Servico,
Dr. Roberval Cordeiro de Farias, e como Coordenador dos
trabalhos o Dr. Sebastido de Barros; posteriormente, o
Dr. Gilberto Vilela foi substituido, a pedido, pelo também
biologista Dr. Tito Arcoverde de Albuquerque Cavalcanti,
e o Farm. Caetano Coutinho, que se aposentara do Servico
Publico, teve como substituto o seu colega de reparticdo,
Farm. Fladvio Frota, que passou a exercer funcdes de
secretario, de acérdo com as disposicdes regimentares.

A nova Comissdo, com a experiéncia recolhida das
comissdes anteriores € com a da sua propria atividade,
publicou o Primeiro Suplemento da Farmacopeia, posto
em vigor pela Portaria n® 42, de 2 de margo de 1.943.

Prosseguiram os estudos, bem coordenados € com bom
rendimento, constituindo boa prova o aparecimento do
Segundo Suplemento e do Terceiro Suplemento, aprovados,
respectivamente, pelas Portarias n® 24, de 14 de abril de
1.945, e n° 39, de 13 de junho de 1.950.

Essas publicacdes se apresentaram assaz interessantes, sob
varios aspectos, entre €les a inclusdo de drogas nacionais
como sucedaneas de similares importadas, o registro de
novas féormulas ¢ a substitui¢do, em outras, de substancias
estrangeiras por nacionais, tudo isso sem comprometimento
das respectivas agdes terapéuticas.

O Regimento Interno baixado com o Decreto n® 21.339, de
20 de junho de 1.946, e modificado pelo Decreto n® 29.828,
de 30 de julho de 1.951, tendo por finalidade a organizagdo
e a competéncia dos diversos orgdos de satde publica, ndo
alterou substancialmente as disposi¢des que haviam sido
estabelecidas anteriormente, continuando a Comissdo a
funcionar regularmente.

APortarian® 147, de 6 de novembro de 1.951, aprovando as
Instrucdes sugeridas pelo Servigo Nacional de Fiscalizagdo
da Medicina, de acérdo com o Regimento citado, e
modificando a orientagdo até entdo seguida, determinou a
nomeagdo, para a Comissdo de Revisdo da Farmacopeia
e suas subcomissdes, de cientistas de todo o pais,
especializados nas matérias em estudo e incumbindo-a de
reeditar decenalmente a Farmacopeia; transformou ainda o
primitivo 6rgdo em Comissdo Executiva, coordenadora e
principal responsavel por todos os trabalhos.

Assim foram confirmados na qualidade de membros da
Comissdo Executiva os antigos componentes da Comissio
Revisora, ocorrendo posteriormente a substituigdo do

presidente, Dr. Roberval Cordeiro de Farias, pelo Dr.
Vasco Barcelost e depois pelo Dr. Benoni Laurindo Ribas,
que o haviam sucedido também na Diretoria do Servigo;
outrossim, nos impedimentos ocasionais dos respectivos
titulares, ocupou a presidéncia o Dr. Luiz Salgado Lima
Filho, que posteriormente passou a ser seu presidente
efetivo.

Foram entdo escolhidos os membros das subcomissdes
técnicas, recaindo a preferéncia em profissionais do
Rio ¢ dos Estados, farmacéuticos, médicos, quimicos e
professores, sendo depois aumentado o nimero, em virtude
de ulteriores designagdes.

As subcomissdes, em numero de 10, ficaram assim
organizadas: Inclusdes, Exclusdes e Posologia;
Farmacognosia; Quimica Organica; Quimica Inorganica;
Farmécia Galénica; Ensaios Bioldgicos, Hormonios e
Vitaminas; Soros, Vacinas, Antibidticos e Esterilizacao;
Generalidades,  Ensaios, Reagentes ¢  Tabelas;
Planejamento Geral; Redagdo; tendo como coordenadores,
respectivamente, o Dr. Sebastido de Barros, da primeira,
sétima, nona e décima; Prof. Oswaldo Costa, da segunda e
quarta; Farm. Oswaldo Peckolt, da terceira e oitava: Prof.
Virgilio Lucas, da quinta, e Dr. Tito Cavalcanti, da sexta.

Nessa mesma oportunidade foram criadas Comissoes
Regionais nos Estados do Parana, Minas Gerais, Rio
Grande do Sul e Séo Paulo.

Neste Estado os trabalhos tiveram grande impulso, por
ter sido na sua Capital instalada, para fins idénticos, uma
Comissdo de Padronizagdo Farmacéutica, por comum
acordo entre o Instituto Adolfo Lutz, a Universidade de
S. Paulo, a Fiscalizagdo do Exercicio Profissional e as
associagdes estaduais representativas da indistria e do
comércio da Farmacia, integrando-a as figuras de maior
evidéncia rios meios cientificos daquela unidade da
Federacao, presidindo-a e secretariando-a o Dr. Ariosto
Biiller Souto ¢ o Farm. Julio Sauerbronn de Toledo,
respectivamente.

Quando se reuniu, na cidade de Sao Paulo, o V Congresso
Brasileiro de Farmacia, conjuntamente com o I1I Congresso
Farmacéutico e Bioquimico Pan-Americano, de 1 a 8 de
dezembro de 1954, a contribuigdo paulista se concretizou
num ante-projeto da Farmacopeia, apresentado aquele
certdmen, sendo dados novos rumos aos trabalhos.

O Congresso, ratificando mog¢ao aprovada no III Congresso
Brasileiro de Farmacia, realizado em Belo-Horizonte de 14
a 21 de abril de 1.939, e o voto expresso no II Congresso
Farmacéutico e Bioquimico Pan-Americano, levado a
efeito em Lima de 1 a 8 de dezembro de 1.951, recomendou
a organizacdo de um Formulario Nacional, como unidade
complementar, do qual passariam a constar as drogas e os
medicamentos de emprégo usual que ndo constassem da
Farmacopeia.

Dos debates realizados resultou a deliberagdo de exame em
conjunto, pelas comissdes do Rio e de Sdo Paulo, de todo o
material de estudo até entdo reunido, de modo a possibilitar
o término da revisdo em curto prazo.
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Encerrado o V Congresso, foi organizada nova
subcomissdo técnica de Planejamento e Revisdo, assim
constituida: Antdnio Caetano de Azeredo Coutinho,
Flavio Frota, Militino Cesario Rosa, Oswaldo de Almeida
Costa, Oswaldo de Lazzarini Peckolt, Tito Arcoverde
de Albuquerque Cavalcanti, Virgilio Lucas e Sebastido
Duarte de Barros, do Rio; Ariosto Biiller Souto, Cendy de
Castro Guimaraes, Germinio Nazario, Henrique Tastaldi,
Hércules Vieira de Campos, Quintino Mingoja, Richard
Wasicky e Julio Sauerbronn de Toledo, de Sao Paulo,
exercendo as fung¢des de coordenador o Dr. Sebastido
Duarte de Barros e continuando na presidéncia o Dr. Benoni
Ribas. Méses depois, os Drs. Oswaldo de Almeida Costa
e Tito Arcoverde de Albuquerque Cavalcanti cederam
seus lugares aos Professores Jayme Pecegueiro Gomes
da Cruz e Raymundo Moniz de Aragédo, temporariamente
substituido pelo Almirante Vicente de Paulo Castilho.

Com a volta do Dr. Moniz de Aragdo coincidiu a inclusdo
no Orgao paritario de mais quatro elementos: o Prof. Carlos
Henrique R. Liberalli e o Farm. Vicente Ferreira Grecof,
de Sao Paulo, ¢ o Prof. Abel Elias de Oliveira € o Alm.
Farm. Vicente de Paulo Castilho, do Rio.

Por essa época, o Dr. Sebastilio de Barros, que continuou
a integrar o grupo do Rio, deixou o cargo de coordenador,
sendo sucedido pelo Farm. Oswaldo de Lazzarini Peckolt
e, por ultimo, pelo Farm. Flavio Frota.

Dos trabalhos desta subcomissdo, realizados no Rio e
em Sdo Paulo, resultou ser possivel apresentar, em 1°
de setembro de 1.955, ao Ministro da Saude, Dr. Aramis
Athayde, a 2* edigdo da Farmacopeia, nos seus originais,
sendo na mesma data assinado pelo Presidente da
Republica, Dr. Jodo Café Filho, o Decreto n® 37.843 de 1°
de setembro de 1.955 que a oficializou.

Através do Dr. Luiz Salgado Lima Filho, o Ministro da
Saude Mano Pinotti apresentou ao Presidente da Republica,
Dr. Juscelino Kubitschek, decreto com novas inclusoes
e modificacdes e que tornou obrigatéria a Farmacopeia
nas farmacias, laboratérios industriais farmacéuticos e
estabelecimentos congéneres. Este decreto tomou o n°
45.502 de 27 de fevereiro de 1959.

Aqui se encontram a codificagdo dos farmacos e formulas
de atualidade, a normalizacdo das técnicas empregadas
nas diversas praticas farmacéuticas, a padronizagdo dos
métodos, ensdios, reagentes e tabelas, necessarios ao
exercicio profissional.

Da primeira edicdo muito se aproveitou, tdo sabiamente
fora ela redigida; numerosas monografias dela retiradas
passardo a constar do Formulario Nacional, cuja feitura
ja se encontra em fase de conclusdo, esperando-se sua
publicagdo em curto prazo, como segundo volume do
Codigo Farmacéutico Brasileiro.

(*) Rodolpho Albino Dias da Silva - Farmacopeia dos
Estados Unidos do Brasil- Prefacio, pag. VIII, 1* edicdo,
1.929.

T Falecido.

HISTORICO DA FARMACOPEIA BRASILEIRA,
3* EDICAO

A importancia das farmacopeias - assim considerados
os codigos oficiais, ou oficialmente reconhecidos, onde
se estabelecem a identificacdo ¢ os padrdes de qualidade
das substancias empregadas em farmacologia - cresce na
propor¢do do desenvolvimento cultural da Farmacia e da
Medicina.

Consignada sua primeira existéncia no século III da nossa
Era, foi desde meados do século passado que as farmacopeias
ganharam nitidas caracteristicas de necessidade nacional,
corporificando o esfor¢co do ajustamento dos recursos de
identificacdo e controle das substincias terapéuticas a
natureza regional dos proprios farmacos, eis que, em sua
grande maioria, advinham da flora, usualmente nativa e
local, de 6rgdos animais, ¢ dos minerais admitidos como
proprios para fins terap€uticos.

Caudatario de Portugal na ciéncia e na técnica, nosso Pais
sujeitou-se, ao tempo da Colonia, a Farmacopeia Geral
para o Reino ¢ Dominios, de Portugal, editada em 1.794.

Com a Independéncia do Brasil, em 1.822, ocorreram
aberturas para outras influéncias culturais, e com facilidade
nosso Pais perfilou-se a orientagdo francesa, prevalecente
na época para o mundo ocidental. Tanto assim que, em
1.851, por Decreto, foi estabelecida a obrigatoriedade da
Farmacopeia Francesa como codigo oficial para o Brasil.

De 1.851 a 1.929 toda a legislagdo sanitaria brasileira
sustentou a mesma obrigatoriedade “para a confecgdo
dos preparados oficinais, até que estivesse organizado o
Codigo Farmacéutico Brasileiro”.

Quinze de agosto de 1.929 foi o marco dessa redeng@o,
porquanto a partir daquela data passou a vigorar a
Farmacopeia dos Estados Unidos do Brasil, em todo o
territorio nacional, conquista amplamente festejada, ainda
mais porque se exaltava também o grande responsavel pela
mesma, o extraordinario farmacéutico Rodolfo Albino
Dias da Silva, que “consumira doze anos inteiros, num
labor silencioso e beneditino, na composi¢do das paginas
iluminadas de saber que haveriam de se erigir em breviario
para os da sua grei, tdo harmonioso a ponto de se lhe
incluir como um dos melhores entre os coetaneos, embora
devido a competéncia de artifice tinico, feito dificil de ser
repetido”.

Quanto ao mais da historia dos cédigos farmacéuticos, a
2% edigdo da Farmacopeia Brasileira constitui repositorio
de mérito irrefutavel, até ao tempo daquela edi¢do, motivo
plausivel para ndo remontarmos detalhes ja conhecidos.

E proprio das Farmacopeias, por melhor que sejam
elaboradas, sua revisdo periodica, natural caracteristica
decorrente da evolucdo da Farmacologia.

Dai porque o Decreto Federal n® 45.502, de 27 de fevereiro
de 1959, ao aprovar a Segunda Edicdo da Farmacopeia
Brasileira, ja fixava sua revisdo a cada dez anos,
independente das edigdes intermediarias de Suplementos.
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Tanto assim que a 13 de Junho de 1962, mediante Portaria
n°® 82 do Departamento Nacional de Saude; uma primeira
comiss@o foi constituida para os trabalhos de revisdo,
para ela nomeados os Drs. Fernando Luz Filho, Lauro
Sollero, Maria Alzira Ferreira Nobrega, Laerte Manhées
de Andrade, Anésio Faria e Souza, Mario Victor de Assis
Pacheco, Nilson dos Reis Rodrigues, e Elza Magalhaes
Pécego como Secretaria. Os trabalhos dessa comissdo
ficaram adstritos a providéncias preliminares, dando azo
a que em 16.4.68, pela Portaria n® 28 do Departamento
Nacional de Saude, una nova comissao fosse constituida,
dela constando os Drs. Lucio Costa, Maria Alzira Ferreira
Nobrega, Lauro Sollero, Gobert de Aratjo Costa, Emilio
Diniz da Silva, Jodo Haikal Helou e Anibal da Rocha
Nogueira Junior, ¢ Josepha Paul como Secretaria, com
desenvolvimento de trabalho semelhante ao da comissdo
anterior.

A Portaria Ministerial n® 112 de 20 de marco de 1972
criou um grupo de trabalho, composto pelos Drs. Evaldo
de Oliveira, Moacir Nogueira, Caio Romero Cavalcante e
Ten. Cel. Farm. Ex. Julio Fernandes Silva, grupo este que
fixou algumas bases de trabalho, descontinuados em face
de razdes aleatorias e contingentes.

Finalmente, a 25 de junho de 1975, por for¢a da Portaria
Ministerial n°® 266, foi constituida uma nova Comissao
de Revisdo da Farmacopeia, dela participando os Drs.
Fernando Ayres da Cunha, Diretor do Servigo Nacional
de Fiscalizacdo da Medicina e Farméacia, e Presidente da
Comissio, [talo Suassuna, Maria Alzira Ferreira Nobrega,
Evaldo de Oliveira, José Aleixo Prates e Silva, Lauro
Sollero, Paulo Dias da Costa e, como Secretaria, Dora
Alves Gongalves Cruz.

Disposta, desde o inicio dos trabalhos, a concluir sua
miss@o em curto prazo, a Comissdo, reunida pela primeira
vez a 5 de agosto de 1975, decidiu promover reunides
semanais na sede do Servi¢o Nacional de Fiscalizac¢do da
Medicina e Farmdcia, Rio de Janeiro.

De principio, absteve-se de constituir sub-comissoes,
optando pela solicitagdo de colaboradores especiais para
os assuntos em que a propria Comissao se julgasse incapaz
ou insuficientemente segura para decidir.

Com esta orientagdo, as etapas foram superadas
paulatinamente, ¢ ganhando celeridade a medida em que a
problemas se delineavam mais claros.

Na impossibilidade material e técnica de resolver a todos
os problemas, a Comissdo valeu-se da experiéncia de
outras comissdes e Orgdos Técnicos, e de Farmacopeias,
notadamente no que respeitava as orientacdes da
Organizacdo Mundial da Satde. Aceitou, também,
oportunamente, o apoio do Conselho Federal de Farmacia
que, para uma colaboracdo mais integrada, montou todo
um dispositivo técnico de servico permanente, facilitando
sobremaneira as diversas etapas do trabalho. Desde a
reavaliacdo da listagem primitiva das monografias, visando
atualiza-las, ao exaustivo esforco de alcancar unidade
redacional e técnica as colaboragdes advindas de relatores
de todos os recantos do Pais, afora tradugdes.

E de muita pertinéncia ressaltar o significativo fato de
que a colaboragdo profissional para relatar: monografias
representou um movimento de sentido nacional, acorrendo
adesdes de todos os quadrantes do Pais.

Desse esfor¢o conjunto - Ministério da Saude (pelo
Servigo Nacional de Fiscalizagdo da Medicina e Farmacia),
Comissdo de Revisdo da Farmacopeia (pelo espirito
de equipe presente em todos os estagios de trabalho),
Conselho Federal de Farmacia (que favoreceu infra-
estrutura material ¢ humana para imprimir velocidade
ao trabalho) e relatores - foi possivel vencer o desafio
inicial de conquistar aprovagdo dos originais no evento do
cinquentenario da 1* edicdo da Farmacopeia Brasileira.

A fixacdo dessa data, sobre ser justa homenagem, passou
a configurar um prazo impossivel de ser prorrogado,
emprestando a todo o trabalho, por consequéncia, clima
favoravel e dindmico, exigente de objetividade.

Temos, ao final, que das 770 monografias constantes da
2% edigdo subsistiram 280, mediante revisdo de seu texto,
sendo que para tanto de muito valeram os reparos publicados
pelo Prof. Dr. Jodo Haikal Helou. Foram incorporados 205
novas monografias, naturalmente aquelas que representam
novos agentes terapéuticos, atendidas as normativas fixadas
pela Comissdo e ja referidas no Prefacio desta edicéo.

Admite-se que talvez coubessem outras monografias;
admite-se, por igual, que algumas ndo coubessem mais.
Mas serd preciso ter; presente que a Comissdo adotou
critérios proprios, sujeitos a realidade nosologica e a
terapéutica nacional. Estes critérios, e ndo as monografias
poderdo suscitar pertinéncias ou ndo. Naturalmente, a
Comissao ¢ Unica e exclusiva responsavel pelos mesmos,
sem compartilhar com outros os méritos ou deméritos de
sua orientagao.

De maxima relevancia, a ter-se em conta, ¢ o fato de,
consoante os termos do ato que aprovou a 3* edigdo, as
monografias anteriores, ndo expressamente canceladas
nesta Farmacopeia, subsistem com validade para todos os
efeitos legais.

Admite-se, finalmente, que ndo se ignora a tendéncia
universal de corporificar farmacopeia e formuldrio num
0 texto. Tentada desde logo a isso, a Comissdo, decidiu,
entretanto, optar por um trabalho parcelado, disposta a
elaborar, logo a seguir, o Formulario Nacional. Ainda
assim, esta segunda providéncia nada mais representara
sendo o desdobramento de um trabalho que se visa unificar
na etapa subsequente a elaboragdo do Formulario, e que se
pretende, efetivamente cumprir.

HISTORICO DA FARMACOPEIA BRASILEIRA,
4*EDICAO

“Sao de natureza efémera os livros desta ordem, destinados
a espelharem um dos lados da farmacologia, ciéncia que
vai percorrer atualmente a fase mais acelerada da sua
evolugdo”. SOUZA MARTINS, in Relatério de Introdugio
da 32 edigdo da Farmacopeia Portuguesa, 1876.
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O vocédbulo Farmacopeia provém da aglutinagdo de
dois termos gregos, a saber, ¢oppakov = medicamento
ou veneno, ¢ motol = fabricante e fabricacdo. As
Farmacopeias constituem codigos farmacéuticos oficiais
ou oficialmente adotados, nos quais se estabelecem a
identifica¢@o, os padroes de qualidade e os métodos de
analise dos farmacos em uso. Existentes desde o século
III, os primeiros compéndios eram de carater regional,
pois os farmacos de entdo eram provenientes de 6rgéos de
animais, de minerais e, sobretudo, da flora local e nativa.
Alguns chegaram a ser oficializados, embora em carater
regional, como, por exemplo, o formulario da Escola de
Salerno — Regimen Sanitatis, de 1066, adotado em 1240
por Frederico II, Rei das Duas Sicilias. As tentativas
empreendidas individualmente por diversos autores
no sentido de unificar a descri¢do e identificagdo dos
farmacos mais importantes datam do final do século XVII,
e do século XVIII. Entre outras obras, merecem citagao
a Pharmacopeia Internationalis de Lémery (1690), as
Farmacopeias de James (1747), de De Quincy (1758),
de Triller (1764) e, especialmente, a Pharmacopeia
Universalis, de Jourdan (1828), que compilava dados de
quase 50 Farmacopeias e compéndios diferentes. Nenhum
destes trabalhos, entretanto, possuia carater oficial.

As Farmacopeias nacionais, de carater oficial e adog@o
obrigatéria, comegam a surgir no final do século XVIII e
inicio do século XIX. Assim, foram publicadas as primeiras
edigdes das Farmacopeias, portuguesa (1794), holandesa
(1805), francesa (1818) e americana (1820).

O Brasil Colonia adotava a Pharmacopéia Geral para o
Reino e Dominios de Portugal, de 1794, cuja autoria ¢
atribuida a Francisco Tavares, professor da Universidade
de Coimbra.

Com a Independéncia, volta-se o Brasil a orientagdo
cultural francesa e, no campo da Farmacia, o Codex
Medicamentarius franc€s adquire forga legal. O
Regulamento da Junta de Higiene Publica, mandado
executar pelo Decreton® 828 de 29/09/1851, sem especificar
qual a Farmacopeia a ser cumprida, estabelece lista de
livros que as farmacias deveriam possuir, constando dela,
entre outros, a Farmacopeia Portuguesa de 1794, o Codex
Francés e o Codigo Farmacéutico Lusitano, da autoria de
Agostinho Albano da Silveira Pinto, cuja primeira edigo
foi publicada em 1835 e hoje considerada como a 2° edigdo
da Farmacopeia Portuguesa.

J& o Decreto n° 8.387 de 19/01/1882 estabelece
textualmente: “para a preparacdo dos remédios oficiais
seguir-se-a a Farmacopeia francesa, até que esteja

b

composta uma Farmacopeia brasileira...”, situacdo esta
que iria perdurar até 1926, quando o Decreto n° 17.509 de
04/11/1926 aprovou a primeira Farmacopeia Brasileira,
de autoria de Rodolpho Albino Dias da Silva, tornada
obrigatoria a partir de 15 de agosto de 1929.

Aprimeira edicdo da Farmacopeia Brasileira ombreava com
as Farmacopeias da época, dos paises mais desenvolvidos,
revelando-se notavel pela precisdo das monografias e,
sobretudo, pelo grande numero de inclusdes de farmacos
obtidos da flora brasileira, ndo existentes em nenhuma
outra Farmacopeia.

A constante evolucdo da farmacologia, a introdugdo de
novos farmacos na terapéutica, o surgimento de novos
métodos de analise, mais modernos e precisos, ¢ a
necessidade de especificagdes atualizadas para o controle
de matéria-prima e produtos farmacéuticos sdo fatores
fundamentais determinantes da obsolescéncia dos codigos
farmacéuticos e da necessidade de revisa-los e atualiza-
los periodicamente. O Decreto que aprovou a primeira
edi¢do da Farmacopeia Brasileira foi omisso quanto as
revisdes; assim, a segunda edi¢do veio a luz quase 30 anos
apOs a primeira e representou cinco anos de trabalho de
dez subcomissdes especializadas. A 2* edi¢do incorporou
as aquisigdes decorrentes da propria atualizacdo da
farmacologia. Nao conseguiu, contudo, ser mais rica e
precisa do que a primeira edigdo, fruto de um so autor.
O Decreto Federal n° 45.502 de 27/02/1959, ao aprovar
a 2* edicdo da Farmacopeia Brasileira, fixou sua revisao
a cada dez anos. Infelizmente, empecilhos diversos ndo
permitiram o cumprimento desse Decreto. Mais de 15 anos
decorreram, até que se cogitasse de uma nova edigao.

Assim ¢ que, em 25 de novembro de 1976, foi oficializada,
pelo Decreto n° 78.840, a terceira edi¢io da Farmacopeia
Brasileira. O mesmo Decreto fixou em cinco anos o prazo
para sua revisdo. Realizada em tempo determinado e muito
curto, tarefa possivel de levar a termo somente gragas ao
apoio do Conselho Federal de Farmacia, a obra despertou
sensiveis manifestagdes da comunidade técnico-cientifica,
a recomendarem rapida revisdo do seu texto, independente
do dispositivo legal.

Assim, a 4* edi¢do surge com algum atraso. Procurou-se,
nesta edigdo, sanar as deficiéncias da anterior. Procurou-se,
também, adotar métodos modernos de analise, compativeis,
porém, com a realidade nacional. A publicacdo desta parte
e a adocdo de uma nova sistematica de apresentacio que
possibilita sua continua atualizacdo através de revisoes
permanentes sdo as metas prioritarias que a Comissao
Permanente de Revisdo da Farmacopeia Brasileira se
propde alcangar.
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PRESIDENTES DAS EDICOES ANTERIORES DA FARMACOPEIA BRASILEIRA
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CELSO FIGUEIREDO BITTENCOURT 4* edigao — Parte II
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PRESIDENTE
GERSON ANTONIO PIANETTI

VICE-PRESIDENTE
MIRACY MUNIZ DE ALBUQUERQUE

MEMBROS

ADRIANO ANTUNES DE SOUZA ARAUJO
Universidade Federal de Sergipe - UFS

ANTONIO CARLOS DA COSTA BEZERRA
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CLEVIA FERREIRA DUARTE GARROTE
Universidade Federal de Goias - UFG

EDUARDO CHAVES LEAL
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satde — INCQS / FIOCRUZ

ELFRIDES EVA SCHERMAN SCHAPOVAL
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS

ERICO MARLON DE MORAES FLORES
Universidade Federal de Santa Maria - UFSM

GERSON ANTONIO PIANETTI
Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG

JOAO CARLOS PALAZZO DE MELLO
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JOSE CARLOS TAVARES
Universidade Federal do Amapa - UNIFAP
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KATIA REGINA TORRES
Ministério da Saude - MS

LAURO DOMINGOS MORETTO
Sindicato da Industria de Produtos Farmacéuticos no Estado de Sdo Paulo - Sindusfarma

LEANDRO MACHADO ROCHA

Universidade Federal Fluminense - UFF

LUIZ ALBERTO LIRA SOARES
Universidade Federal do Rio Grande do Norte - UFRN

MIRACY MUNIZ DE ALBUQUERQUE
Universidade Federal de Pernambuco - UFPE

ONESIMO AZARA PEREIRA
Associacdo Brasileira da Industria Farmoquimica e de Insumos Farmacéuticos - ABIQUIFI

SILVANA TERESA LACERDA JALES

Associagao dos Laboratorios Farmacéuticos Oficiais do Brasil - ALFOB

VLADI OLGA CONSIGLIERI
Universidade de Sao Paulo - USP

COORDENACAO DA FARMACOPEIA BRASILEIRA

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA - Anvisa

ANTONIO CARLOS DA COSTA BEZERRA - Coodenador

Especialistas em Regulagdo e Vigilancia Sanitaria
ANDREA REZENDE DE OLIVEIRA
JAIMARA AZEVEDO OLIVEIRA
MARIA LUCIA SILVEIRA MALTA DE ALENCAR
SILVANIA VAZ DE MELO MATTOS

COMITES TECNICOS TEMATICOS DA COMISSAO
DA FARMACOPEIA BRASILEIRA - CTT

APOIO A POLITICA NACIONAL DE PLANTAS ANA MARIA SOARES PEREIRA

MEDICINAIS E FITOTERAPICOS Universidade de Ribeirdo Preto - UNAERP

JOSE CARLOS TAVARES CARVALHO - Coordenador BERTA MARIA HEINZMANN

Universidade Federal do Amapa - UNIFAP Universidade Federal de Santa Maria - UFSM
ANA CECILIA BEZERRA CARVALHO ELFRIEDE MARIANNE BACCHI

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa Universidade de S&o Paulo - USP

ANA CLAUDIA FERNANDES AMARAL EMIDIO VASCONCELOS LEITAO DA CUNHA

Instituto de Tecnologia de Farmacos - Farmanguinhos /' (Jpiversidade Estadual de Campina Grande - UECG
FIOCRUZ
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LUIZ ANTONIO BATISTA DA COSTA
Centro de Exceléncia em Saude Integral do Parana - CESIP

NILTON LUZ NETTO JUNIOR
Universidade Catolica de Brasilia - UCB

ROSANE MARIA SILVA ALVES
Ministério da Saude — MS

WAGNER LUIZ RAMOS BARBOSA
Universidade Federal do Para - UFPA
CORRELATOS DE MEDICAMENTOS

TEREZINHA DE JESUS ANDREOLI
Coordenadora

Universidade de Sdo Paulo - USP

PINTO -

ADRIANA BUGNO
Instituto Adolfo Lutz - IAL

ALBA VALERIA DOS SANTOS
Baxter Hospitalar Ltda

DHALIA GUTEMBERG

Camara Brasileira de Diagnostico Laboratorial - CBDL

IRENE SATIKO KIKUCHI
Universidade de Sdo Paulo - USP

MICHELE FEITOSA SILVA

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude -
INCQS / FIOCRUZ

RENATA ARACELLI PIRES
Baxter Hospitalar Ltda

WALFREDO DA SILVA CALMON
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - Anvisa
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AULUS CONRADO BASILE - Coordenador
Universidade de Sdo Paulo — USP

CARLOS CEZAR FLORES VIDOTTI
Conselho Federal de Farmacia — CFF

ELFRIEDE MARIANNE BACCHI
Universidade de Sao Paulo - USP

ONESIMO AZARA PEREIRA
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4 GENERALIDADES

TITULO

O titulo completo desta obra ¢ “Farmacopeia da Republica
Federativa do Brasil, 5% edi¢do”. Pode ser denominada
“Farmacopeia Brasileira, 5* edi¢do” ou FB 5.

DEFINICOES

Acado, uso e doses

Sédo as constantes do relatorio para registro do produto no
orgdo sanitario, atualizadas mediante revisdo bibliografica
nacional e internacional, quando for o caso.

Quando indicadas nas monografias, as doses representam
a quantidade do medicamento usualmente prescrita,
que tenha eficcia terapéutica, para pacientes adultos. O
prescritor habilitado, a seu critério e sob sua exclusiva
responsabilidade, considerando a farmacocinética e
farmacodinamica, poderda variar as quantidades e a
frequéncia de administracdo de qualquer medicamento.
Entretanto, a prescricdo de doses muito superiores as
usuais, estabelecida em literatura, obriga o farmacéutico
a confirmar, com o prescritor da receita, as doses
estabelecidas.

Acidez e alcalinidade - ensaios rdapidos

Uma solugdo ¢ considerada neutra quando ndo modifica a
cor dos papéis azul e vermelho de tornassol, ou quando o
papel indicador universal adquire as cores da escala neutra,
ou quando 1 mL da mesma solucdo se cora de verde com
uma gota de azul de bromotimol SI (pH 7,0).

E considerada dcida quando cora em vermelho o papel
azul de tornassol ou 1 mL se cora de amarelo por uma gota
de vermelho de fenol SI (pH 1,0 a 6,6).

E considerada fracamente dcida quando cora levemente de
vermelho o papel azul de tornassol ou 1 mL se cora de
alaranjado por uma gota de vermelho de metila SI (pH 4,0
a 6,6).

E considerada fortemente dcida quando cora de azul o
papel vermelho de congo ou 1 mL se cora de vermelho
pela adigdo de uma gota de alaranjado de metila SI (pH
1,0 a2 4,0).

E considerada alcalina quando cora de azul o papel
vermelho de tornassol ou 1 mL se cora de azul por uma
gota de azul de bromotimol SI (pH 7,6 a 13,0).

E considerada fracamente alcalina quando cora de azul o
papel vermelho de tornassol ou 1 mL se cora de rosa por
uma gota de vermelho de cresol SI (pH 7,6 a 8,8).

E considerada fortemente alcalina quando se cora de azul
por uma gota de timolftaleina SI (pH 9,3 a 10.5) ou de
vermelho por uma gota de fenolftaleina SI (pH 10,0 a 13,0).

Adesivo

E o sistema destinado a produzir um efeito sistémico
pela difusdo do(s) principio(s) ativo(s) numa velocidade
constante por um periodo de tempo prolongado.

Agua para injetdveis

Agua para injetaveis é o insumo utilizado na preparagio
de medicamentos para administragdo parenteral, como
veiculo ou na dissolugdo ou dilui¢do de substancias ou de
preparagoes.

Agua para uso farmacéutico

Considera-se como agua para uso farmacéutico os diversos
tipos de agua empregados na sintese de farmacos, na
formulacdo e producdo de medicamentos, em laboratdrios
de ensaios, diagnésticos e demais aplicagdes relacionadas
a area da saude, inclusive como principal componente na
limpeza de utensilios, equipamentos e sistemas.

Agua purificada

Agua purificada ¢ a 4dgua potavel que passou por algum
tipo de tratamento para retirar os possiveis contaminantes
e atender aos requisitos de pureza estabelecidos na
monografia.

Agua ultrapurificada

Agua ultrapurificada é a dgua purificada que passou por
tratamento adicional para retirar os possiveis contaminantes
e atender aos requisitos de pureza estabelecidos na
monografia.

Aguas aromaticas

Sdo solucdes saturadas de Oleos essenciais ou outras
substdncias aromaticas em agua. Possuem odor
caracteristico das drogas com as quais sdo preparadas,
recebendo, também, o nome delas.

Banho-maria e banho a vapor

E um banho de agua fervente, a ndo ser que a monografia
especifique outra temperatura. As expressdes dgua quente
e dgua muito quente indicam temperaturas aproximadas
entre 60 °C e 70 °C e entre 85 °C e 95 °C respectivamente.
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Banho a vapor significa exposi¢do ao vapor fluente ou
outra forma de calor, correspondendo em temperatura a do
vapor fluente.

Biodisponibilidade

Indica a velocidade e a extensdo de absor¢do de um
principio ativo em uma forma de dosagem, a partir de sua
curva concentragdo/tempo na circulagdo sistémica ou sua
excre¢do na urina.

Bioequivaléncia

Consiste na comprovacdo de equivaléncia farmacéutica
entre produtos apresentados sob a mesma forma
farmacéutica, contendo idéntica composi¢do qualitativa
e quantitativa de principio(s) ativo(s), € que tenham
comparavel biodisponibilidade, quando estudados sob um
mesmo desenho experimental.

Capsula

E a forma farmacéutica s6lida em que o principio ativo e os
excipientes estdo contidos em um involucro soluvel duro
ou mole, de formatos e tamanhos variados, usualmente,
contendo uma dose unica do principio ativo. Normalmente
¢ formada de gelatina, mas pode, também, ser de amido ou
de outras substancias. Abreviatura: cap.

Capsula dura

E a capsula que consiste de duas se¢des cilindricas pré-
fabricadas (corpo e tampa) que se encaixam e cujas
extremidades sdo arredondadas. E tipicamente preenchida
com principios ativos e excipientes na forma solida.
Normalmente é formada de gelatina, mas pode também ser
de outras substancias. Abreviatura: cap. dura

Capsula dura de liberagdo prolongada

E a capsula que consiste de duas segdes cilindricas
pré-fabricadas (corpo tampa) que se encaixam e cujas
extremidades sdo arredondadas. E tipicamente preenchida
com principios ativos e excipientes na forma soélida.
Normalmente ¢ formada de gelatina, mas pode também
ser de outras substancias. Vide defini¢ao geral de liberagdo
prolongada. Abreviatura: cap. dura. lib. prol.

Capsula dura de liberagdo retardada

E a capsula que consiste de duas se¢des cilindricas pré-
fabricadas (corpo e tampa) que se encaixam € cujas
extremidades sdo arredondadas. E tipicamente preenchida
com principios ativos e excipientes na forma soélida.
Normalmente ¢ formada de gelatina, mas pode também
ser de outras substancias. Vide defini¢do geral de liberagdo
retardada. Abreviatura: cap. dura lib. ret.

Cdapsula mole

E a cépsula constituida de um involucro de gelatina, de
varios formatos, mais maleavel do que o das capsulas duras.

Normalmente sdo preenchidas com contetidos liquidos ou
semissolidos, mas podem ser preenchidas também com pos
e outros solidos secos. Abreviatura: cap. mole

Capsula mole de liberagdo prolongada

E a capsula constituida de um invélucro de gelatina, de
varios formatos, mais maleavel do que o das capsulas duras.
Normalmente sdo preenchidas com contetidos liquidos ou
semissolidos, mas podem ser preenchidas também com pos
e outros solidos secos. Vide definigcdo geral de liberagdo
prolongada. Abreviatura: cap. mole lib.prol.

Capsula mole de liberagdo retardada

E a capsula constituida de um invélucro de gelatina, de
varios formatos, mais maleavel do que o das capsulas duras.
Normalmente sdo preenchidas com conteudos liquidos ou
semissolidos, mas podem ser preenchidas também com pos
e outros solidos secos. Vide definigdo geral de liberagdo
retardada. Abreviatura: cap. mole lib. ret.

Cilindro de gas

E o recipiente metalico, perfeitamente fechado, de paredes
resistentes, destinado a conter gas sob pressdo, obturado
por valvula regulavel, capaz de manter a saida do gas em
vazdo determinada.

Colirio

E a preparagdo farmacéutica liquida destinada a aplicagdo
sobre a mucosa ocular. Abreviatura: col.

Complexo protrombinico humano total liofilizado

E uma fracio de proteinas plasmaticas que contém
obrigatoriamente os Fatores II, VII, IX e X da coagulagdo
humana.

Comprimido

E a forma farmacéutica sélida contendo uma dose tnica
de um ou mais principios ativos, com ou sem excipientes,
obtida pela compressdo de volumes uniformes de particulas.
Pode ser de uma ampla variedade de tamanhos, formatos,
apresentar marcagdes na superficie e ser revestido ou ndo.
Abreviatura: comp.

Comprimido de libera¢do modificada

E 0 Comprimido que tem uma liberagdo modificada. Deve ser
classificado como de liberacdo modificada apenas quando as
classificagoes “liberacdo retardada” e “liberag@o prolongada”
ndo forem adequadas. Abreviatura: comp. lib. mod.

Comprimido de liberagdo prolongada

E o comprimido cujos excipientes sio destinados
especificamente a modificar a liberacdo do principio
ativo nos fluidos digestivos. Veja definicdo de liberagdo
prolongada. Abreviatura: comp. lib. prol.




Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo 41

Comprimido efervescente

E o comprimido contendo, em adi¢io aos ingredientes
ativos, substancias acidas e carbonatos ou bicarbonatos, os
quais liberam di6éxido de carbono quando o comprimido
¢ dissolvido em agua. E destinado a ser dissolvido ou
disperso em agua antes da administragdo. Abreviatura:
comp. efer.

Comprimido mastigavel

E o comprimido formulado para que possa ser mastigado,
produzindo um sabor residual agradavel na cavidade oral.
Abreviatura: comp. mast.

Comprimido orodispersivel

E o comprimido que desintegra ou dissolve, rapidamente,
quando colocado sobre a lingua. Abreviatura: comp. orodis.

Comprimido para colutorio

E o comprimido que deve ser dissolvido em 4gua para a
preparagdo do colutério, que ¢ um liquido destinado ao
enxague bucal de agdo sobre as gengivas e as mucosas da
boca e da garganta. Nao deve ser deglutido. Abreviatura:
comp. colu.

Comprimido para solugdo

E o comprimido destinado a ser dissolvido na 4dgua antes
da administracdo. A solucdo produzida pode ser levemente
leitosa devido aos excipientes utilizados na fabricagdo dos
comprimidos. Abreviatura: comp. sol.

Comprimido para suspensdo

E o comprimido que quando em contato com um
liquido, rapidamente produz uma dispersdo homogénea
(suspensdo). E destinado a ser disperso antes da
administracdo. Abreviatura: comp. susp.

Comprimido revestido

E o comprimido que possui uma ou mais camadas finas
de revestimento, normalmente, poliméricas, destinadas a
proteger o farmaco do ar ou umidade; para farmacos com
odor e sabor desagradaveis; para melhorar a aparéncia dos
comprimidos, ou para alguma outra propriedade que ndo
seja a de alterar a velocidade ou extensdo da liberagdo do
principio ativo. Abreviatura: comp. rev.

Comprimido revestido de liberagdo prolongada

E o comprimido que possui uma ou mais camadas finas
de revestimento, normalmente poliméricas, destinadas
a modificar a velocidade ou extensdo da liberacdo dos
principios ativos. Veja a defini¢@o de liberacdo prolongada
Abreviatura: comp. rev. lib. prol.

Comprimido revestido de liberagdo retardada

E o comprimido que possui uma ou mais camadas finas
de revestimento, normalmente poliméricas, destinadas
a modificar a velocidade ou extensdo da liberacdo dos
principios ativos, apresentando uma liberagdo retardada
do principio ativo. Veja defini¢do de liberagdo retardada.
Abreviatura: comp. rev. lib. ret.

Comprimido sem revestimento

E o comprimido em que excipientes usados ndo sio
destinados, especificamente, a modificar a liberagdo do
principio ativo nos fluidos digestivos. Abreviatura: comp.
sem rev.

Controle de qualidade

E o conjunto de medidas destinadas a garantir, a qualquer
momento, a producdo de lotes de medicamentos e demais
produtos, que satisfacam as normas de identidade,
atividade, teor, pureza, eficacia e inocuidade.

Corantes

Sdo substancias adicionais aos medicamentos, produtos
dietéticos, cosméticos, perfumes, produtos de higiene e
similares, saneantes domissanitarios e similares, com o
efeito de lhes conferir cor e, em determinados tipos de
cosméticos, transferi-la para a superficie cutdnea e anexos
da pele. Para seu uso observar a legislagdo Federal e as
resolugdes editadas pela Anvisa.

Correlato

Produto para a saude, tal como equipamento, aparelho,
material, artigo ou sistema de uso ou aplicacdo médica,
odontoldégica ou laboratorial, destinado a prevengao,
diagnostico, tratamento, reabilitacdo ou anticoncepgdo
e que nao utiliza meio farmacolégico, imunologico ou
metabdlico para realizar a sua principal fungcdo em seres
humanos podendo, entretanto, ser auxiliado em suas

fungdes por tais meios.

Cosmeéticos

Sao produtos para uso externo; destinados a prote¢ao, ou ao
embelezamento das diferentes partes do corpo, tais como
pos faciais; talcos; cremes de beleza; creme para as maos
e similares; mascaras faciais; logdes de beleza; solugdes
leitosas; cremosas e adstringentes; lo¢des para as maos;
bases de maquilagem e 6leos cosméticos; ruges; blushes;
batons; lapis labiais; preparados antisolares; bronzeadores
e simulatdrios; rimeis; sombras; delineadores; tinturas
capilares; agentes clareadores de cabelos; preparados para
ondular e para alisar cabelos; fixadores de cabelos; laqués;
brilhantinas e similares; logdes capilares; depilatorios e
epilatorios; preparados para unhas e outros.
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Creme

E a forma farmacéutica semissdlida que consiste de
uma emulsdo, formada por uma fase lipofilica e uma
fase hidrofilica. Contém um ou mais principios ativos
dissolvidos ou dispersos em uma base apropriada e ¢
utilizada, normalmente, para aplicagdo externa na pele ou
nas membranas mucosas.

Crioprecipitados do plasma fresco humano

Sdo constituidos pelas fragdes insoluveis a frio contendo
principalmente os Fatores I (140 a 250 mg ) e VIII (70 a
120 Ul) da coagulacdo humana por unidade de coleta de
sangue humano. Outros fatores da coagulagdo também
sdo encontrados em menores concentragdes junto ao
crioprecipitado como o Fator de Von Willebrand (40 a
70%) e o Fator XIII (20 a 30%).

Denominag¢ao Comum Brasileira (DCB)

E a denominagdo do farmaco ou principio farmacologica-
mente ativo, aprovada no orgdo federal responsavel pela
vigilancia sanitaria.

Denominagdo Comum Internacional (DCI)

E a denominag@o do farmaco ou principio farmacologicamen-
te ativo, recomendada na Organizagdo Mundial de Satde.

Densidade de massa e densidade relativa

Densidade de massa (p) de uma substancia ¢ a razdo de sua
massa por seu volume a 20 °C.

A densidade relativa usualmente adotada (d;g ) ¢ definida
como a relacdo entre a massa de uma substancia ao ar
a 20 °C e a massa de igual volume de dgua na mesma
temperatura.

Desinfetantes

Sdo produtos destinados a destruir, indiscriminada ou
seletivamente, micro-organismos, quando aplicados em
objetos inanimados ou ambientes.

Detergentes

Sao produtos destinados a dissolver gorduras; a higiene de
recipientes e vasilhas e a aplicagdes de uso doméstico.

Doadores de sangue

Sédo individuos saudaveis e cuidadosamente selecionados
que, apds exames médicos, testes sanguineos laboratoriais
e estudo de sua historia médica, estejam ausentes de
agentes infecciosos transmissiveis podem ser aceitos e
utilizados para coleta de seu sangue total ou das suas
fragdes celulares ou plasmaticas para fins profilaticos,
curativos ou de fracionamento.

Drdgeas

Sao comprimidos revestidos com camadas constituidas por
misturas de substancias diversas, como resinas, naturais
ou sintéticas, gomas, gelatinas, materiais inativos e
insoluveis, agucares, plastificantes, polidis, ceras , corantes
autorizados e, as vezes, aromatizantes e principios ativos.
Abreviatura: drag.

Elixir

E a preparagio farmacéutica, liquida, limpida, hidroalco6-
lica, de sabor adocicado, agradavel, apresentando teor al-
codlico na faixa de 20% a 50%.

Os elixires sdo preparados por dissolugdo simples e devem
ser envasados em frascos de cor &mbar e mantidos em lu-
gar fresco e ao abrigo da luz.

Embalagem

E o invélucro, recipiente ou qualquer forma de
acondicionamento, removivel ou nao, destinada a cobrir,
empacotar, envasar, proteger ou manter, especificamente
ou ndo, os medicamentos, as drogas, os insumos
farmacéuticos e correlatos, os cosméticos, 0s saneantes e
outros produtos. As condi¢des de acondicionamento sdo
descritas nas monografias individuais utilizando-se os
termos relacionados a seguir.

Embalagem primaria

E a que estd em contato direto com seu contetdo durante
todo o tempo. Considera-se material de embalagem
primaria: ampola, bisnaga, envelope, estojo, flaconete,
frasco de vidro ou de plastico, frasco-ampola, cartucho,
lata, pote, saco de papel e outros.

Nao deve haver qualquer interagdo entre o material de
embalagem primaria ¢ o seu conteudo capaz de alterar
a concentra¢do, a qualidade ou a pureza do material
acondicionado.

Embalagem secundaria

E a que possibilita total protegio do material de
acondicionamento nas condi¢des usuais de transporte,
armazenagem e distribuicdo. Considera-se embalagem
secundaria: caixas de papeldo, cartuchos de cartolina,
madeira ou material plastico ou estojo de cartolina e outros.

Emplasto

E a forma farmacéutica semissolida para aplicagio externa.
Consiste de uma base adesiva contendo um ou mais
principios ativos distribuidos em uma camada uniforme
num suporte apropriado feito de material sintético ou
natural. Destinada a manter o principio ativo em contato
com a pele atuando como protetor ou como agente
queratolitico. Abreviatura: emp.
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Emulsao

E a forma farmacéutica liquida de um ou mais principios
ativos que consiste de um sistema de duas fases que
envolvem pelo menos dois liquidos imisciveis e na qual
um liquido ¢ disperso na forma de pequenas gotas (fase
interna ou dispersa) através de outro liquido (fase externa
ou continua). Normalmente ¢ estabilizada por meio de um
ou mais agentes emulsificantes. Abreviatura: emu.

Emulsdo aerossol

E a emulsio embalada sob pressio contendo um gas
propelente e ingredientes terapeuticamente ativos que sdo
liberados apos a ativagdo de um sistema apropriado de
vélvulas. Abreviatura: emu. aer.

Emulsdo gotas
E a emulsdo destinada a administragdo na forma de gotas.
Abreviatura: emu. go.

Emulsdo injetavel

E a emulsdo estéril. Abreviatura: emu. inj.

Emulsdo para infusdo

E a emulsio estéril com 4gua como a fase continua,
normalmente, isotdnica com o sangue e utilizada
principalmente para administracio em grande volume.
Abreviatura: emu. inf.

Emulsdo spray
E a emulsdo administrada na forma de liquido finamente
dividido por um jato de ar ou vapor. Abreviatura: emu. spray

Ensaios biologicos

Sdo procedimentos destinados a avaliar a poténcia
de principios ativos contidos nas matérias-primas e
preparagdes farmacopeicas, utilizando reagentes biologicos
tais como micro-organismos, animais, fluidos e 6rgaos
isolados de animais.

Espirito

E a forma farmacéutica liquida alcoolica ou hidroalcodlica,
contendo principios aromaticos ou medicamentosos e
classificados em simples e compostos. Abreviatura: esp.

Os espiritos s@o obtidos pela dissolugdo de substancias
aromaticas em etanol, geralmente na propor¢do de 5%

(/).

Esterilidade

Esterilidade ¢ a auséncia de micro-organismos viaveis.

Extrato

E a preparagio de consisténcia liquida, solida ou
intermediaria, obtida a partir de material animal ou vegetal.
O material utilizado na preparagdo de extratos pode sofrer
tratamento preliminar, tais como, inativacdo de enzimas,
moagem ou desengorduramento. Abreviatura: ext.

O extrato ¢ preparado por percolagdo, maceragdo ou outro
método adequado e validado, utilizando como solvente
alcool etilico, agua ou outro solvente adequado. Apds a
extragdo, materiais indesejaveis podem ser eliminados.

Extrato fluido

E a preparagdo liquida obtida de drogas vegetais ou
animais por extracdo com liquido apropriado ou por
dissolugdo do extrato seco correspondente, em que,
exceto quando indicado de maneira diferente, uma parte
do extrato, em massa ou volume corresponde a uma parte,
em massa, da droga, seca utilizada na sua preparagdo. Se
necessario, os extratos fluidos podem ser padronizados em
termos de concentra¢do do solvente; teor de constituintes,
ou de residuo seco. Se necessario podem ser adicionados
conservantes inibidores do crescimento microbiano.
Devem apresentar teor de principios ativos e residuos
secos prescritos nas respectivas monografias. Abreviatura:
ext. flu.

Extrato mole

E a preparagio de consisténcia pastosa obtida por
evaporagao parcial de solvente utilizado na sua preparagao.
Sao utilizados como solvente, unicamente, alcool etilico,
agua, ou misturas alcool etilico/agua em propor¢do
adequada. Apresentam, no minimo, 70% de residuo seco
(p/p). Se necessario podem ser adicionados conservantes
inibidores do crescimento microbiano. Abreviatura: ext.
mole

Extrato seco

E a preparacio solida; obtida por evaporagdo do solvente
utilizado na sua preparagdo. Apresenta, no minimo, 95%
de residuo seco, calculado como porcentagem de massa.
Podem ser adicionados de materiais inertes adequados.
Abreviatura: ext. seco

Os extratos secos padronizados tém o teor de seus
constituintes ajustado pela adi¢gdo de materiais inertes
adequados ou pela adigdo de extratos secos obtidos com o
mesmo farmaco utilizado na preparagdo.

Fabricagdo
Sdo todas as operagdes que se fazem necessarias para a
obtengdo dos produtos para a saude.

Faixa de destilacdo

Faixa de destilacdo ¢ o intervalo de temperatura corrigida
para a pressao de 101,3 kPa (760 mm de Hg), dentro do
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qual o liquido, ou fragdo especifica do liquido, destila
inteiramente.

Faixa de fusdo

Faixa de fusdo de uma substincia é o intervalo de
temperatura compreendido entre o inicio (no qual a
substancia comega a fluidificar-se) ¢ o término da fusdo
(que ¢ evidenciado pelo desaparecimento da fase solida).

Farmaco

Veja Insumo farmacéutico ativo.

Farmacopeico

A expressdo farmacopeico substitui as expressoes: oficial e
oficinal, utilizadas em edi¢des anteriores, equivalendo-se a
essas expressoes para todos os efeitos.

Fator VII da coagulacdo sanguinea humana, liofilizado

E a fragdo protéica do plasma que contém o Fator VII
(um derivado glicoprotéico de cadeia simples), podendo
igualmente conter pequenas quantidades da sua forma
ativada (o derivado de 2 cadeias ou Fator VIIa).

Fator VIII da coagulagdo sanguinea de origem humana,
liofilizado

E a fragio proteica do plasma que contém uma glicoproteina
chamada Fator VIII da coagulagdo e, em funcao do método
de purificagdo, quantidades variaveis do Fator de Von
Willebrand. E preparado a partir de uma mistura de plasma
humano para fracionamento obtido de doadores sadios.

Fibrinogénio humano, liofilizado

E a fragdo soluvel do plasma humano, obtida a partir do
Plasma humano para fracionamento, que por adicdo da
trombina, transforma-se em fibrina. A preparacdo pode
conter aditivos (sais, tampoes ou estabilizantes) ¢ quando
reconstituida (adig@o do diluente) deve conter no minimo,
10 g/L de fibrinogénio.

Forma farmacéutica

E o estado final de apresentagio dos principios ativos
farmacéuticos apds uma ou mais operagdes farmacéuticas
executadas com a adi¢do ou ndo de excipientes apropriados
a fim de facilitar a sua utilizagdo e obter o efeito
terapéutico desejado, com caracteristicas apropriadas a
uma determinada via de administragao.

Gel

E aforma farmacéutica semissolida de um oumais principios
ativos que contém um agente gelificante para fornecer
firmeza a uma solugdo ou dispersdo coloidal (um sistema
no qual particulas de dimenséo coloidal — tipicamente entre

1 nm e 1 pm — sdo distribuidas uniformemente através do
liquido). Um gel pode conter particulas suspensas.

Gel hidrofobico

E o gel que consiste, usualmente, de parafina liquida com
polietileno ou 6leos gordurosos com silica coloidal ou
sabdes de aluminio ou zinco.

Gel lipofilico

E o gel resultante da preparagio obtida pela incorporagio
de agentes gelificantes — tragacanta, amido, derivados de
celulose, polimeros carboxivinilicos e silicatos duplos de
magnésio e aluminio a dgua, glicerol ou propilenoglicol.

Globulo

E a forma farmacéutica solida que se apresenta sob a forma
de pequenas esferas constituidas de sacarose ou de mistura
de sacarose e lactose. Sdo impregnadas pela poténcia
desejada e com alcool acima de 70%.

Goma de mascar

E a forma farmacéutica sélida de dose tnica contendo um
ou mais principios ativos, que consiste de material plastico
insoluvel, doce e saboroso. Quando mastigado, libera o
principio ativo.

Granulado

E a forma farmacéutica solida contendo uma dose tnica
de um ou mais principios ativos, com ou sem excipientes.
Consiste de agregados solidos e secos de volumes
uniformes de particulas de pd resistentes ao manuseio.
Abreviatura: granu.

Granulado efervescente

E o granulado contendo, em adi¢do aos ingredientes
ativos, substincias acidas e carbonatos ou bicarbonatos,
os quais liberam dioxido de carbono quando o granulado
¢ dissolvido em 4gua. E destinado a ser dissolvido ou
disperso em agua antes da administragdo. Abreviatura:
granu. efer.

Granulado para solug¢do

E o granulado destinado a ser dissolvido na dgua antes da
administracdo. A solugdo produzida pode ser levemente
leitosa devido aos excipientes utilizados na fabricagdo dos
granulados. Abreviatura: granu. sol.

Granulado para suspensdo

E o granulado que em contato com um liquido, rapidamente,
produz uma dispersdo homogénea (suspensao). E destinado a
ser disperso antes da administragdo. Abreviatura: granu. susp.
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Granulado revestido

E o granulado que possui uma ou mais camadas finas de
revestimento, normalmente poliméricas, destinadas a
proteger o farmaco do ar ou umidade, para farmacos com
odor e sabor desagradédveis, para melhorar a aparéncia
dos granulados ou para alguma outra propriedade que nao
seja a de alterar a velocidade ou extensdo da liberacdo do
principio ativo. Abreviatura: granu. rev.

Granulado revestido de liberagdo prolongada

E o granulado que possui uma ou mais camadas finas
de revestimento, normalmente poliméricas, destinadas
a modificar a velocidade ou extensdo da libera¢do dos
principios ativos. Vide defini¢do de liberagao prolongada.
Abreviatura: gran. rev. lib. prol.

Granulado revestido de liberagdo retardada

E o granulado que possui uma ou mais camadas finas
de revestimento, normalmente poliméricas, destinadas
a modificar a velocidade ou extensdo da liberacdo dos
principios ativos, apresentando uma liberagao retardada do
principio ativo. Vide definicao geral de liberagao retardada.
Abreviatura: granu. rev. lib. ret.

Imunoglobulina humana contra a hepatite A
E uma preparacio estéril; liquida, ou liofilizada contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G.

Imunoglobulina humana contra a hepatite B

E uma preparacio estéril; liquida, ou liofilizada contendo
imunoglobulinas, imunoglobulina humana contra a
hepatite B principalmente a imunoglobulina G.

Imunoglobulina humana contra a hepatite B para uso
intravenoso

E uma preparacio estéril; liquida, ou liofilizada contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G.
Imunoglobulina humana contra a raiva

E uma preparacio estéril; liquida, ou liofilizada contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G.
Imunoglobulina humana contra a rubéola

E uma preparacio estéril; liquida, ou liofilizada contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G.
Imunoglobulina humana contra a varicela

E uma preparagdo estéril; liquida, ou liofilizada contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G.

Imunoglobulina humana contra a varicela para uso
intravenoso

E uma preparagdo estéril; liquida, ou liofilizada contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G.

Imunoglobulina humana contra o antigeno D

E uma preparacio estéril; liquida, ou liofilizada contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G.

Imunoglobulina humana contra o sarampo

E uma preparacio estéril; liquida, ou liofilizada contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G.

Imunoglobulina humana contra o tétano

E uma preparacio estéril; liquida, ou liofilizada contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G. E
obtida a partir do plasma contendo anticorpos especificos
contra a toxina do Clostridium tetani.

Imunoglobulina humana normal

E uma preparacio estéril; liquida, ou liofilizada contendo
principalmente IgG. Outras proteinas, também, podem
estar presentes.

Imunoglobulina humana normal para administragdo por
via intravenosa

E uma preparacio estéril; liquida, ou liofilizada contendo
imunoglobulinas, principalmente a imunoglobulina G
(IgG). Podem estar presentes outras proteinas. Contém
anticorpos IgG de individuos normais.

Indicador biologico

E uma preparagdo caracterizada de micro-organismo
especifico que possui resisténcia definida e estavel a um
determinado processo de esterilizagdo.

Indice de refragio

O indice de refra¢ao (n) de uma substancia ¢ a relacdo entre
a velocidade da luz no vacuo e sua velocidade no interior
da substancia.

Para fins praticos mede-se a refragdo com referéncia ao ar e
a substancia e ndo com referéncia ao vacuo e a substancia.

Pode-se definir o indice de refragdo como a relagdo entre
o seno do angulo de incidéncia e o seno do angulo de
refragdo, isto é, n=seni/senr.

Injetavel

E a preparacao estéril destinada a administracdo parenteral.
Apresenta-se como solucdo, suspensdo, ou emulsdo.
Abreviatura: inj.
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Inseticidas

Sao produtos para usos externos, destinados a prevengao e
ao controle dos insetos, em habita¢des, recintos e lugares
de uso publico e suas cercanias.

Insulina

Insulina é uma proteina que afeta o metabolismo da glicose.
Ela é obtida do pancreas de bovinos e suinos saudaveis, ou
ambos, utilizados como alimento pelos humanos.

Insulina humana

Insulina humana é uma proteina correspondente a um
principio ativo elabora no pancreas humano que afeta o
metabolismo dos carboidratos (particularmente glicose),
lipides, e proteinas.

Insulina humana isofana suspensdo

Insulina humana is6fana suspensao ¢ uma suspensao estéril
de cristais de insulina humana zinco ¢ sulfato protamina
na agua tamponada para a inje¢do, combinados de uma
maneira tal que a fase s6lida da suspensdo ¢ composta por
cristais de insulina humana, protamina, e zinco.

Insulina humana isofana suspensdo e inje¢do insulina
humana

Insulina humana is6fana suspensdo e insulina humana
injecdo ¢ uma suspensdo estéril tamponada de insulina
humana, complexada com sulfato de protamina, em uma
solu¢do de insulina humana.

Insulina humana zinco suspensdo

E uma suspensdo estéril de insulina humana em agua
tamponada para a inje¢ao, modificada pela adi¢do de um sal
de zinco adequado de modo que a fase so6lida da suspensio
¢ constituida por uma mistura de insulina cristalina e
amorfa em uma razdo de cerca de 7 partes de cristais e de 3
partes de material amorfo.

Insulina humana zinco suspensdo estendida

E uma suspensio estéril de insulina humana em agua
tamponada para a inje¢do, modificada pela adi¢do de um
sal de zinco adequado de modo a que a fase sdlida da
suspensdo ¢ predominantemente cristalina.

Insulina injetavel
Insulina injetdvel é uma solug@o isotdnica e estéril de
insulina.

Insulina lispro

E idéntica em estrutura a insulina humana, exceto
que ela tem de lisina e prolina nas posigdes 28 e 29,

respectivamente, da cadeia B, enquanto esta sequéncia ¢
invertida em insulina humana. Insulina lispro ¢ produzida
por sintese microbiana através de um processo de DNA
recombinante.

Insumo farmacéutico ativo

E uma substincia quimica ativa, firmaco, droga, ou
matéria-prima que tenha propriedades farmacoldgicas
com finalidade medicamentosa utilizada para diagndstico,
alivio, ou tratamento, empregada para modificar ou
explorar sistemas fisiologicos ou estados patoldgicos em
beneficio da pessoa na qual se administra.

Quando se destinada a emprego em medicamentos,
devem atender as exigéncias previstas nas monografias
individuais.

Isoladores

Sdo equipamentos que empregam tecnologia usada para
dupla proposta, de proteger o produto da contaminagdo
do ambiente e pessoas durante envase e fechamento e de
proteger pessoas de produtos toxicos ou deletérios que sdo
produzidos.

Liberagdo convencional

E o tipo de liberagdo de formas farmacéuticas que nio
sdo modificadas intencionalmente por um desenho de
formulagao especial e/ou método de fabricacao.

Liberagdo paramétrica

E definida como a liberagio de carga ou lotes de
produtos submetidos a esterilizagdo terminal, por meio
do cumprimento de parametros criticos do processo de
esterilizagdo, sem a necessidade de realizagdo do teste de

esterilidade.

Liberagado prolongada

E o tipo de liberagio modificada de formas farmacéuticas
que possibilita pelo menos uma redugdo na frequéncia de
dose quando comparada com o medicamento apresentado
na forma de liberagio convencional. E obtida por meio
de um desenho de formulagdo especial e/ou método de
fabricacao.

Liberagdo retardada

E o tipo de liberagdo modificada de formas farmacéuticas
que apresenta uma liberagdo retardada do principio ativo.
A liberagao retardada ¢ obtida por meio de um desenho
de formulagdo especial e/ou método de fabricacdo. As
preparacdes gastrorresistentes sdo consideradas formas de
liberacdo retardada, pois s@o destinadas a resistir ao fluido
gastrico e liberar o principio ativo no fluido intestinal.
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Logao

E a preparagio liquida aquosa ou hidroalcodlica, com
viscosidade varidvel, para aplicacdo na pele, incluindo o
couro cabeludo. Pode ser solugdo, emulsdo ou supensio
contendo um ou mais principios ativos ou adjuvantes.

Lote ou partida

E a quantidade de um medicamento, ou outro produto, que
se produz em um ciclo de fabricac@o e cuja caracteristica
essencial ¢ a homogeneidade.

Material de embalagem

Compreende-se por material de embalagem o recipiente;
envoltorio; invélucro; ou qualquer outra forma de protegéo,
removivel ou ndo, usado para envasar; proteger; manter;
cobrir; ou empacotar, especificamente, ou ndo, matérias-
primas; reagentes ¢ medicamentos. Abreviatura: mat. emb.

Matérias-primas

Substancias ativas ou inativas que se empregam na
fabricagdo de medicamentos e de outros produtos, tanto
as que permanecem inalteradas quanto as passiveis de
sofrerem modificagdes.

Media fill

E um teste para simulagdo das operagdes assépticas em
que o produto ¢é substituido por um meio de cultura e serve
para assegurar que os processos utilizados sdo capazes de
produzir produtos estéreis.

Medicamento

E o produto farmacéutico, tecnicamente, obtido, ou
elaborado, que contém um ou mais firmacos e outras
substancias, com finalidade profildtica; curativa; paliativa;
ou para fins de diagndstico.

Medicamento de referéncia

E o produto inovador registrado no 6rgéo federal Brasileiro,
responsavel pela vigildncia sanitaria e comercializado
no pais, cuja eficacia, seguranga e qualidade foram
comprovados, cientificamente, no o6rgdo federal
competente, por ocasido do registro.

Medicamento genérico

E o medicamento similar a um produto de referéncia ou
inovador, que pretende ser com esse intercambiavel,
geralmente produzido apds a expiragdo ou renuncia da
protegdo patentaria ou de outros direitos de exclusividade,
comprovada a sua eficdcia, seguranca e qualidade, e
designado pela DCB ou, na sua auséncia, pela DCI.

Medicamento intercambidvel

E o medicamento equivalente terapéutico de um
medicamento de referéncia, comprovados, essencialmente,
os mesmos efeitos de eficicia e seguranca.

Medicamento magistral

E todo medicamento cuja prescricio pormenoriza a
composicio, a forma farmacéutica e a posologia. E
preparado na farmacia, por um profissional farmacéutico
habilitado ou sob sua supervisao direta.

Medicamento pressurizado

E o medicamento acondicionado em frascos mantidos
sobre pressdo, contendo um gas propelente e ingredientes,
terapeuticamente ativo que € liberado apos a ativagdo de
sistema apropriado de valvulas.

Medicamento similar

E aquele que contém o mesmo ou 0s mesmos principios
ativos, apresenta a mesma concentracdo, forma
farmacéutica, via de administragdo, posologia e indicagdo
terapéutica, e que ¢ equivalente ao medicamento registrado
no 6rgdo federal, responsavel pela vigilancia sanitaria,
podendo diferir somente em caracteristicas relativas
ao tamanho e forma do produto, prazo de validade,
embalagem, rotulagem, excipientes e veiculo, devendo
sempre ser identificado por nome comercial ou marca.

Meia-vida bioldgica

E o tempo necessdrio para um organismo remover, por
eliminacdo biologica, metade da quantidade de uma
substancia administrada.

Meia-vida efetiva

E o tempo necessirio para um radionuclideo em um
organismo diminuir sua atividade pela metade como
um resultado combinado da eliminagdo bioldgica e do
decaimento radioativo. A meia-vida efetiva ¢ importante
para o calculo da dose otima do radiofairmaco a ser
administrada e no monitoramento da quantidade de
exposi¢ao a radiacao.

Métodos imunoquimicos

Sdo métodos que se baseiam numa ligacdo seletiva,
reversivel e ndo covalente entre antigenos e anticorpos.

Misturas de plasma humano excedente tratado por
inativagdo viral

Preparacdo congelada ou liofilizada, estéril, apirogénica,
obtida a partir de plasma humano excedente proveniente
de doadores do mesmo grupo sanguineo ABO ¢ Rh(D ).
A preparacdo ¢ descongelada ou reconstituida antes
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de seu uso de modo a obter uma solucdo injetavel. O
plasma humano utilizado deve satisfazer as exigéncias da
monografia Plasma humano para fracionamento.

Nivel de garantia de esterilidade

E o grau de garantia que o processo em questio esterilizauma
populagdo de itens, sendo expresso como a probabilidade
de um item nao estéril naquela populagao.

Nome quimico

E o nome da substincia farmacopeica, de acordo com a
nomenclatura preconizada pela Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC).

Numero do lote

Designacao impressa narotulagem de um medicamento e de
outros produtos que permita identificar o lote ou a partida a
que pertengam e, em caso de necessidade, localizar e rever
todas as operacdes de fabricacdo e inspe¢do praticadas
durante a produgao.

Nutrimentos

Sdo substancias constituintes dos alimentos de valor
nutricional, incluindo proteinas, gorduras, hidratos de
carbono, agua, elementos minerais e vitaminas.

Osmolalidade

E uma forma pritica que da uma medida total da
contribui¢do de varios solutos numa solugdo pela pressdo
osmotica da solugdo. A unidade de osmolalidade é osmol
por kilograma (osmol/kg), mas o submultiplo miliosmol
por kilograma (mosmol/kg) é normalmente usado.

Ovulo

E a forma farmacéutica solida, de dose tnica, contendo
um ou mais principios ativos dispersos ou dissolvidos em
uma base adequada que tem varios formatos, usualmente,
ovoéide. Fundem na temperatura do corpo.

Padrées de referéncia da Farmacopeia Brasileira

De acordo com definicdo da OMS, padrdes de referéncia
farmacopeicos (PRef) sdo produtos de uniformidade
reconhecida, destinados ao uso em ensaios onde uma ou
mais de suas propriedades serd(ao) comparada(s) com
a(s) da substancia em exame. Possuem um grau de pureza
adequado ao uso ao qual se destinam.

O PRef ¢ estabelecido e distribuido por autoridades
farmacopeicas, cujo valor atribuido a uma ou mais de suas
propriedades ¢ aceito sem necessitar comparagdo com
outro padrdo, destinado ao uso em ensaios especificos
descritos nas monografias farmacopeicas. Incluem
substancias quimicas de referéncia, produtos biologicos,

extratos e pos vegetais, radiofarmacos, entre outros. A
expressao relacionada mais usada ¢é: Substancia Quimica
de Referéncia Farmacopeica.

Pasta

E a pomada contendo grande quantidade de solidos
em dispersdo (pelo menos 25%). Deverdo atender as
especificagdes estabelecidas para pomadas.

Pastilha

E a forma farmacéutica sélida que contém um ou mais
principios ativos, usualmente, em uma base adocicada e
com sabor. E utilizada para dissolugdo, ou desintegragio
lenta na boca. Pode ser preparada por modelagem, ou por
compressdo. Abreviatura: pas.

Pastilha dura

Pastilha rigida para ser dissolvida lentamente. Abreviatura:
pas. dura

Pastilha gomosa

Pastilha flexivel e macia de misturas contendo polimeros
sintéticos ou naturais. Abreviatura: pas. go.

Perfume

E o produto de composi¢io aromatica obtida a base de
substancias naturais ou sintéticas, que, em concentragdes
e veiculos apropriados, tenham como principal finalidade a
odorizagdo de pessoas ou ambientes, incluidos os extratos,
as aguas perfumadas, os perfumes cremosos, preparados
para banho e os odorizantes de ambientes, apresentados em
forma liquida, geleificada, pastosa ou sélida.

Plasma fresco congelado

E a parte liquida remanescente de uma unidade de sangue
total obtida apoés centrifugacdo e separacdo de suas
fragdes celulares que devera ser totalmente congelado até
4 horas apo6s coleta do sangue total que lhe deu origem,
assegurando a manutencao da integridade e concentragdes
dos fatores labeis da coagulagao.

Plasma humano para fracionamento

E a parte liquida remanescente do sangue total apos
separacdo das fra¢des celulares sanguineas mediante o uso
dessistemas fechados apropriados de coleta ou centrifugagéo,
que contem os fatores labeis da coagulacdo. Contém
solugdo anticoagulante, conservadora e preservadora,
sendo armazenado a uma temperatura de — 30 °C ou inferior.
Destina-se a preparagdo de hemoderivados de acordo com
as Boas Praticas de Fabricagdo de Medicamentos.
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Po

E a forma farmacéutica solida contendo um ou mais
principios ativos secos e com tamanho de particula
reduzido, com ou sem excipientes.

Po aerossol

E o p6 embalado sob pressdo contendo um gas propelente
e ingredientes terapeuticamente ativos que sdo liberados
apos a ativacdo de um sistema apropriado de valvulas.
Abreviatura: po aer.

Po efervescente

’

E o pd contendo, em adicdo aos ingredientes ativos,
substancias acidas e carbonatos ou bicarbonatos, os quais
liberam dioxido de carbono quando o pd ¢ dissolvido em
agua. E destinado a ser dissolvido ou disperso em agua
antes da administragdo. Abreviatura: p6 efev.

Po liofilizado para solugdo injetavel

E o po estéril destinado a adigdo subsequente de liquido
para formar uma solugdo. Preparado por liofilizagdo, um
processo que envolve a remog¢do de agua dos produtos
pelo congelamento a pressdes extremamente baixas.
Abreviatura: po liof. sol. inj.

Po liofilizado para suspensdo injetavel

E o pbé estéril destinado & adigdo subsequente de
liquido para formar uma suspensdo. Preparado por
liofilizagdo, um processo que envolve a remocao
de agua dos produtos pelo congelamento a pressdes
extremamente baixas. Abreviatura: p6 liof. sus. inj.

Po liofilizado para suspensdo injetavel de liberagdo
prolongada

E 0 po estéril destinado a adigdo subsequente de liquido
para formar uma suspensdo. Preparado por liofilizagao,
um processo que envolve a remogdo de agua dos produtos
pelo congelamento a pressdes extremamente baixas. Veja
defini¢ao geral de liberagdo prolongada. Abreviatura: po.
liof. sus. inj. lib. prol.

Po para colutorio

E o0 p6 que deve ser dissolvido em agua antes do uso para
o preparo do colutdrio, que é um liquido destinado ao
enxague bucal para agir sobre as gengivas ¢ as mucosas da
boca e da garganta. Nao deve ser deglutido. Abreviatura:
po6 colu.

Po para solugdo

E o po destinado a ser reconstituido para formar uma
solucdo. Abreviatura: p6 sol.

Po para solugdo injetavel

E o p6 estéril destinado a adigdo subsequente de liquido
para formar uma solugdo. Abreviatura: p6 sol. inj.

P6 para solugdo para infusdo

E 0 po estéril destinado a reconstitui¢io para formar uma
solucdo para uso por infusdo. Essa solucao ¢, normalmente,
isotonica com o sangue e utilizada principalmente para
administragdo em grande volume. Abreviatura: pé sol. inf.

Po para suspensdo

E o po destinado a ser reconstituido para formar uma
suspensdo. Abreviatura: pé sus.

Po para suspensdo injetavel

E o p6 estéril destinado a adigdo subsequente de liquido
para formar uma suspensdo. Abreviatura: po sus. inj.

Po para suspensdo injetavel de liberagdo prolongada

E o po estéril destinado a adigdo subsequente de liquido
para formar uma suspensdo. Veja defini¢do de liberacdo
prolongada. Abreviatura: po sus. inj. lib.prol.

Pomada

E a forma farmacéutica semissélida, para aplicagio na
pele ou em membranas mucosas, que consiste da solu¢ao
ou dispersdo de um ou mais principios ativos em baixas
proporgdes em uma base adequada usualmente ndo aquosa.
Abreviatura: pom.

Prazo de validade

E o tempo durante o qual o produto podera ser usado,
caracterizado como periodo de vida util e fundamentada
nos estudos de estabilidade especificos. Abreviatura: val.

O prazo de validade devera ser indicado nas embalagens
primarias e secundarias. Quando indicar més e ano,
entende-se como vencimento do prazo o ultimo dia desse
més. As condi¢des especificadas, pelo fabricante, de
armazenamento e transporte devem ser mantidas.

Preparacao topica semissolida

E a preparagdo prevista para aplicacio na pele ou em
certas mucosas para ac¢do local ou penetragdo percutinea
de medicamentos, ou ainda por sua agdo emoliente ou
protetora.

Processo asséptico

E aquele projetado de forma a prevenir a contaminagio
dos componentes estéreis por micro-organismos viaveis ou
ainda na fase intermediaria da produg@o.
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Produto de higiene

E o produto para uso externo; antisséptico ou nio; destinado
ao asseio ou a desinfeccdo corporal, compreendendo
o sabonete, xampu, dentifricio, enxaguatdério bucal,
antiperspirante, desodorante, produto para barbear e apds o
barbear, estiptico e outros. Abreviatura: pro. hig.

Produto dietético

E o produto tecnicamente elaborado para atender as ne-
cessidades dietéticas de pessoas em condigdes fisiologicas
especiais. Abreviatura: pro. diet.

Produto semielaborado

E toda substincia ou mistura de substincias ainda sob o
processo de fabricagdo.

Pureza

Grau em que um farmaco, matéria-prima contém outros
materiais estranhos.

Raticida

E a preparacio destinada ao combate a ratos, camundongos
e outros roedores, em domicilios, embarcagdes, recintos
e lugares de uso publico, contendo substincias ativas,
isoladas ou em associag@o, que ndo oferecam risco a vida
ou a saude do homem e dos animais titeis de sangue quente,
quando aplicados em conformidade com as recomendacdes
contidas em sua apresentagao.

Reacoes quimicas de identificag¢do

Sdo reagdes usadas no auxilio da caracterizagdo de uma
substancia. Embora especificas, s6 serfo suficientes
para estabelecer ou confirmar a identidade da substancia
quando consideradas em conjunto com outros testes e
especificagdes constantes na monografia.

A ndo ser que a monografia especifique diferentemente,
as reagdes quimicas sdo feitas em tubos de ensaio de
aproximadamente 15 mm de didmetro interno. Utilizam-
se 5 mL do liquido ou solugdo a examinar, adicionando-
se trés gotas de reagente ou de cada reagente. O exame
do contetido do tubo de ensaio deve ser feito sobre toda a
camada liquida, observando de cima para baixo, no sentido
do eixo longitudinal dos tubos, ap6s cinco minutos de
repouso.

Usualmente, ¢ apresentada na monografia a ordem de
preferéncia dos testes de identificagdo. Quando ndo
constar a ordem, todos os testes de identificacdo devem ser
realizados.

Reagentes

Sdo substancias utilizadas em testes, reagdes, ensaios
e doseamentos farmacopeicos, quer como tais ou em
solugdes.

Recipiente bem fechado

E aquele que protege seu conteido de perdas e
contaminagdo por sélidos estranhos, nas condi¢des usuais
de manipulagdo, armazenagem, distribuigdo e transporte.

Recipiente hermético

E aquele impermeavel ao ar, ou qualquer outro gas,
nas condi¢des usuais de manipulagdo, armazenagem,
distribuigdo e transporte.

Recipiente opaco

E aquele que impede a visualizagio do conteudo,
abrangendo todas as cores. Constitui barreira de protegao
a luminosidade.

Recipiente para dose unica

E o recipiente hermético que contém determinada
quantidade do medicamento destinada a ser administrada
de uma s6 vez e que depois de aberto, ndo podera ser
fechado com garantia de esterilidade.

Recipiente para doses multiplas

E orecipiente hermético que possibilita a retirada de por¢des
sucessivas de seu conteudo, sem modificar a concentragao,
a pureza e a esterilidade da por¢ao remanescente.

Recipiente perfeitamente fechado

E aquele que protege seu conteudo de perdas e de
contaminagdo por soélidos, liquidos e vapores estranhos,
eflorescéncia, deliquescencia, ou evaporagao nas condigdes
usuais de manipulagdo, armazenagem, distribuicdo, e
transporte.

Recipiente translucido

E aquele que possibilita a visualizagio parcial do contetido,
abrangendo todas as cores exceto o ambar.

Recipiente transparente

E aquele que possibilita a visualizago total do contetdo,
abrangendo todas as cores exceto o ambar.

Registro

E a inscri¢do, em livro préprio apds o despacho concessivo
do dirigente do 6rgdo do Ministério da Satde, sob nimero de
ordem, dos produtos, com a indicagdo do nome, fabricante,
da procedéncia, finalidade e dos outros elementos que os
caracterizem.

Resisténcia hidrolitica ou alcalinidade

E o ensaio que quantifica a intensidade da rea¢do quimica
entre a agua e os elementos alcalinos existentes no vidro,
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especialmente sddio e potassio. Essa resisténcia determina
a classificagdo do tipo de vidro.

Rotulo

E a identificagdio impressa ou litografada, bem como
os dizeres pintados ou gravados a fogo, a pressdo ou
autoadesiva, aplicados diretamente sobre recipientes;
involucros; envoltdrios; cartuchos; ou qualquer outro
protetor de embalagem, externo ou interno, ndo podendo
ser removido ou alterado durante o uso do produto e
durante seu transporte, ou seu armazenamento.

A confecgdo dos rotulos devera obedecer as normas
vigentes do 6rgdo federal de Vigilancia Sanitaria.

Sala limpa

Sala na qual a concentracdo de particulas em suspensdo
no ar é controlada. E construida e utilizada de maneira a
minimizar a introdugdo, geragdo e retencdo de particulas
dentro da sala, na qual os outros parametros relevantes
como, por exemplo, temperatura, umidade e pressdo, sdo
controlados conforme necessario.

Saneante domissanitario

E a substincia ou preparagdo destinada a higienizagio;
desinfecgdo ou desinfestacdo domiciliar; de ambientes
coletivos, particulares ou publicos, em lugares de uso
comum e no tratamento da agua.

Sangue humano

E umtecido vivo, circulante, conjuntivo, de natureza celular,
plasmatica e ou protéica, que se encontra contido dentro
do aparelho cardiovascular, desempenhando multiplas e
complexas fungdes que assegurem ao organismo humano a
manuten¢do da vida.

Sangue humano transfusional

E o sangue total humano in vitro proveniente de doadores
saudaveis colhido em sistemas de envase para coleta,
armazenamento e processamento do sangue humano
contendo solucdo anticoagulante conservadora e
preservadora.

Sistema fechado

Sistema de administracdo de solu¢des parenterais que,
durante todo o preparo e administracdo, ndo permite o
contato da solugdo com o meio ambiente.

Sistemas de envase para coleta, armazenamento e
processamento do sangue humano ou sistemas fechados
de coleta de sangue humano

Sdo recipientes conhecidos ou denominados por bolsas
plasticas contendo ou nao uma solugdo anticoagulante,
conservadora e preservadora, destinados a coleta,

armazenamento, fracionamento ¢ administragdo do sangue
humano ou de seus derivados. Sdo atoxicos, estéreis,
apirogénicos ¢ descartaveis, podendo ser fabricados a
partir de um ou varios polimeros, ¢ conforme os casos,
de certos aditivos ¢ sdo validados pelos seus respectivos
métodos analiticos.

Solugdo — forma farmacéutica

E a forma farmacéutica liquida; limpida e homogénea, que
contém um ou mais principios ativos dissolvidos em um
solvente adequado ou numa mistura de solventes misciveis.
Abreviatura: sol.

Solugdo colorimétrica

E a solugio utilizada na preparacio de padrdes
colorimétricos para fins de comparagdo. Sao designadas
por “SC”.

Solucdo de albumina humana

Solu¢do de albumina humana é uma solugdo protéica,
estéril e apirogénica obtida do plasma humano que esta de
acordo com as exigéncias da monografia Plasma Humano
para Fracionamento.

Solucdo molal

E a solucio que contém um mol do soluto por kilograma
de solvente.

Solugcdo molar

E a solugdo que contém uma molécula-grama do soluto em
1000 mL da solugdo. Os multiplos ¢ submultiplos da solugéo
molar, também, sdo designados por niimeros inteiros ou
fragdes decimais como: 2 M; M; 0,5 M; 0,1 M; etc.

Soluc¢do normal

E a solugdo que contém um equivalente grama do soluto em
1000 mL da solugdo. Os multiplos e submultiplos da solugéo
normal, também, sdo designados por numeros inteiros ou
fragdes decimais como 2 N, N; 0,5 N, 0,1 N, etc.

Solucdo volumétrica

E a solucio de reagentes, de concentragdo conhecida,
destinada ao uso em determinagdes quantitativas. Na FB 5
as concentracdes das solugdes volumétricas sdo expressas
em molaridade. Sao designadas por “SV”.

Solugoes anticoagulantes conservadoras e preservadoras
do sangue humano

Sdo solugdes destinadas a coleta do sangue humano
objetivando ndo s6 torna-lo incoagulavel, mas também
assegurar a manutencdo ¢ a integridade morfofuncionais
e protéicas de seus constituintes celulares e plasmaticos.




52  Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo

Solugées indicadoras

Sao solucdes de indicadores em solventes especificos e
concentragdes definidas. Sdo designadas por “SI”.

Solugoes reagentes

Sdo solugdes de reagentes em solventes especificos e
concentragdes definidas. Sdo designadas por “SR”.

Soros hiperimunes para uso humano

Os soros hiperimunes sdo preparagdes contendo
imunoglobulinas purificadas, de origem animal, que
neutralizam especificamente toxinas bacterianas, bactérias,
virus ou componentes toxicos do veneno de uma ou mais
espécies de animais pegonhentos.

Substdncia adjuvante

E a substancia com finalidade especifica adicionada as
preparagdes injetaveis. Essa substancia deve ser selecionada
tendo em vista o aumento da estabilidade do produto; nédo
interferéncia na eficacia terapéutica nem no doseamento do
principio ativo; tampouco causar toxicidade na quantidade
administrada ao paciente. A substancia adjuvante pode
ser solubilizante; antioxidante; agente quelante; tampao;
agente antibacteriano; agente antifingico; agente anti-
espumante e outros, quando especificado na monografia
individual. Abreviatura: subs. adj.

A presencga de substancia adjuvante deve ser, claramente,
indicada nos rétulos das embalagens primarias e
secundarias, em que o produto é entregue para 0 consumo.
Se ndo houver contra indicacdo expressa, o ar dos
recipientes pode ser substituido por didxido de carbono ou
nitrogénio. Nao ¢é permitida a adi¢do de substancia corante.

Estao relacionados a seguir os limites maximos para alguns
adjuvantes, a menos que a monografia especifique de outra
forma:

a) para agentes contendo mercirio ou compostos
tensoativos cationicos — 0,01%;

b) para agentes do tipo clorobutanol, cresol e fenol —
0,5%;

¢) para didxido de enxofre, ou quantidade equivalente de
sulfito, bissulfito ou metabissulfito de potassio ou s6dio
— 0,2%.

Substdncia quimica caracterizada

SQR utilizada na inexisténcia de uma SQR Farmacopeica.
Essa SQR deve ser caracterizada por meio de ensaios
adequados e os valores obtidos devem ser devidamente
documentados.

Substancia Quimica de Referéncia da Farmacopeia
Brasileira (SOR.FB)

E estabelecida e disponibilizada pela Dire¢io da
Farmacopeia Brasileira, seguindo os principios da OMS,

e oficializada pela Anvisa, sendo o seu uso obrigatorio
em todo territorio nacional. Na auséncia de uma SQR.
FB ¢ permitido o uso de SQR estabelecida por outras
farmacopeias reconhecidas, conforme legislacdo vigente.

Os padrdes para Espectrofotometria de Absorg¢ao Atdmica
sdo identificados por meio da denominagdo do metal,
seguida da sigla SRA (Solu¢do Reagente para Absorgdo
Atomica).

Substdncia quimica de trabalho

E estabelecida por comparagio com uma SQR
Farmacopeica, por meio de ensaios farmacopeicos,
ou devidamente validados, e registrados pelo proprio
laboratoério que ira utiliza-la. Nessa situacdo, deverdo ser
mantidos os registros analiticos e realizados controles
periddicos, empregando-se uma SQR Farmacopeica.

Substdncias insaponificaveis

Substancias insaponificaveis sdo aquelas remanescentes a
reacdo de saponifica¢do, ndo volateis a 100 - 105 °C e que
foram carreadas no processo de extragdo da substancia a
ensaiar.

Supositorio

E a forma farmacéutica sélida de varios tamanhos e
formatos adaptados para introdugdo no orificio retal,
vaginal ou uretral do corpo humano, contendo um ou
mais principios ativos dissolvidos numa base adequada.
Eles, usualmente, se fundem, derretem ou dissolvem na
temperatura do corpo Abreviatura: supo.

Suspensdo

E a forma farmacéutica liquida que contém particulas
solidas dispersas em um veiculo liquido, no qual as
particulas ndo sdo soluveis. Abreviatura: sus.

Suspensdo aerossol

E a suspensio embalada sob pressio contendo um gas
propelente e ingredientes terapeuticamente ativos que sao
liberados apos a ativagdo de um sistema apropriado de
valvulas. Abreviatura: sus. aer.

Suspensdo de liberagdo prolongada

E a forma farmacéutica liquida que contém particulas
solidas dispersas em um veiculo liquido, no qual as
particulas ndo sdo soluveis. Veja defini¢do de liberagdo
prolongada. Abreviatura: sus. lib. prol.

Suspensdo de liberagdo retardada

E a forma farmacéutica liquida que contém particulas
solidas dispersas em um veiculo liquido, no qual as
particulas ndo sdo soliveis. Veja defini¢do de liberagdo
retardada. Abreviatura: sus. lib. ret.
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Suspensdo gotas

E a suspensio destinada a administra¢io na forma de gotas.
Abreviatura: sus. go.

Suspensdo injetavel

E a suspensdo estéril. Abreviatura: sus. inj.

Suspensdo injetavel de liberagdo prolongada

E a suspensio estéril. Veja definicio de liberagdo
prolongada. Abreviatura: sus. inj. lib. prol.

Suspensdo spray

E a suspensio administrada na forma de liquido finamente
dividido por um jato de ar ou vapor. Abreviatura: sus. spray.

Tablete

E a forma farmacéutica solida preparada a partir de uma
massa feita com solucdo hidroalcodlica, o principio ativo
e lactose, ou da propria trituracdo umedecida em solugao
hidroalcodlica. E moldada em tableteiros e é fragil e
quebradica.

Tampdo

E a preparacdo a base de sais que s@o capazes de suportar
variagdes na atividade de ions hidrogénio.

Temperatura ou ponto de congelamento

Temperatura ou ponto de congelamento de liquido ou de
solido fundido é a mais alta temperatura na qual ele se
solidifica.

Para substancias puras que fundem sem decomposicao, o
ponto de congelamento do liquido ¢ igual a seu ponto de
fusdo.

Temperatura ou ponto de ebuli¢do

Temperatura ou ponto de ebulicdo de um liquido ¢ a
temperatura corrigida na qual o liquido ferve sob pressdo
de vapor de 101,3 kPa (760 mm de Hg).

Temperatura ou ponto de fusdo

Temperatura ou ponto de fusdo de uma substancia é a
temperatura na qual esta se encontra completamente
fundida.

Tintura

E a preparagio alcodlica ou hidroalcodlica resultante da
extracdo de drogas vegetais ou animais ou da diluicdo dos
respectivos extratos. E classificada em simples e composta,
conforme preparada com uma ou mais matérias-primas.
Abreviatura: tin.

A menos que indicado de maneira diferente na monografia
individual, 10 mL de tintura simples correspondem a 1 g
de droga seca.

Vacinas

Produtos bioldgicos que contem uma ou mais substancias
antigénicas que, quando inoculadas, sdo capazes de induzir
imunidade especifica ativa e proteger contra doenca
causada pelo agente infeccioso que originou o antigeno.

Valor D (tempo de reducdo decimal)

E o tempo, em minutos, necessario para reduzir a populagio
microbiana em 90% ou um ciclo logaritmico.

Valor F ;

E uma medida da eficcia esterilizante, isto &, é o nimero de
minutos de esterilizagdo térmica por vapor a determinada
temperatura fornecida a um recipiente ou unidade de
produto, num dado valor Z.

Valor Z

E a elevacdo de temperatura, em graus, necessaria para
reduzir o Valor D em 90% ou produzir a reducdo de um
ciclo logaritmico na curva de resisténcia térmica.

Vias de administragdo

E o local do organismo por meio do qual o medicamento ¢é
administrado.

Viscosidade

E a expressdo da resisténcia de liquidos ao escoamento,
ou seja, ao deslocamento de parte de suas moleculas sobre
moleculas vizinhas. A viscosidade dos liquidos vem do
atrito interno, isso ¢, das forcas de coesdo entre moléculas
relativamente juntas. Com o aumento da temperatura,
aumenta a energia cinética média das moléculas, diminui
(em média) o intervalo de tempo que as moléculas passam
umas junto das outras, menos efetivas se tornam as forcas
intermoleculares e menor a viscosidade.

Aunidade dindmica, Sistema CGS, de viscosidade é o poise.
O Sistema CGS de unidades ¢ um sistema de unidades de
medidas fisicas, ou sistema dimensional, de tipologia LMT
(comprimento, massa tempo), cujas unidades base sdo o
centimetro para o comprimento, 0 grama para a massa € o
segundo para o tempo.

Xarope

E a forma farmacéutica aquosa caracterizada pela alta
viscosidade, que apresenta ndo menos que 45% (p/p) de
sacarose ou outros agticares na sua composi¢do. Os xaropes
geralmente contém agentes flavorizantes. Abreviatura: xpe.
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Quando ndo se destina ao consumo imediato, deve ser
adicionado de conservadores antimicrobianos autorizados.

INFORMACOES GERAIS

Agua

A 4gua mencionada nos testes, reagdes e ensaios € agua
purificada. Para preparagdes injetaveis, deve-se utilizar
dgua para injetaveis, descrita em monografia individual.
Quando for prescrito o uso de dgua isenta de dioxido
de carbono, utilizar agua purificada fervida durante, no
minimo, cinco minutos ¢ protegida do ar atmosférico
durante o resfriamento e armazenagem.

Aparelhos volumétricos

Os aparelhos volumétricos sdo empregados nas medidas
de volume nos testes, nos ensaios e nos doseamentos
farmacopeicos, e devem estar aferidos a temperatura de
25 °C. Caso o aparelho volumétrico ndo tenha sido aferido
a 25 °C, as medidas de volume devem ser realizadas na
temperatura nele indicada.

Nas medi¢des de volume, o nivel inferior do menisco
do liquido contido nos aparelhos volumétricos deve
tangenciar a parte superior da linha de referéncia, com
a linha de visdo no mesmo plano. Nos casos de liquidos
fortemente corados, ou opacos utiliza-se como referéncia
a borda superior do menisco, no plano horizontal de visao.

Os aparelhos volumétricos para transferéncia de liquidos
(pipetas; ou buretas), em virtude de terem sido aferidos com
agua, s6 poderdo fornecer exatamente o volume indicado
quando os liquidos a medir tiverem, aproximadamente, a
viscosidade, a tensdo superficial e a densidade da agua.

Conservagdo

As substancias farmacopeicas devem ser conservadas
sob condigdes tais que evitem sua contaminagdo ou
deterioragdo. As condi¢des de conservacao de substancias
farmacopeicas figuram nas respectivas monografias.

Proteger da luz significa que a substancia deve ser
conservada em recipiente opaco ou capaz de impedir a
acdo da luz.

Proteger da poeira significa que a substancia deve ser
mantida em frasco arrolhado e usar capuz protetor.

Na monografia podem estar definidas as condigdes de
temperatura em que a substdncia deve ser conservada,
utilizando-se termos descritos a seguir.

Em congelador — Em temperatura entre -20 °C e 0 °C.
Em refrigerador — Em temperatura entre 2 °C e 8 °C.

Local fresco — Ambiente cuja temperatura permanece entre
8°Cel15°C.

Local frio — Ambiente cuja temperatura nio excede 8 °C.

Temperatura ambiente — Temperatura, normalmente,
encontrada em um ambiente de trabalho, entre 15 °C e 30 °C.

Local quente — Ambiente cuja temperatura permanece
entre 30 °C e 40 °C.

Calor excessivo — Indica temperaturas acima de 40 °C.

Quando for necessario conservar um farmaco em local
fresco, pode-se conserva-lo em refrigerador, a menos que
indicado de maneira diferente na monografia individual.

Quando na monografia ndo forem especificadas condigdes
de conservacdo, elas incluem protecdo contra a umidade,
congelamento e calor excessivo.

Descrigdo de substancia

As informagdes referentes a descri¢do de uma substancia
sdo genéricas ¢ destinam-se & avaliagdo preliminar da sua
integridade. A descrigdo, por si, ndo ¢ indicativa da pureza,
devendo ser associada a outros testes farmacopeicos
para assegurar que a substancia esteja de acordo com a
monografia.

Dessecagdo até peso constante

Essa expressdo significa que a secagem deve prosseguir
até que duas pesagens consecutivas nao difiram em mais
de 0,5 mg por grama da substincia em exame, sendo que
a segunda pesagem deve ser efetuada ap6s uma hora de
secagem adicional nas condi¢des especificadas.

Dessecador

Compreende-se por dessecador um recipiente que possa
ser perfeitamente fechado, de formato e dimensdes
adequadas que possibilitam manter atmosfera de baixo
teor de umidade por meio de agentes dessecantes nele
introduzidos, tais como: silica-gel; cloreto de célcio anidro;
pentoxido de fosforo; acido sulfurico; dentre outros.

Dessecador a pressdo reduzida é o que possibilita manter
atmosfera de baixa umidade a pressdo reduzida de ndo
mais que 6,7 kPa (aproximadamente 50 mm de mercurio),
ou a pressdo indicada na monografia.

Doseamento e determinagdo da poténcia

Quando o resultado de um ensaio ou de um doseamento
¢ expresso em relagdo a substincia seca; em relagdo
a substancia; ou qualquer outra base especifica, a
determinacdo da perda por secagem, do teor de agua ou de
outra propriedade designada ¢ efetuada segundo o método
descrito no respectivo ensaio na monografia da substancia
em causa, ou segundo o descrito na rotulagem.

Ensaios de identifica¢do

Os ensaios de identificagdo possibilitam verificar, com um
nivel de certeza aceitavel, que a identidade do material
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sob exame esta de acordo com o rotulo de sua embalagem.
Embora especificos, eles ndo sdo, necessariamente,
suficientes para estabelecer prova absoluta de identidade.
Entretanto, o ndo cumprimento dos requerimentos de um
ensaio de identificagdo pode significar erro de rotulagem
do material. Outros testes e especificagdes na monografia
contribuem para a confirmagéo da identidade do artigo sob
exame.

Alguns ensaios de identificacdo devem ser considerados
conclusivos como; infravermelho; espectrofotometria
com absorcdo especifica e cromatografia a liquido de alta
eficiéncia acoplada a espectrofotometria. Esses ensaios
devem ser realizados em complemento ao ensaio do contra
ion, quando aplicavel.

Estrutura das monografias

As monografias de matérias-primas sio identificadas por
suas denominagdes comuns Brasileiras (DCB), grafadas
em caixa alta e centralizadas. Além disso, sdo incluidos,
também:

* sempre que possivel, a denominagdo em latim proposta
pelo INN — International Non-proprietary Names
— Nomes genéricos internacionais da Organizagdo
Mundial da Saude;

* a formula estrutural da substancia;

* formula molecular seguida da massa molar;

* Denominagdo Comum Brasileira e seu respectivo
numero;

* nome quimico, segundo a ACS — American Chemical
Society;

» registro CAS — Chemical Abstracts Service;

* texto da monografia.

As monografias das preparagdes farmacéuticas s@o
identificadas pelo nome da matéria-prima correspondente,
seguido do nome da forma farmacéutica.

Expressdo de concentragoes

As concentragdes em porcentagem s3o expressas como
segue.

Por cento p/p (peso em peso) ou % p/p — Expressa o nlimero
de g de um componente em 100 g de mistura.

Por cento p/v (peso em volume) ou % p/v— Expressa o
numero de g de um componente em 100 mL de solugao.

Por cento v/v (volume em volume) ou % v/v — Expressa o
nimero de mL de um componente em 100 mL de solug@o.

Por cento v/p (volume em peso) ou % v/p — Expressa o
numero de mL de um componente em 100 g de mistura.

A expressdo por cento, usada sem outra atribuicdo,
significa: mistura de solidos ¢ semissolidos, por cento p/p;
para solugdes ou suspensdes de solidos em liquidos, por
cento p/v; para solugdes de liquidos, por cento v/v; para
solugdes de gases em liquidos, por cento p/v; para expressar
teor de 6leos essenciais em drogas vegetais, por cento v/p.

Impurezas

Os testes descritos nas monografias limitam as impurezas
a quantidades que assegurem qualidade ao farmaco. O fato
dos ensaios ndo incluirem uma impureza pouco frequente
ndo significa que ela possa ser tolerada.

Incineragdo até peso constante

Essa expressao significa que a incineragdo deve prosseguir
a 800 £ 25 °C, ou em outra temperatura indicada na
monografia, até que duas pesagens consecutivas nao
difiram em mais de 0,5 mg por grama da substincia em
exame, sendo que a segunda pesagem deve ser efetuada
depois de quinze minutos de incineragao adicional.

Interpretacdo da precisdo dos dados numéricos e limites
de tolerdncia

A precisdo desejada nos testes; reacdes € ensaios
farmacopeicos ¢ indicada pelo nimero de decimais que
se apresenta no texto. Por exemplo, o valor numérico 20
indica valores ndo menores que 19,5 e ndo maiores que
20,5; o valor numérico 2,0 indica valores ndo menores que
1,95 e ndo maiores que 2,05; o valor numérico 0,20 indica

valores ndo menores que 0,195 e ndo maior que 0,205.

Os limites de tolerancia, expressos, numericamente,
por um valor maximo e minimo, indicam a pureza de
uma substincia farmacopeica. Esses valores podem ser
expressos em porcentagem ou nimeros absolutos.

A faixa da variagdo deve ser estritamente observada, nao
sendo tolerados valores fora dos limites maximo e minimo.

Material de embalagem primaria e secundaria

Compreende-se por material de embalagem o recipiente;
envoltorio; involucro ou qualquer outra forma de protegao;
removivel ou ndo; usado para envasar; proteger; manter;
cobrir ou empacotar, especificamente ou nao, matérias-
primas; reagentes ¢ medicamentos.

Material de embalagem primaria é o que estd em contato
direto com seu contetido durante todo o tempo. Considera-
se material de embalagem primaria: ampola; bisnaga;
envelope; estojo; flaconete; frasco de vidro ou de plastico;
frasco-ampola; cartucho; lata; pote; saco de papel e outros.

Embalagem secundaria ¢ a que se destina a total protegdo
do material de acondicionamento nas condigdes usuais
de transporte, armazenagem e distribui¢cdo. Considera-
se embalagem secundaria: caixas de papeldo; cartuchos
de cartolina; madeira ou material plastico ou estojo de
cartolina e outros. Nao deve haver qualquer interagdo entre
o material de embalagem primaria e o seu contetido capaz de
alterar a concentragdo; a qualidade; ou a pureza do material
acondicionado. As condi¢des de acondicionamento sio
descritas nas monografias individuais, utilizando-se os
termos relacionados a seguir.

Recipiente bem fechado — E aquele que protege seu
conteudo de perdas e contaminacdo por so6lidos estranhos,
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nas condigdes usuais de manipulago; de armazenagem; de
distribuigdo e de transporte.

Recipiente perfeitamente fechado — E aquele que protege
seu contetdo de perdas e de contaminagdo por soélidos,
liquidos e vapores estranhos, eflorescéncia, deliquescencia,
ou evaporacdo nas condi¢cdes usuais de manipulacdo;
armazenagem; distribui¢do e transporte.

Recipiente hermético — E aquele impermeavel ao ar, ou
qualquer outro gas, nas condi¢des usuais de manipulagao;
armazenagem; distribuigdo e transporte,

Cilindro de gds — E o recipiente metalico, perfeitamente
fechado, de paredes resistentes, destinado a conter gas sob
pressdo, obturado por valvula regulavel, capaz de manter a
saida do gas em vazdo determinada.

Recipiente para dose vinica — E o recipiente hermético que
contém determinada quantidade do medicamento destinada
a ser administrada de uma s6 vez e que depois de aberto,
ndo podera ser fechado com garantia de esterilidade.

Recipiente para doses miiltiplas — E o recipiente hermético
que permite a retirada de por¢des sucessivas de seu
conteido, sem modificar a concentracdo; a pureza ¢ a
esterilidade da porgdo remanescente.

Medidas de pressdo

A expressao pascal (Pa), usada para medidas de pressdo
como a arterial; a atmosférica ou a interna de um aparelho,
refere-se ao uso de manometros ou barémetros calibrados
em relacdo a pressdo exercida pela for¢a de 1 Newton
uniformemente distribuida sobre uma superficie plana de
1 m? de area perpendicular a diregdo da forca; 1 pascal
equivale a 7,5 x 10 mm de mercurio.

Odor

As expressoes: inodora, praticamente inodora; leve odor
caracteristico; ou suas variagdes, sdo usadas examinando-
se a amostra depois de exposta ao ar por quinze minutos,
quando se tratarem de embalagens de até 25 g abertas
recentemente. No caso de embalagens maiores, transferir
amostras de aproximadamente 25 g para capsula de 100
mL de capacidade.

A caracteriza¢do do odor é apenas descritiva ¢ ndo pode
ser considerada como padrdo de pureza, exceto nos casos
em que um odor particular, ndo permitido, seja indicado na
monografia individual.

Preparagdo de solugoes

Todas as solugdes utilizadas em testes, ensaios e reagdes
sdo preparadas com agua purificada, a menos que seja
indicado de maneira diferente na monografia individual.

A expressio recentemente preparada, referente ao preparo
de solugdes utilizadas em testes, ensaios e reagoes, indica
que a solugdo deve ser preparada, no maximo, 24 horas
antes da realizac¢do do ensaio.

Pressdo reduzida

A expressdo pressdo reduzida significa pressdo menor ou
igual a 6,7 kPa (aproximadamente 50 mm de mercurio), a
menos que indicado de maneira diferente na monografia.
Quando na monografia for indicada desseca¢do sob
pressdo reduzida sobre agente dessecante, a operacao
deve ser feita sob pressao reduzida em dessecador ou outro
aparelho adequado.

Processos de fabricagdo

Qualquer que seja o método utilizado, o produto final deve
corresponder as especificagdes incluidas na Farmacopeia
Brasileira, 5* edigdo.

Na fabricacdo de produtos injetaveis; comprimidos;
capsulas; ou de outras preparacdes farmacopeicas, ¢
permitido o uso de substincias adjuvantes, descritas nas
monografias e adicionadas com finalidade especifica. Elas
devem ser indcuas e ndo devem ter influéncia adversa
sobre a eficacia terapéutica da substancia ativa contida na
preparagdo, nem interferir nos ensaios e determinagdes.

Prova em branco

As expressdes: executar branco paralelo; fazer prova em
branco; ou efetuar ensaio em branco, significa repetir a
determinacdo em condigdes idénticas e com quantidades
idénticas de reagentes, omitindo-se, apenas, a substincia
em exame.

Recipientes para injetaveis

Os recipientes para preparagdes injetaveis devem ser
fabricados com materiais que ndo provoquem interagdo
com o conteudo e possuam transparéncia suficiente para
permitir inspecdo visual. As tampas, quando usadas,
tampouco podem influir na composi¢ao ou na conservagao
do medicamento, oferecendo perfeita vedagdo, mesmo
depois de perfuradas varias vezes.

Os recipientes para preparagdes injetaveis sdo classificados em:

* recipientes para dose Unica;
* recipientes para dose multipla;
* recipientes para perfusdo.

Os recipientes para dose Unica: ampolas e cartuchos de
uso odontologico, sdo frascos de vidro ou de material
plastico adequado; fechados pela fusdo do vidro ou com
a utilizagdo de opérculos fixos ou moveis. O conteudo s
deve ser utilizado em uma tnica dose, ndo podendo ser
reaproveitado.

Os recipientes para dose multipla sdo frascos de vidro de
paredes resistentes que, depois de cheios com preparagdes
liquidas ou com soélidos para serem dissolvidos ou
suspensos, sdo selados com tampa de outro material.
O conteudo desses frascos pode ser removido para
administracdo em uma Unica ou em varias doses.
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Os recipientes para perfusdo sdo frascos com mais de 50
mL de capacidade, podendo atingir 1000 mL, selados com
tampa de outro material ou ndo, fabricados de vidro ou
de plastico. Os medicamentos envasados nesses tipos de
recipientes devem ser administrados em uma unica vez,
com a utilizacdo de equipos estéreis, ¢ ndo podem conter
agentes bactericidas ou antifingicos. O uso de outros tipos
de adjuvantes deve ser considerado cuidadosamente.

Solubilidade

A solubilidade indicada ndo deve ser tomada no sentido
estrito de constante fisica, porém, complementa e corrobora
com os demais ensaios, podendo ter um valor definitivo
caso a substancia ndo apresente a solubilidade minima
exigida, principalmente, no solvente agua.

As indicacdes sobre a solubilidade referem-se as
determinagdes feitas a temperatura de 25 °C. A expressao
solvente refere-se a agua, a menos que indicado de maneira
diferente na monografia individual.

A expressdo partes refere-se a dissolucdo de 1 g de um
solido no numero de mililitros do solvente estabelecido no
numero de partes.

As solubilidades aproximadas constantes nas monografias
sdo designadas por termos descritivos cujos significados
estdo relacionados na Tabela 1.

Tabela 1 - Termos descritivos de solubilidade e seus significados

Solvente Termo descritivo

Muito soluvel
Facilmente soluvel
Soluvel

Ligeiramente soluvel
Pouco soluavel

Muito pouco solavel
Praticamente insolavel
ou insoluvel

menos de 1 parte

De 1 a 10 partes

De 10 a 30 partes

De 30 a 100 partes

De 100 a 1000 partes
De 1000 a 10 000 partes

mais de 10 000 partes

Temperatura

Todas as temperaturas constantes na FB 5. sdo expressas na
escala Celsius, e as medidas sdo feitas a 25 °C, exceto para
medida de densidade e a menos que indicado de maneira
diferente na monografia individual.

Unidades de medida

Sdo adotadas nessa Farmacopeia as unidades constantes
do Sistema Internacional de Unidades (SI), conforme
relacionado no Anexo B.

Veiculos aquosos

Usa-se, geralmente, dgua para injetaveis como veiculo
para injetaveis aquosos. Solugdes de cloreto de sodio
ou solugdo de Ringer ou outras solugdes adequadas,

preparadas com dgua para injetdveis, podem ser usadas
em parte ou totalmente ao invés de somente dgua para
injetdaveis, a menos que a monografia especifique de outra
forma.

Veiculos ndo aquosos

Veiculos ndo aquosos utilizados parcial ou totalmente na
obtengdo de preparagdes injetaveis podem ser misciveis ou
imisciveis com a agua. Entre os veiculos misciveis com a
agua, os mais usados sdo os polialcoois e os polimeros do
oxido de etileno. Entre os imisciveis com a agua, os mais
usados sdo os 6leos fixos de origem vegetal ¢ os mono e
diglicerideos de acidos graxos.

Os 6leos fixos s@o inodoros ou quase inodoros e seu odor e
sabor ndo devem lembrar os de rango. Devem satisfazer as
exigéncias especificadas nas monografias e apresentar as
caracteristicas descritas a seguir.

a) teste de resfriamento — transferir quantidade de dleo
fixo, previamente dessecado a 105 °C por duas horas
e resfriado a temperatura ambiente em dessecador
contendo silica-gel, para recipiente de vidro incolor
cilindrico, com didmetro interno de aproximadamente
25 mm. Fechar o recipiente e mergulhar durante
quatro horas em agua mantida a 10 °C. O liquido
deve permanecer suficientemente limpido, para que
possa facilmente ser vista uma linha negra de 0,5 mm
de espessura, quando mantida verticalmente atras do
cilindro e contra fundo branco;

b) indice de saponificacdo — entre 185 e 200 (5.5.29.8);
¢) indice de iodo — entre 79 e 128 (5.5.29.10);

d) substancias insaponificaveis — refluxar em banho-maria
10 mL do 6leo com 15 mL de hidréxido de sodio (1:16)
e 30 mL de alcool etilico, agitando ocasionalmente
até que a mistura se torne clara. Transferir a mistura
para capsula de porcelana, evaporar o alcool etilico em
banho-maria e misturar o residuo com 100 mL de agua.
Deve resultar solucio;

e) acidos graxos livres — os acidos graxos livres em
10 g do 6leo devem consumir, no maximo, 2 mL de
hidréxido de sodio 0,02 M.

Os mono ou diglicerideos sintéticos de acidos graxos
devem obedecer as seguintes exigéncias:

a) sdo liquidos e permanecem limpidos quando resfriados
a 10 °C;

b) indice de iodo — ndo superior a 140 (5.5.29.10).

Os veiculos ndo aquosos devem ser selecionados com
especial cuidado, pois ndo podem ser irritantes, toxicos
ou sensibilizantes e ndo devem interferir na eficacia
terapéutica da preparacdo.Em casos excepcionais, nomes
muito difundidos, porém diferentes dos adotados pela
Denominag¢ao Comum Brasileira para Farmacos podem ser
citados como “outra denomi nagdo”.







Farmacopeia Brasileira, 52 edicggo 59

5 METODOS GERAIS

5.1 METODOS GERAIS
APLICADOS A
MEDICAMENTOS

5.1.1 DETERMINACAO DE PESO

O teste se aplica a formas farmacéuticas sélidas em dose
unitaria (comprimidos ndo revestidos, comprimidos
revestidos, pastilhas, capsulas duras e moles e supositorios),
formas farmacéuticas solidas acondicionadas em recipientes
para dose unitaria (pos estéreis, pos liofilizados, pés para
injetaveis e pos para reconstituicdo de uso oral) ¢ a formas
farmacéuticas solidas e semissolidas acondicionadas em
recipientes para doses multiplas (granulados, pds, géis,
cremes, pomadas e pds para reconstitui¢o).

As pesagens sao feitas em balancas de sensibilidade
adequada.

PROCEDIMENTO PARA PRODUTOS EM DOSE
UNITARIA

Para produtos em dose unitaria, o teste permite verificar se
as unidades de um mesmo lote apresentam uniformidade
de peso. Para realizar o teste, ¢ necessario determinar,
previamente, o peso médio de unidades do lote.

Comprimidos ndo revestidos ou revestidos com filme

Pesar, individualmente, 20 comprimidos e determinar o
peso médio. Pode-se tolerar ndo mais que duas unidades
fora dos limites especificados na Tabela 1, em relagdo ao
peso médio, porém, nenhuma podera estar acima ou abaixo
do dobro das porcentagens indicadas.

Comprimidos com revestimento agucarado (drageas)

Pesar, individualmente, 20 drageas e determinar o peso
médio. Pode-se tolerar ndo mais que cinco unidades fora
dos limites especificados na Tabela 1, em relag@o ao peso
médio, porém, nenhuma podera estar acima ou abaixo do
dobro das porcentagens indicadas.

Capsulas duras

Pesar, individualmente, 20 unidades, remover o conteudo
de cada uma, limpar adequadamente e pesar novamente.
Determinar o peso do conteudo de cada capsula pela

diferenca de peso entre a capsula cheia e a vazia. Com os
valores obtidos, determinar o peso médio do conteudo.
Pode-se tolerar ndo mais que duas unidades fora dos limites
especificados na Tabela 1, em relacdo ao peso médio do
conteudo, porém, nenhuma podera estar acima ou abaixo
do dobro das porcentagens indicadas.

Capsulas moles

Proceder como descrito para Cdpsulas duras. Para
determinar o peso médio do contetdo, cortar as capsulas
previamente pesadas e lava-las com éter etilico ou outro
solvente adequado. Deixar os invélucros expostos ao ar,
em temperatura ambiente, até completa evaporagdo do
solvente. Pesar novamente.

Supositorios e ovulos

Pesar, individualmente, 20 supositorios ou O&vulos e
determinar o peso médio. Pode-se tolerar ndo mais que
duas unidades fora dos limites especificados na Tabela 1,
em relagdo ao peso médio, porém, nenhuma podera estar
acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.

Pos estereis, pos liofilizados e pos para injetaveis

Realizar o teste com 20 unidades. Remover os lacres
metalicos, no caso de frascos-ampola. Retirar rotulos que
possam sofrer danos durante o teste. Secar, se necessario, a
superficie externa dos recipientes. Pesar, individualmente,
as 20 unidades, com as respectivas tampas. Remover o
conteudo e lavar os respectivos recipientes utilizando agua
e em seguida etanol. Secar em estufaa 105 °C, por 1 hora, ou
em temperaturas inferiores a essa, dependendo da natureza
do material, até peso constante. Resfriar a temperatura
ambiente, recolocar a tampa e pesar novamente. A
diferenca entre as duas pesagens representa o peso do
contetido. Determinar o peso médio do conteudo das 20
unidades. Pode-se tolerar ndo mais que duas unidades fora
dos limites especificados na Tabela 1, em relagdo ao peso
médio, porém, nenhuma podera estar acima ou abaixo do
dobro das porcentagens indicadas.

Pos para reconstitui¢do (uso oral)

Proceder conforme descrito para Pds estéreis, pos
liofilizados e pos para injetaveis. Pode-se tolerar ndo mais
que duas unidades fora dos limites especificados na Tabela
1, em relagdo ao peso médio, porém, nenhuma podera estar
acima ou abaixo do dobro das porcentagens indicadas.
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Tabela 1 — Critérios de avaliagdo da determinagio de peso para formas farmacéuticas sélidas em dose unitaria.

Formas farmacéuticas em dose unitdria

Peso médio Limites de variagdo

Comprimidos ndo revestidos ou revestidos com filme, 80 mg ou menos
comprimidos efervescentes, comprimidos sublinguais, mais que 80 mg e menos que 250 mg

comprimidos vaginais e pastilhas

Comprimidos com revestimento agucarado (drageas)

+10,0%

+7,5%
250 mg ou mais +5,0%
25 mg ou menos +15,0%
mais que 25 mg e até¢ 150 mg +10,0%

mais que 150 mg e menos que 300 mg + 7,5%

Céapsulas duras e moles, capsulas vaginais

Supositdrios e dvulos

Pos estéreis, pos liofilizados e pds para injetaveis

Pos para reconstituigdo (uso oral)

300 mg ou mais +5,0%
menos que 300 mg +10,0%
300 mg ou mais +7,5%
independente do peso médio +5,0%
mais que 40 mg* +10,0%
menos que 300 mg +10,0%
300 mg ou mais +7,5%

(*) Se o peso médio for de 40 mg ou menos, submeter ao teste de Uniformidade de doses unitarias (5.1.6).

PROCEDIMENTO PARA PRODUTOS EM DOSES
MULTIPLAS

Para produtos acondicionados em recipientes para doses
multiplas, o teste permite verificar a homogeneidade no
envase.

Pos para reconstitui¢do (uso oral e parenteral)

Pesar, individualmente, 10 unidades. Remover o contetido
e lavar os respectivos recipientes utilizando solvente
adequado. Secar, esfriar a temperatura ambiente e pesar
novamente. A diferenga entre as duas pesagens representa
o peso do contetido.

Determinar o peso médio do contetido das 10 unidades. Os
valores individuais ndo diferem de +£10% em relagdo ao
peso médio.

Granulados, pos, géis, cremes e pomadas

Nota: para realizar o teste, é necessario conhecer a
quantidade nominal do envase.

Pesar, individualmente, 10 unidades. Remover o conteudo
e lavar os respectivos recipientes utilizando solvente
adequado. Secar, esfriar & temperatura ambiente e pesar
novamente. A diferenca entre as duas pesagens representa
o peso do conteudo.

Determinar o peso médio do conteudo das 10 unidades. O
peso médio dos contetidos ndo ¢ inferior ao peso declarado
e o peso individual de nenhuma das unidades testadas ¢é
inferior a porcentagem indicada na Tabela 2, em relagdo
ao peso declarado.

Caso ndo seja cumprida essa exigéncia, determinar o peso
individual do contetido de 20 unidades adicionais. O peso
médio do contetido das 30 unidades ndo ¢ inferior ao peso
declarado, e o peso individual de ndo mais que uma unidade
em 30 ¢ inferior & porcentagem indicada na Tabela 2, em
relacdo ao peso declarado.

Tabela 2 — Critérios de avaliagdo da determinagio de peso para formas farmacéuticas em doses miiltiplas.

Formas farmacéuticas em doses miiltiplas

Peso declarado

Porcentagem minima em
relagcdo ao peso declarado

até 60 g
Granulados, pos, géis, cremes ¢ pomadas

acimade 60 ge até 150 g
acima de 150,0 g

90,0%
92,5%
95,0%
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5.1.2 DETERMINACAO DE
VOLUME

O teste de determinacdo de volume ¢ requerido para
produtos liquidos em recipientes para doses multiplas e
produtos liquidos em recipientes para dose unica. O teste
se aplica tanto a preparagdes liquidas quanto a preparacdes
liquidas obtidas a partir de pos para reconstitui¢do. O teste
ndo ¢ requerido para produtos liquidos em recipientes
para dose Unica quando, na monografia individual, constar
requerimento para Uniformidade de doses unitarias (5.1.6).

PROCEDIMENTO

Produtos liquidos em recipientes para doses multiplas
(exceto injetdveis)

Separar 10 unidades. Remover os lacres metalicos, quando
for o caso. Retirar rotulos que possam sofrer danos
durante o teste. Pesar, individualmente, cada recipiente
com as respectivas tampas. Homogeneizar, remover e
reunir os conteudos e reservar para a determinacdo da
densidade de massa. Lavar os recipientes e as tampas
com agua e, em seguida, com ctanol. Secar em estufa a
105 °C, por uma hora, ou em temperatura compativel
com o material do recipiente, até peso constante. Esfriar
a temperatura ambiente, recolocar a tampa e outras partes
correspondentes ¢ pesar novamente. A diferenca entre as
duas pesagens representa o peso do contetiido. Determinar
os volumes individuais correspondentes (), em mL,
utilizando a expressdo:

pom
P

em que

m = peso do contetudo, em g;

p = densidade de massa do produto, em g/mL, determinada
a 20 °C, conforme descrito em Determinacdo da densidade
de massa e densidade relativa (5.2.5).

A partir dos valores obtidos, calcular o volume médio
das unidades testadas. O volume médio ndo ¢ inferior ao
volume declarado e o volume individual de nenhuma das
unidades testadas € inferior a 95,0% do volume declarado.

Produtos liquidos em recipientes para doses multiplas
obtidos a partir de pos para reconstituicdo (exceto
injetaveis)

Separar 10 unidades. Reconstituir cada unidade conforme
indicado no rotulo. Proceder conforme descrito em
Produtos liquidos em recipientes para doses multiplas
(exceto injetaveis).

A partir dos valores obtidos, calcular o volume médio
das unidades testadas. O volume médio néo € inferior ao
volume declarado e o volume individual de nenhuma das
unidades testadas ¢ inferior a 95,0% ou superior a 110,0%
do volume declarado.

Produtos liquidos em recipientes para dose unica (exceto
injetaveis)

Separar 10 unidades. Verter, separadamente, o contetido de
cada unidade em provetas secas calibradas de capacidade
que ndo exceda 2,5 vezes o volume a ser medido, tomando
precaugdes para evitar a formagdo de bolhas. Deixar o
liquido escoar por 5 segundos, a menos que indicado de
maneira diferente na monografia individual. Efetuar a
medicao.

A partir dos valores obtidos, calcular o volume médio
das unidades testadas. O volume médio nio ¢ inferior ao
volume declarado, € o volume individual de nenhuma das
unidades testadas ¢ inferior a 95,0% ou superior a 110,0%
do volume declarado.

Produtos liquidos injetaveis

O teste se aplica a produtos liquidos injetaveis
acondicionados em recipientes como ampolas, frascos-
ampola, bolsas plasticas, frascos plasticos, carpules ou
seringas pré-carregadas. Os recipientes sdo preenchidos
com pequeno excesso volume, de acordo com as
caracteristicas do produto, para permitir a administragdo
do volume declarado. Os excessos minimos de volume
recomendados na Tabela 1 geralmente sdo suficientes para
permitir a retirada e a administragdo do volume declarado.

Tabela 1 - Excesso de volume recomendado
para produtos liquidos injetaveis.

Excesso minimo de

Volume declarado (mL) volume recomendado

moveis / mL | viscosos / mL
0,5 0,10 0,12
1,0 0,10 0,15
2,0 0,15 0,25
3,0 0,20 0,35
4,0 0,25 0,45
5,0 0,30 0,50
10,0 0,50 0,70
20,0 0,60 0,90
30,0 0,80 1,20
50,0 ou mais 2% 3%

Suspensdes e emulsdes devem ser agitadas antes da
retirada do conteudo e antes da determinagao da densidade.
Preparagdoes oleosas ou muito viscosas podem ser
aquecidas, se necessario, segundo as indicagdes do rotulo
ou a 37 °C, e agitadas vigorosamente antes da retirada do
contetdo. Os contetidos sdo entdo esfriados entre 20 °C e
25 °C antes da medi¢ao do volume.

Para injetaveis em recipientes para dose unica, testar 6
unidades se o volume declarado ¢é igual ou superior a 10
mL, 10 unidades se o volume declarado é superior a 3 mL
e inferior a 10 mL, ou 12 unidades se o volume declarado é
igual ou inferior a 3 mL. Remover o conteudo total de cada
unidade com auxilio de seringa de capacidade que ndo
exceda 3 vezes o volume a ser medido, munida de agulha
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namero 21 com ndo menos que 2,5 cm de comprimento.
Eliminar bolhas eventualmente existentes na agulha e na
seringa e transferir o contetido da seringa, sem esvaziar a
agulha, para proveta seca calibrada de capacidade que ndo
exceda 2,5 vezes o volume a ser medido. Alternativamente,
o contetido da seringa pode ser transferido para béquer seco
tarado, sendo o volume calculado pelo peso do liquido,
em gramas, dividido pela sua densidade. Para recipientes
com volume declarado de 2 mL ou menos, os conteudos
dos recipientes podem ser reunidos para obter o volume
necessario para a medi¢do, devendo-se utilizar seringas e
agulhas secas separadas para cada recipiente. O contetido de
recipientes com volume declarado de 10 mL ou mais pode
ser determinado esvaziando-se o contetildo de cada recipiente
diretamente em provetas calibradas ou béqueres tarados.

O volume de cada recipiente examinado ndo ¢ inferior ao
volume declarado. No caso de recipientes com volume
declarado de 2 mL ou menos, o volume dos conteudos
reunidos ndo ¢ inferior a soma dos volumes declarados dos
recipientes utilizados no teste.

Para injetdveis em recipientes para doses multiplas
rotulados para conter um niimero especifico de doses de um
determinado volume, selecionar uma unidade e proceder
conforme descrito para injetaveis em recipientes para dose
Unica, utilizando niimero de seringas e agulhas separadas
equivalente ao numero de doses especificadas no rotulo.
O volume dispensado por cada seringa ndo ¢ inferior ao
volume declarado por dose.

Para injetaveis em cartuchos ou seringas pré-carregadas,
testar uma unidade se o volume declarado ¢ igual ou
superior a 10 mL, 3 unidades se o volume declarado é
superior a 3 mL e inferior a 10 mL ou 5 unidades se o
volume declarado ¢ igual ou inferior a 3 mL. Ajustar aos
recipientes os acessorios necessarios para sua utilizagdo
(agulha, émbolo, corpo de seringa), quando for o caso, e
transferir o contetido de cada recipiente, sem esvaziar a
agulha, para béquer seco tarado, empurrando o €mbolo
lenta e regularmente. Calcular o volume, em mililitros,
dividindo o peso do liquido, em gramas, pela sua
densidade. O volume de cada recipiente ndo ¢é inferior ao
volume declarado.

Para preparagdes injetaveis de grande volume (infusdes
parenterais), selecionar duas unidades e transferir o contetido
de cadarecipiente para provetas secas calibradas de capacidade
que ndo exceda 2,5 vezes o volume a ser medido. O volume
de cada recipiente ndo ¢ inferior ao volume declarado.

5.1.3 DETERMINACAO DE
RESISTENCIA MECANICA EM
COMPRIMIDOS

Os testes de resisténcia mecanica, tais como dureza e
friabilidade, sdo considerados oficiais dentro do contexto
legal desta Farmacopeia, constituindo-se em elementos
uteis na avaliag@o da qualidade integral dos comprimidos.
Estestestes visam demonstrar aresisténcia dos comprimidos
a ruptura provocada por quedas ou fricgdo.

5.1.3.1 TESTE DE DUREZA

O teste de dureza permite determinar a resisténcia do
comprimido ao esmagamento ou a ruptura sob pressao
radial. A dureza de um comprimido é proporcional a for¢a de
compressdo e inversamente proporcional a sua porosidade.
O teste se aplica, principalmente, a comprimidos nao
revestidos.

O teste consiste em submeter o comprimido a agdo de
um aparelho que meca a forga, aplicada diametralmente,
necessaria para esmaga-lo. A forca ¢ medida em newtons (N).

APARELHAGEM

Podem ser utilizados diferentes tipos de aparelhos, os quais
diferem basicamente quanto ao mecanismo empregado para
exercer a pressdo. A for¢a pode ser exercida manualmente
ou mecanicamente. A medida que a pressdo aumenta, um
émbolo, uma placa ou um pistdo aplica determinada forca
sobre o comprimido, apoiado em base fixa. O aparelho ¢
calibrado com precisdo de 1 N.

PROCEDIMENTO

O teste ¢ realizado com 10 comprimidos, eliminando
qualquer residuo superficial antes de cada determinagéo. Os
comprimidos sdo testados, individualmente, obedecendo
sempre a mesma orientagdo (considerar a forma, presenga
de ranhura e gravacdo). Expressar o resultado como a
média dos valores obtidos nas determinagdes. O resultado
do teste ¢ informativo.

5.1.3.2 TESTE DE FRIABILIDADE

O teste de friabilidade permite determinar a resisténcia
dos comprimidos a abrasdo, quando submetidos a agdo
mecanica de aparelhagem especifica. O teste se aplica,
unicamente, a comprimidos ndo revestidos.

O teste consiste em pesar com exatiddo um namero
determinado de comprimidos, submeté-los a agdo do
aparelho e retira-los depois de efetuadas 100 rotagdes.
Apds remover qualquer residuo de p6d dos comprimidos,
eles sdo novamente pesados. A diferenca entre o peso
inicial e o final representa a friabilidade, medida em fungao
da porcentagem de po perdido.

APARELHAGEM

O aparelho (Figura 1) consiste de um cilindro rotativo,
com 287,0 + 4,0 mm de didmetro e 38,0 + 2,0 mm
de profundidade, constituido de polimero sintético
transparente com faces internas polidas de baixa atividade
estatica, o qual gira em torno de seu eixo a uma velocidade
de 25 + 1 rotagdes por minuto. Uma das faces do cilindro
¢ removivel. Os comprimidos sdo recolhidos a cada volta
do cilindro por uma projeg¢do curva com raio interno de
80,5 + 5,0 mm que se estende do centro a parede externa
do cilindro, e levados a uma altura de 156,0 £ 2,0 mm, de
onde caem repetidamente.
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2B7.0+£40mm
diametro interno

156,0 £ 2,0 mm
altura da queda

80550 mm
raio interno

10,0201 mm
didametro

250+ 05 mm
diametro

Figura 1 — Aparelho para teste de friabilidade (friabilometro).

PROCEDIMENTO

Para comprimidos com peso médio igual ou inferior a 0,65
g, utilizar 20 comprimidos. Para comprimidos com peso
médio superior a 0,65 g, utilizar 10 comprimidos. Pesar,
com exatiddo, os comprimidos, introduzi-los no aparelho.
Ajustar a velocidade para 25 rotagdes por minuto ¢ o
tempo de teste para 4 minutos. Decorrido o prazo, remover
qualquer residuo de p6 da superficie dos comprimidos e
pesar novamente. Nenhum comprimido pode apresentar-
se, ao final do teste, quebrado, lascado, rachado ou partido.
Sdo considerados aceitaveis os comprimidos com perda
igual ou inferior a 1,5% do seu peso ou a porcentagem
estabelecida na monografia. Se o resultado for duvidoso
ou se a perda for superior ao limite especificado, repetir o
teste por mais duas vezes, considerando-se, na avalia¢do, o
resultado médio das trés determinagdes.

5.1.4 TESTES DE
DESINTEGRACAO

5.1.4.1 TESTE DE DESINTEGRACAO
PARA COMPRIMIDOS E CAPSULAS

O teste de desintegrag@o permite verificar se comprimidos
e capsulas se desintegram dentro do limite de tempo
especificado, quando seis unidades do lote sdo submetidas
a agdo de aparclhagem especifica sob condi¢des
experimentais descritas.

O teste se aplica a comprimidos ndo revestidos, revestidos
com filme ou com revestimento agucarado (drageas),
comprimidos com revestimento entérico, comprimidos
sublinguais, comprimidos  soluveis, comprimidos
dispersiveis, céapsulas duras e capsulas moles. Pode
ser aplicado a comprimidos mastigaveis, nesse caso as
condigdes e critérios de avaliagdo constardo na monografia
individual. O teste ndo se aplica a pastilhas e comprimidos
ou capsulas de liberacdo controlada (prolongada).

A desintegracdo ¢ definida, para os fins desse teste, como
o estado no qual nenhum residuo das unidades testadas
(capsulas ou comprimidos) permanece na tela metalica do
aparelho de desintegragdo, salvo fragmentos insolaveis de
revestimento de comprimidos ou invélucros de capsulas.
Consideram-se, também, como desintegradas as unidades
que durante o teste se transformam em massa pastosa,
desde que ndo apresentem nucleo palpavel.

APARELHAGEM

Consiste de sistema de cestas e tubos (Figura 1), de
recipiente apropriado para o liquido de imersdo (um béquer
com capacidade de 1 litro), de termostato para manter o
liquido a 37 +£ 1 °C e de mecanismo para movimentar
verticalmente a cesta e os tubos no liquido de imersdo,
com frequéncia constante e percurso especifico. O volume
do liquido de imersdo deverd ser suficiente para que, ao
atingir o ponto mais alto do percurso, a parte inferior da
cesta fique, no minimo, a 25 mm abaixo da superficie do
liquido, e que no ponto mais baixo fique, no minimo, a
25 mm do fundo do béquer. Os movimentos ascendente e
descendente deverdo ter a mesma velocidade e a mudanga
do sentido do movimento deve ser suave.
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A cesta consiste em seis tubos de vidro ou acrilico
transparente, abertos em ambos os lados. As dimensdes
dos tubos sdo: comprimento 77,5 £ 2,5 mm, didmetro
interno entre 20,7 mm ¢ 23,0 mm ¢ espessura das paredes
aproximadamente 2 mm.

Os tubos sdo mantidos verticalmente, adaptando-se
em cada extremidade da cesta um disco de material
transparente adequado, com diametro entre 88,0 mm e
92,0 mm e espessura entre 5,0 mm e 8,5 mm, possuindo
seis orificios nos quais sdo introduzidos os tubos. Os seis
orificios eqiidistam do centro de cada disco, estando
igualmente espacados. Na face externa do disco inferior
encontra-se uma tela de arame (diametro de 0,635 + 0,030
mm) de aco inoxidavel, com abertura entre 1,8 mm e 2,2
mm, presa por meio de trés parafusos.

Para o teste de desintegracdo de capsulas, uma tela de
arame de aco inoxidavel, semelhante aquela adaptada ao
disco inferior da cesta, ou outro dispositivo adequado pode
ser adaptado a face externa do disco superior para evitar
que as capsulas escapem dos tubos durante o teste.

As partes que constituem a cesta sdo montadas ¢ mantidas
firmemente unidas mediante eixo metalico central, com
diametro de cerca de 5 mm. A extremidade superior do eixo
central deve ter dispositivo para fixar a cesta a0 mecanismo
que produz o movimento vertical do sistema.

Quando indicado, deve ser adicionado em cada tubo
da cesta um disco cilindrico de material transparente
adequado, com densidade relativa entre 1,18 e 1,20,
diametro de 20,70 = 0,15 mm, e espessura de 9,50 = 0,15
mm. Cada disco possui cinco orificios, cada um com 2 mm
de diametro, sendo um orificio no eixo do cilindro e os
outros quatro eqiiidistantes, dispostos sobre um circulo
de 6 mm de raio relativo ao centro do disco. A superficie
lateral do disco possui quatro mossas eqiiidistantes, com
profundidade de 2,6 = 0,1 mm, em forma de V, as quais,
no lado superior do disco, medem 9,4 + 0,2 mm de largura,
e no lado inferior, 1,6 mm. Todas as superficies do disco
sdo lisas. O desenho e montagem da cesta podem variar
desde que as especificagdes para os tubos e abertura das
telas sejam mantidas.

1.5

de ago
moxdianel

Figura 1 — Aparelho para teste de desintegracio de

comprimidos e capsulas (dimensdes em mm).

PROCEDIMENTO

Comprimidos ndo revestidos

Utilizar seis comprimidos no teste. Colocar um comprimido
em cada um dos seis tubos da cesta, adicionar um disco a
cada tubo e acionar o aparelho, utilizando 4gua mantida
a 37 = 1 °C como liquido de imersdo, a menos que outro
liquido seja especificado na monografia do medicamento.

Ao final do intervalo de tempo especificado, cessar o
movimento da cesta e observar o material em cada um dos
tubos. Todos os comprimidos devem estar completamente
desintegrados. Se os comprimidos ndo se desintegrarem
devido a aderéncia aos discos, repetir o teste com seis
outros comprimidos, omitindo os discos. Ao final do
teste, todos os comprimidos devem estar completamente
desintegrados. O limite de tempo estabelecido como
critério geral para a desintegragdo de comprimidos ndo
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revestidos ¢ de 30 minutos, a menos que indicado de
maneira diferente na monografia individual.

Comprimidos com revestimento agucarado (drageas) ou
revestidos com filme

Utilizar seis comprimidos no teste. Colocar um comprimido
em cada um dos seis tubos da cesta. Colocar um disco em
cada tubo ¢ acionar o aparelho, utilizando agua mantida
a 37 £ 1 °C, como liquido de imersdo. Ao final do
intervalo de tempo especificado, cessar 0 movimento da
cesta e observar o material em cada um dos tubos. Se os
comprimidos ndo estiverem completamente desintegrados,
testar outros seis comprimidos, substituindo a agua por
acido cloridrico 0,1 M, mantido a 37 + 1 °C, como liquido
de imersdo. Ao final do intervalo de tempo especificado,
cessar 0 movimento da cesta e observar o material em
cada um dos tubos. Todos os comprimidos devem estar
completamente desintegrados. Se os comprimidos ndo
se desintegrarem devido a aderéncia aos discos, repetir
0 teste com seis outros comprimidos, omitindo os
discos. Ao final do teste, todos os comprimidos devem
estar completamente desintegrados. O limite de tempo
estabelecido como critério geral para a desintegragdo de
comprimidos revestidos com filme ¢ de 30 minutos, e para
comprimidos com revestimento agucarado (drageas) é de
60 minutos, a menos que indicado de maneira diferente na
monografia individual.

Comprimidos ou capsulas com revestimento entérico
(gastro-resistentes)

Utilizar seis unidades no teste. Colocar uma unidade
em cada um dos seis tubos da cesta. Acionar o aparelho,
sem adicionar os discos, utilizando acido cloridrico 0,1
M mantido a 37 £ 1 °C como liquido de imersao, por 60
minutos ou o tempo especificado na monografia individual.
Cessar o movimento da cesta e observar os comprimidos
ou capsulas. Nenhuma unidade pode apresentar qualquer
sinal de desintegracdo, rachadura ou amolecimento, que
possibilite o extravasamento do seu contetido. Colocar
um disco em cada tubo e acionar o aparelho, utilizando
solucdo tampao fosfato pH 6,8 mantido a 37 = 1 °C como
liquido de imersdo. Decorridos 45 minutos ou o tempo
especificado na monografia, cessar o0 movimento da cesta
e observar o material em cada um dos tubos. Todos os
comprimidos ou céapsulas devem estar completamente
desintegrados, podendo restar apenas fragmentos de
revestimento insoliveis. Se os comprimidos ou cépsulas
ndo se desintegrarem devido a aderéncia aos discos, repetir
o teste com seis outras unidades, omitindo os discos. Ao
final do teste, todos os comprimidos ou cépsulas devem
estar completamente desintegrados. O teste ndo se aplica
a capsulas ndo revestidas que contém preparacdo de
liberagdo entérica.

Comprimidos sublinguais

Realizar o teste conforme descrito para Comprimidos ndo
revestidos, omitindo o uso de discos. Apos 5 minutos,
todos os comprimidos devem estar completamente
desintegrados.

Comprimidos soluveis e comprimidos dispersiveis

Realizar o teste conforme descrito para Comprimidos
ndo revestidos, utilizando 4gua mantida entre 15 °C e 25
°C, como liquido de imersdo. Ap6s 3 minutos, todos os
comprimidos devem estar completamente desintegrados.

Capsulas gelatinosas (duras)

Realizar o teste conforme descrito para Comprimidos
ndo revestidos, omitindo o uso dos discos. Utilizar uma
tela com abertura de 1,8 mm a 2,2 mm, de arame de aco
inoxidavel adaptada a tampa da cesta, conforme descrito no
item Aparelhagem. Observar as capsulas apos 45 minutos
ou conforme especificado na monografia do medicamento.
Todas as céapsulas devem estar completamente
desintegradas, ou restando, na tela, apenas fragmentos
insoluveis de consisténcia mole.

Capsulas moles

Realizar o teste conforme descrito para Comprimidos
ndo revestidos, utilizando os discos. Observar as
capsulas apos 30 minutos ou conforme especificado na
monografia do medicamento. Todas as capsulas devem
estar completamente desintegradas, ou restando, na tela,
apenas fragmentos insoliveis de consisténcia mole. Se
as capsulas ndo se desintegrarem devido a aderéncia aos
discos, repetir o teste com seis outras unidades, omitindo
os discos. Ao final do teste, todas as capsulas devem estar
completamente desintegradas.

5.1.4.2 TESTE DE DESINTEGRACAO
DE SUPOSITORIOS, OVULOS E
COMPRIMIDOS VAGINAIS

Este teste permite verificar a maior ou menor capacidade
dessas formas farmacéuticas de amolecerem ou se
desagregarem em meio liquido, no espago de tempo
prescrito.

Considera-se desintegragdo completa quando o supositorio
ou 6vulo apresentar:

a) dissolugdo completa;

b) separagdo completa de seus componentes, acumulando-
se substancias graxas fundidas na superficie do liquido,
depositando-se os pés insoliveis no fundo do recipiente e
dissolvendo-se os componentes soluveis da amostra, sendo
que a distribuicdo dos componentes ocorre de um ou mais
dos modos descritos acima;

¢) amolecimento da amostra que pode ser acompanhado
pela mudanga da sua forma sem que ocorra separacdo
completa de seus componentes; o amolecimento deve ser
tal que, ao pressionar a amostra amolecida com bastdo de
vidro, ndo se perceba existéncia de camada mais dura na
sua superficie;

d) ruptura da capsula gelatinosa de 6vulos, permitindo
liberacdo de seus componentes;
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e) auséncia de residuo sobre o disco perfurado ou, quando
houver, tenha a consisténcia de massa mole que ndo ofereca
resisténcia a pressdo de bastdo de vidro.

APARELHAGEM

A aparelhagem (Figura 1) consiste de cilindro de vidro ou
plastico, transparente, com paredes de espessura apropriada,
em cujo interior se encontra preso, por trés ganchos de
metal, um dispositivo metalico que consiste de dois discos
perfurados de aco inoxidavel, contendo cada um 39 orificios
de 4 mm de didmetro cada. O didmetro de cada disco é
tal que permite a sua introdugdo no cilindro transparente,
ficando os discos afastados de, aproximadamente, 30 cm. A
determinag@o ¢ levada a efeito utilizando-se trés aparelhos,
contendo cada um uma Unica amostra. Cada aparelho ¢
introduzido no interior de béquer de, pelo menos, 4 litros de
capacidade, contendo agua a temperatura de 36 °C a 37 °C,
a menos que indicado de maneira diferente na monografia
individual. O béquer ¢ provido de agitador que opere em
velocidade lenta e dispositivo que permita inverter o cilindro
sem retira-lo da agua.
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Figura 1 — Aparelho para teste de desintegracdo de supositorios,
6vulos e comprimidos vaginais (dimensdes em mm).

PROCEDIMENTO

Supositorios e ovulos

Utilizar trés supositorios ou 6vulos. Colocar cada um deles
sobre o disco inferior do dispositivo, introduzir e fixar o
disco no interior do cilindro. Inverter o aparelho a cada

10 minutos. Examinar as amostras depois de decorrido
o tempo prescrito na monografia. O teste ¢ considerado
satisfatorio se todas as amostras se apresentarem
desintegradas. O limite de tempo estabelecido como
critério geral para a desintegragdo ¢ de 30 minutos para
supositorios, 6vulos e comprimidos vaginais com base
hidrofébica, e de 60 minutos para supositérios com base
hidrofilica, a menos que indicado de maneira diferente na
monografia individual.

Comprimidos vaginais

Utilizar o aparelho descrito em Desintegracdo de
supositorios e ovulos, montado conforme Figura 2.
Introduzir o cilindro em béquer de didmetro adequado
contendo agua entre 36 °C e¢ 37 °C que deve cobrir
uniformemente as perfuragdes do disco. Utilizar trés
aparelhos, colocando em cada um deles um comprimido
vaginal sobre o disco superior. Cobrir o aparelho com
uma placa de vidro para assegurar a umidade adequada.
Examinar o estado de cada amostra depois de decorrido
o tempo prescrito na monografia. O teste ¢ considerado

satisfatorio se todas as amostras se apresentarem
desintegradas.
™ i

Figura 2 — Aparelho para teste de desintegraciio de
supositorios, ovulos e comprimidos vaginais.

A, placa de vidro; B, comprimido vaginal;C, superficie da dgua; D, dgua;
E, fundo do recipiente.

5.1.5 TESTE DE DISSOLUCAO

O teste de dissolugao possibilita determinar a quantidade de
substancia ativa dissolvida no meio de dissolugdo quando
o produto ¢ submetido a acdo de aparelhagem especifica,
sob condi¢cdes experimentais descritas. O resultado ¢é
expresso em porcentagem da quantidade declarada no
rotulo. O teste se destina a demonstrar se o produto atende
as exigéncias constantes na monografia do medicamento
em comprimidos; capsulas e outros casos em que o teste
seja requerido.
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APARELHAGEM PARA OS METODOS 1 E 2

O aparelho de dissolucdo consiste de um sistema de trés
componentes, descritos a seguir.

(1) Recipientes abertos de forma cilindrica e fundo
hemisférico (cubas), feitos em vidro boro silicato, plastico
ou outro material transparente e inerte, aos quais pode
ser adaptada tampa de material inerte, com aberturas
adequadas para o agitador, coleta de amostras e inser¢ao
de termOmetro. As cubas podem apresentar as seguintes
dimensdes e capacidades: 185 £ 25 mm de altura e 102 + 4
mm de didmetro interno para uma capacidade nominal de
um litro; 290 £+ 10 mm de altura e 102 = 4 mm de didmetro
interno para uma capacidade nominal de dois litros; 290 +
10 mm de altura e 150 £ 5 mm de didmetro interno para
uma capacidade nominal de quatro litros.

(2) Hastes em ago inoxidavel para prover agitagdo do meio,
que podem apresentar sob duas formas: cestas (Método
1) ou pas (Método 2) (Figuras 1 e 2). A haste deve ser
centralizada de tal forma que, ao ser acionada, seu eixo
de rotagdo ndo se afaste mais de 2 mm em relagdo ao eixo
vertical do recipiente contendo o meio de dissolug@o.

(3) Um motor que possibilita ajustar a velocidade de rotagdo
da haste aquela especificada na monografia individual,

mantendo-a nos limites de +4%. A rotagdo nao deve produzir
efeitos indesejaveis na hidrodindmica do sistema.

As cubas sdo imersas em banho de agua termostatizado,
de material transparente e tamanho adequado, em que
a temperatura seja mantida a 37 °C = 0,5 °C durante a
execugdo do teste. O aparelho deve ser isento de qualquer
fonte de vibragdo, inclusive externa, que possa influir na
hidrodinamica do sistema. De preferéncia, o aparelho deve
possibilitar a visualizacdo das amostras e dos agitadores
durante o teste.

Meétodo 1: Cestas

Quando especificado na monografia, utiliza-se como
agitador uma haste de ago inoxidavel, em cuja extremidade
se adapta uma cesta do mesmo material (Figura 1). A tela
padrao utilizada na confeccdo da cesta possui didmetro de
fio de 0,25 mm e abertura de malha quadrada de 0,40 +
0,04 mm (mesh 40), salvo especificagdo em contrario na
monografia individual. A amostra deve ser colocada dentro
da cesta seca, antes do inicio do teste. Durante sua execu¢ao,
uma distancia de 25 + 2 mm deve ser mantida entre a parte
inferior da cesta e o fundo interno do recipiente que contém
o meio de dissolugdo.

|
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Figura 1 - Método 1 (Cestas). A cesta e a cuba niio estio na mesma proporcio.




68

Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢do

Meétodo 2: Pas

Quando especificado na monografia, utiliza-se como
agitador uma haste de aco inoxidavel, revestida ou ndo de
material inerte, cuja extremidade apresenta a forma de pa
(Figura 2), capaz de girar suavemente e sem desvio de eixo
durante o tempo e velocidade especificados na monografia
correspondente. A amostra deve ser adicionada, sempre que
possivel, antes do inicio do teste. Durante sua execucao,

uma distancia de 25 £ 2 mm deve ser mantida entre o
extremo inferior das pas e o fundo interno do recipiente
que contém o meio de dissolucdo.

E importante que as amostras nio flutuem no meio de
dissolucdo. Pode-se recorrer a um dispositivo apropriado,
confeccionado em fio de ago espiralado em poucas voltas
e em didmetro suficiente para a prisionar a capsula ou o
comprimido sem deforma-los nem reduzir a drea de contato
com 0 meio.
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Figura 2 — Método 2 (P4s). A p4 e a cuba ndo estio na mesma proporgio.

APARELHAGEM PARA O METODO 3

Meétodo 3: Cilindros Alternantes

O aparelho de dissolugdo para o Método 3 consiste de
uma série de frascos cilindricos de fundo plano; uma série
de cilindros de vidro com sistema de fecho de material
inerte (ago inoxidavel ou outro material adequado) e telas
confeccionadas de material ndo adsorvente e ndo reativo,
destinadas a serem acopladas nas partes: superior e inferior

dos cilindros. Um motor e um dispositivo de encaixe dos
cilindros devem possibilitar movimento alternante vertical,
ascendente e descendente, dos cilindros nos frascos e,
também, propiciar deslocamento horizontal do cilindro
para outro frasco disposto em uma fila diferente.

Os frascos permanecem parcialmente imersos em um
banho de agua, de dimensdes adequadas, que possibilita
a termo estatizagdo a 37 °C + 0,5 °C durante o periodo de
ensaio. O aparelho deve estar isento de qualquer vibragao,
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interna ou externa, que possa influir no movimento suave
ascendente e descendente dos cilindros. O aparelho deve
possuir dispositivo de ajuste da velocidade de movimento
alternante, de acordo com o preconizado na monografia
individual, com varia¢do maxima de + 5%.

Preferentemente, o aparelho deve possibilitar a visualizag@o
dos cilindros e das amostras em andlise em seu interior. Os
frascos possuem tampa adequada, a qual deve permanecer
fixa durante a realizagdo do ensaio. Os componentes do
conjunto possuem as dimensdes apresentadas na Figura
3, a menos que haja alguma especificagdo diferenciada na
monografia.

EEER] :
212 . Orificios
T[ ]'I‘ /,_f 38201
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B,

- Frazco de vidro

180 4 1

Figura 3 - Método 3 (Cilindros alternantes).
As dimensoes indicadas sdo em milimetros.

MEIO DE DISSOLUCAO

Utiliza-se o meio de dissolucdo especificado na monografia
do produto, previamente desgaseificado por procedimento
conveniente, quando necessario, para evitar a formagao de
bolhas que possam interferir na velocidade de dissolucao
a ser medida. Quando o meio de dissolugdo for solucao
tampao, o pH deve ser ajustado a = 0,05 unidades do valor
do pH especificado na monografia do produto.

TEMPO DE DISSOLUCAO

Quando um unico tempo for especificado na monografia do
produto, ele representa o tempo maximo dentro do qual deve
ser dissolvida a quantidade minima, em porcentagem, de
substancia ativa nela estabelecida. Quando mais de um tempo
for especificado na monografia, devem ser tomadas aliquotas,
adequadamente medidas, ao final de cada tempo indicado.

PROCEDIMENTO GERAL PARA OS METODOS 1 E 2

Montar e verificar a aparelhagem conforme especificagdes
mencionadas anteriormente, a fim de reduzir, a0 minimo,
fatores que alterem significativamente a hidrodindmica
do sistema (desvio de eixo, vibragdo, etc.). Adicionar o
volume medido do Meio de dissolugdo especificado na
monografia do produto, convenientemente desgaseificado,
caso necessario, ao recipiente da aparelhagem de
dissolucdo. Manter a temperatura do meio a 37 °C £ 0,5
°C, retirando o termdmetro antes de iniciar a agitacdo.
No caso do Método 1, colocar a amostra dentro da cesta
seca. No caso do Método 2, colocar a amostra dentro do
recipiente de dissolugdo, como descrito anteriormente.
Em ambos os casos, ao observar formagdo de bolhas na
superficie das amostras, quando em contato com o meio
de dissolugdo, verificar sua influéncia no resultado. Iniciar
imediatamente a agitagdo, conforme velocidade pré-fixada.
Em intervalo(s) de tempo especificado(s) na monografia do
produto, retirar aliquota para analise da regido intermédia
entre a superficie do meio de dissolugdo e a parte superior
do cesto ou pas, a ndo menos que 1 cm da parede interna do
recipiente (Figuras 1 e 2). Durante a retirada da aliquota,
manter a agitagdo. Filtrar imediatamente as amostras,
caso nao esteja utilizando filtros acoplados ao sistema de
amostragem. Os filtros empregados devem ser inertes,
ndo adsorver por¢do significativa do farmaco e possuir
porosidade adequada. De acordo com o especificado na
monografia do produto, o volume de amostra retirado
pode ou ndo ser reposto. Se necessaria a reposi¢do, o
mesmo meio de dissolugdo aquecido a 37 °C deve ser
utilizado. Caso a reposi¢do do meio de dissolucdo ndo seja
realizada, corrigir o volume nos calculos. Apos filtragao e
diluig¢do (quando necessario) da aliquota, a quantificagdo
do farmaco ¢ efetuada mediante a técnica indicada na
monografia do produto. Repetir o teste com doses unitarias
adicionais, conforme necessario, considerando os Critérios
de aceitagdo.

Dissolu¢do de capsulas: caso se obtenha resultado
insatisfatorio, repetir o teste da seguinte forma: quando o
meio de dissolugdo for d4gua ou tampao com pH inferior a
6,8, utilizar o mesmo meio de dissolucdo especificado com
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adigdo de pepsina purificada com atividade de, no méaximo,
750 000 unidades/ 1000 mL. Para meio de dissolu¢do com
pH igual ou superior a 6,8, adicionar pancreatina de, no
maximo, 1750 unidades de protease/ 1000 mL.

PROCEDIMENTO PARA FORMAS FARMACEUTICAS
DE LIBERACAO RETARDADA

Empregar o Método A ou o Método B ou o método indicado
na monografia individual.

Meétodo A

Estagio acido: utilizar 750 mL de HCI 0,1 M como Meio
de dissolugdo nas cubas quando empregando os Métodos
1 e 2. Montar o aparelho de dissolu¢ao conforme descrito
em Aparelhagem para os Métodos 1 e 2 e adicionar uma
unidade de ensaio em cada cuba ou cesta, conforme o
caso. Proceder ao teste com a velocidade especificada na
monografia por 2 horas. Ao final deste tempo, retirar uma
aliquota do Meio de dissolugdo e, imediatamente, executar
o Estagio tampdo pH 6,8. Determinar a quantidade de
farmaco dissolvido na aliquota amostrada, empregando
método analitico adequado.

Estagio tampdo pH 6,8: executar o preparo do estagio tampao
e ajuste do pH em 5 minutos. Com o aparelho de dissolugido
operando na velocidade especificada para o produto,
adicionar ao Meio de dissolu¢do do Estdgio acido 250 mL
de solugdo de fosfato de sodio tribasico 0,20 M previamente
climatizado a 37 °C £ 0,5 °C. Ajustar, se necessario, o pH
para 6,8 = 0,05 com HCI 2 M ou NaOH 2 M. Continuar
operando o aparelho de dissolugdo por 45 minutos, ou o
tempo especificado na monografia. Ao final deste tempo,
retirar aliquota do Meio de dissolug¢do do Estagio tampdo
pH 6,8 e determinar a quantidade de farmaco dissolvido,
empregando método analitico adequado.

Meétodo B

Estagio acido: utilizar 1000 mL de HCI 0,1 M como Meio
de dissolugdo nas cubas ¢ montar o aparelho de dissolugéo
conforme descrito em Aparelhagem para os Métodos 1
e 2. Adicionar uma unidade de ensaio em cada cuba ou
cesta, conforme o caso. Proceder ao teste com a velocidade
especificada na monografia por 2 horas. Ao final desse
tempo, retirar uma aliquota do Meio de dissolugdo e,
imediatamente, executar o Estdgio tampdo pH 6,8.
Determinar a quantidade de farmaco dissolvido na aliquota
amostrada, empregando método analitico adequado.

Estagio tampdo pH 6,8: empregar tampao fosfato pH 6,8
previamente climatizado a 37 °C £ 0,5 °C. Drenar o meio de
dissolugdo do Estdgio dacido das cubas e adicionar 1000 mL de
meio de dissolu¢do tampao fosfato pH 6,8. Como alternativa
pode-se remover cada cuba com o meio do Estdgio dcido do
aparelho de dissolugdo e substituir por outra cuba com o meio
do Estagio tampdo pH 6,8, transferindo cuidadosamente a
unidade de ensaio do medicamento em teste. Continuar
operando o aparelho de dissolucdo por 45 minutos, ou o
tempo especificado na monografia. Ao final desse tempo,

retirar aliquota do meio de dissolu¢do do Estdgio tampdo
pH 6,8 e determinar a quantidade de farmaco dissolvido,
empregando método analitico adequado. O tampdo pH 6,8
pode ser preparado pela mistura de 3 volumes de HC1 0,1 M
e 1 volume de solugdo de fosfato de sddio tribasico 0,20 M,
ajustando, se necessario, o pH para 6,8 £+ 0,05 com HCI 2 M
ou NaOH 2 M.

PROCEDIMENTO PARA O METODO 3

Formas farmacéuticas de liberagdo imediata: empregando
o Método 3, adicionar o volume do Meio de dissolugdo
especificado na monografia do produto em cada frasco
do aparelho, dispor os frascos no banho do instrumental
para climatizar a 37 °C + 0,5 °C e remover os termdmetros
antes de iniciar o teste. Colocar uma unidade de dosagem
da amostra em cada um dos seis cilindros alternantes,
evitando a formag@o de bolhas de ar na superficie do
material, e, imediatamente, iniciar a operagdo do aparelho
de acordo com o especificado na monografia individual do
produto. Durante o movimento ascendente e descendente
dos cilindros, a amplitude em altura deve situar-se entre
9,9 ¢ 10,1 cm. No(s) intervalo(s) de tempo especificado(s)
na monografia individual, erguer os cilindros e amostrar
uma aliquota do Meio de dissolugdo de cada frasco, da
regido intermédia entre a superficie do liquido e o fundo
do frasco. Apos filtragdo e dilui¢do (quando necessario) da
aliquota, realizar anélise quantitativa do farmaco dissolvido
de acordo com o preconizado na monografia individual
do produto. Se necessario, repetir o teste com unidades
adicionais do medicamento. Repor o volume de meio
amostrado com igual volume de Meio de dissolugdo fresco
mantido a 37 °C ou, em situagdes onde comprovadamente
ndo seja necessaria a reposi¢do do meio, efetuar a corre¢do
da alteragdo do volume durante os calculos. Manter os
frascos cobertos com suas respectivas tampas durante a
execucdo do teste e verificar periodicamente a temperatura
do meio. Para 0 meio ¢ o tempo de dissolugdo seguir as
orientacdes gerais indicadas em Meio de dissolugdo e
Tempo de dissolugao.

Formas  farmacéuticas de liberagdo prolongada:
empregando o M¢étodo 3, executar o procedimento
conforme descrito em Formas farmacéuticas de liberagdo
imediata e seguir as orientagdes gerais indicadas em Meio
de dissolu¢do e Tempo de dissolu¢do. Os tempos sdo
expressos em horas e normalmente sdo indicados pelo
menos 3 intervalos de tempo.

Formas  farmacéuticas de  libera¢do  retardada:
empregando o Método 3, tomar como base o procedimento
indicado em M¢étodo B para Formas farmacéuticas de
liberacdo retardada, empregando uma fila de frascos para
o Estagio acido e a fila sucessiva de frascos para o estagio
com solucdo tampdo pH 6,8, adicionando o volume de
meio especificado na monografia (usualmente 300 mL). Os
tempos de coleta sdo os especificados na monografia ou os
gerais indicados em Método B para Formas farmacéuticas
de liberagdo retardada.
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CRITERIOS DE ACEITACAO PARA FORMAS FARMACEUTICAS DE LIBERACAO IMEDIATA

O produto cumpre o teste se os resultados atenderem as exigéncias descritas na Tabela 1, salvo especificacdo em contrario

na monografia individual.

Tabela 1 — Critérios de aceitaciio para o teste de dissoluciio de formas farmacéuticas de liberacio imediata.

Estdagios N t:zs‘::;(;sstms Critérios de aceitacdo
E, 06 Cada unidade apresenta resultado maior ou igual a Q + 5%
B 06 Meédia de .12 upidades (E, + E,) € igual ou maior que Q e nenhuma unidade apresenta
2 resultado inferior a Q — 15%.
Media de 24 unidades (E, + E, + E) € igual ou maior do que Q, ndo mais que duas
E, 12 unidades apresentam resultados inferiores a Q — 15% e nenhuma unidade apresenta

resultado inferior a Q — 25%.

O termo Q corresponde a quantidade dissolvida de
farmaco, especificada na monografia individual, expressa
como porcentagem da quantidade declarada. Os valores
5%, 15% e 25% também representam porcentagens da
quantidade declarada.

Em circunstancias especiais, a porcentagem maxima de
dissolugdo deve ser estabelecida experimentalmente.
Nesses casos, assegurar um valor de Qoo (quantidade
dissolvida em tempo infinito) verificando que duas
dosagens consecutivas ndo diferem entre si mais de 2%
ap6s 10 minutos.

Estagio E,

No Estagio E, sio testadas seis unidades. Se cada unidade,
individualmente, apresentar resultado igual ou maior
do que Q + 5%, o produto estd em conformidade com o
especificado, ndo sendo necessério efetuar o Estdagio E,.

Estagio E,

Caso o critério para o Estdgio E, ndo seja atendido, repetir
o teste com mais seis unidades. Se a média das doze
unidades testadas (Estdgios E, € E,) € maior ou igual a Q
e, se nenhuma das unidades testadas apresentar resultado

inferior a Q — 15%, o produto estd em conformidade com
o especificado, ndo sendo necessario efetuar o Estdgio E .

Estagio E,

Caso o critério para o Estdgio E, ainda ndo seja atendido,
repetir o teste com mais 12 unidades. Se a média das 24
unidades testadas (Estdgios E , E, e E)) € maior ouigual a Q,
no maximo duas unidades apresentam resultados inferiores
a Q — 15% e nenhuma unidade apresentar resultado
inferior a Q — 25%, o produto estd em conformidade com
o especificado. Caso o critério para o Estdgio E, ainda ndo
seja atendido, o produto ¢ considerado insatisfatorio.

CRITERIOS DE ACEITACAO PARA FORMAS
FARMACEUTICAS DE LIBERACAO PROLONGADA

O produto cumpre o teste se os resultados preencherem as
exigéncias apresentadas na Tabela 2, salvo especificagdo
em contrario na monografia individual. Os termos Q1 ¢ Q2
correspondem a quantidade minima e maxima de farmaco
dissolvido em cada intervalo de tempo especificado na
monografia, expressos como porcentagem da quantidade
declarada. No ultimo tempo a especificacdo pode ser
apresentada apenas com um valor de Q minimo. Os
termos L , L, e L, referem-se aos trés possiveis estigios de
avaliagdo da liberagdo (L).
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Tabela 2 - Critérios de aceitagio para o teste de dissoluciio (liberaciio) realizado para formas farmacéuticas de liberagio prolongada.

. Nt de unidades ., L,
Estagios Critérios de aceitacdo
testadas

L, 6 Cada resultado individual se insere no intervalo estabelecido (Q1 e Q2) para cada
determinado tempo ¢ nenhum resultado individual é inferior ao Q do ultimo tempo.

L, 6 A média de 12 unidades (E, + E,) se insere no intervalo estabelecido (Q1 ¢ Q2) para
cada determinado tempo e ndo ¢ inferior ao Q do ultimo tempo.
Nenhuma unidade individual apresenta resultado que supera os limites de Q1 e Q2
em 10% da quantidade declarada, para cada determinado tempo, e nenhum resultado
individual fornece valor inferior ao Q do ultimo tempo que supera em 10% a quantidade
declarada.

L 12 A média de 24 unidades (E, + E, + E,) se insere no intervalo estabelecido (Q1 € Q2) para

cada determinado tempo e ndo ¢ inferior ao Q do ultimo tempo.

Nao mais que 2 unidades das 24 testadas apresentam resultados que superam os limites
de Q1 e Q2 em 10% da quantidade declarada, para cada determinado tempo, € ndo mais
que 2 unidades das 24 testadas apresentam resultados com valor inferior ao Q do ultimo
tempo que superem em 10% a quantidade declarada.

Nenhuma unidade individual apresenta resultado que supera os limites de Q1 ¢ Q2
em 20% da quantidade declarada, para cada determinado tempo, ¢ nenhum resultado
individual fornece valor inferior ao Q do ultimo tempo que supera em 20% a quantidade
declarada.

CRITERIOS DE ACEITACAO PARA FORMAS
FARMACEUTICAS DE LIBERACAO RETARDADA

O produto cumpre o teste se os resultados preencherem
as exigéncias apresentadas na Tabela 3 no Estdgio dcido
(Métodos A ou B) e, também, as exigéncias indicadas na
Tabela 4 no Estagio tampdo pH 6,8 (Métodos A ou B),

salvo especificag@o em contrario na monografia individual.
Empregar o valor de Q indicado na monografia do produto
e, quando ndo especificado, empregar 75% como valor de Q
no Estdgio tampdo pH 6,8. Os termos A, A, € A, referem-
se aos trés possiveis estagios de avaliacdo no Estdgio acido
(A) e os termos B, B, € B, referem-se aos trés possiveis
estagios de avaliagdo no Estdgio tampdo pH 6,8 (B).

Tabela 3 - Critérios de aceitagdo para o Estdgio dcido do teste de dissolugio (Métodos
A ou B) realizado para Formas farmacéuticas de liberacéo retardada.
.. Nt de unidades ., .
Estdagios Critérios de aceitacdo
testadas
A, 06 Nenhuma unidade individual apresenta quantidade dissolvida superior a 10%
do declarado.
A, 06 A média de 12 unidades ndo ¢é superior a 10% do declarado ¢ nenhuma unidade
individual apresenta quantidade dissolvida superior a 25% do declarado.
A, 12 A média de 24 unidades ndo ¢ superior a 10% do declarado e nenhuma unidade

individual apresenta quantidade dissolvida superior a 25% do declarado.




Farmacopeia Brasileira, 52 edicgdo 73

Tabela 4 — Critérios de aceitaciio para o Estdgio tampio pH 6,8 do teste de dissolucio (Métodos

A ou B) realizado para Formas farmacéuticas de liberacio retardada.

. Nt de unidades ., .
Estagios Critérios de aceitacdo
testadas
B, 06 Cada unidade apresenta resultado maior ou igual a Q + 5%
B, 06 Média de 12 unidades (B, + B,) ¢ igual ou maior que Q e nenhuma unidade apresenta
resultado inferior a Q — 15%.
B 12 M¢dia de 24 unidades (B, + B, + B,) ¢ igual ou maior do que Q, ndo mais que duas

unidades apresentam resultados inferiores a Q — 15% e nenhuma unidade apresenta
resultado inferior a Q — 25%.

5.1.6 UNIFORMIDADE DE
DOSES UNITARIAS

Para assegurar a administragdo de doses corretas, cada
unidade do lote de um medicamento deve conter quantidade
do componente ativo proxima da quantidade declarada. O
teste de uniformidade de doses unitarias permite avaliar a
quantidade de componente ativo em unidades individuais
do lote e verificar se esta quantidade ¢ uniforme nas
unidades testadas. As especificacdes deste teste se aplicam

as formas farmacéuticas com um Unico farmaco ou com
mais de um componente ativo. A menos que indicado
de maneira diferente na monografia individual, o teste
se aplica, individualmente, a cada componente ativo do
produto.

Auniformidade das doses unitarias de formas farmacéuticas
pode ser avaliada por dois métodos: Variacdo de peso e
Uniformidade de Conteudo. A aplicagdo de cada método
considerando a forma farmacéutica, dose ¢ propor¢ao do
farmaco ¢ apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Aplicacio do método de Uniformidade de Conteiido (UC) ou de Variacio de
peso (VP) de acordo com a forma farmacéutica, dose e propor¢io do farmaco.

Dose e proporcio
do farmaco
Forma Farmacéutica Tipo Subtipo
>25mge | <25mgou
>25% <25%
Comprimidos nao revestidos VP ucC
revestidos filme VP UC
outros ucC ucC
Cépsulas duras VP ucC
moles suspensdes, emulsdes ou géis ucC ucC
solugdes VP VP
Solidos acondicionados ~ componente tinico VP VP
em recipientes multiplos componentes  solugdo liofilizada no VP VP
para dose tnica recipiente final
outros UuC UuC
Solugdes acondicionadas VP VP
em recipientes
para dose Unica
Outros UC UC

O método de Uniformidade de Conteudo para preparagdes
em doses unitarias baseia-se no doseamento do contetido
individual do componente ativo de um ntimero de doses
unitarias para determinar se o conteudo individual esta
dentro dos limites especificados. O método de Uniformidade
de Conteudo pode ser aplicado em todos os casos.

O método de Variagdo de peso pode ser aplicado as
seguintes formas farmacéuticas:

1. solugdes acondicionadas em recipientes para dose Uinica
e em capsulas moles;




74  Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo

2. soélidos (incluindo poés, granulos e soélidos estéreis)
acondicionados em recipientes para dose Uinica que ndo
contém outras substancias adicionadas, sejam clas ativas
ou inativas;

3. sélidos (incluindo sélidos estéreis) acondicionados em
recipientes para dose unica, contendo ou ndo substancias
ativas ou inativas adicionadas, que tenham sido preparados
a partir de solugdes homogéneas liofilizadas nos recipientes
finais, e sejam rotulados de modo a indicar este modo de
preparacao;

4. capsulas duras, comprimidos ndo revestidos ou revestidos
com filme, contendo 25 mg ou mais da substancia ativa
compreendendo 25% ou mais, em peso, da dose unitaria
ou, no caso de capsulas duras, o contetido da capsula,
exceto que a uniformidade de outras substincias ativas
presentes em menores propor¢des deve ser demonstrada
pelo método de Uniformidade de Conteuido.

O método de Uniformidade de Conteudo ¢é exigido
para todas as formas farmacéuticas que ndo atendem as
condigdes especificadas para aplicagdo do método de
Variagdo de peso.

UNIFORMIDADE DE CONTEUDO

Para determinar a uniformidade de doses unitarias
pelo método de uniformidade de contetido separar, no
minimo, 30 unidades e proceder conforme descrito para
as formas farmacéuticas indicadas. Quando a quantidade
de componente ativo de uma dose unitaria for diferente do
especificado no doseamento, fazer os ajustes de diluicdo
das solugdes e/ou o volume das aliquotas de modo a obter
a concentragdo do componente ativo na soluc¢do final
semelhante & do doseamento. No caso de doseamento por
titulagdo, utilizar titulante com concentragao diferente, se
necessario, para consumo de volume adequado de titulante.
Considerar qualquer modificagio das dilui¢des para efetuar
os calculos.

Quando houver procedimento especial para o teste de
uniformidade de conteido na monografia individual, fazer
a correcdo necessaria dos resultados obtidos conforme
descrito a seguir.

1. Pesar quantidade de unidades do produto suficiente para
efetuar o doseamento e o procedimento especial do teste
de uniformidade de conteido apresentados na monografia
individual. Reduzir os comprimidos a p6 fino (ou misturar
os conteudos das capsulas, solucdes, suspensdes, emulsoes,
géis ou solidos em recipientes para dose Unica) para obter
mistura homogénea. Se ndo for possivel obter mistura
homogénea desta forma, usar solventes apropriados ou
outros procedimentos para obter solugdo contendo o
farmaco. Empregar aliquotas apropriadas desta solucdo
para os ensaios especificados.

2. Analisar, separadamente, por¢des da amostra, medidas
com precisdo, conforme o procedimento indicado para o
doseamento (D) e o procedimento especial indicado para
uniformidade de contetudo (F), descritos na monografia
individual.

3. Calcular a quantidade de farmaco por peso médio
utilizando os resultados obtidos pelo procedimento de
doseamento (D) e pelo procedimento especial (E).

4. Calcular o fator de corregdo (F) segundo a equagao:
F=D/E
em que

D = quantidade do componente ativo por peso médio
da forma farmacéutica obtida pelo procedimento de
doseamento;

E = quantidade do componente ativo por peso médio da
forma farmacéutica obtida pelo procedimento especial.

Se (100|D — E|)/D for superior a 10, nao ¢ valido o uso de F.

1. Se F estiver entre 0,970 ¢ 1,030, ndo ha necessidade de
corregao.

2. A correcdo sera aplicada quando o valor de F estiver
entre 0,900 ¢ 0,970 e entre 1,030 ¢ 1,100 e deve ser efetuada
calculando-se a quantidade do farmaco em cada unidade,
multiplicando-se as quantidades obtidas no procedimento
especial pelo fator de corregédo F.

Formas farmacéuticas solidas

Analisar, individualmente, 10 unidades conforme indicado na
monografia individual para o doseamento, a menos que um
procedimento especial para uniformidade de contetdo seja
descrito na monografia. Calcular o Valor de Aceitagdo (VA).

Formas farmacéuticas liquidas

Analisar, individualmente, 10 unidades conforme indicado
na monografia individual para o doseamento, a menos
que um procedimento especial para uniformidade de
conteudo seja descrito na monografia. Conduzir o teste,
individualmente, em quantidade homogénea do material
que ¢é removida de cada recipiente em condi¢des normais
de uso. Expressar o resultado como quantidade dispensada
por unidade. Calcular o Valor de Aceitagdo (VA).

Valor de Aceitagcdo para Uniformidade de Conteudo

Calcular o Valor de Aceitagdo (VA) segundo a equag@o:

VA =|M-X| + ks

cujos termos sdo definidos na Tabela 2.

VARIACAO DE PESO

Para determinar a uniformidade de doses unitarias pelo
método de variacao de peso separar, no minimo, 30 unidades
e proceder conforme descrito para as formas farmacéuticas
indicadas. A quantidade de farmaco por unidade ¢
estimada a partir do resultado do doseamento e dos pesos
individuais, assumindo-se distribui¢do homogénea do
componente ativo. As quantidades individuais estimadas
(x)) sdo calculadas segundo a equagdo:

x,=p x AP
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em que

p, = pesos individuais das unidades ou dos contetdos das
unidades testadas;

A = quantidade de componente ativo, expressa em
porcentagem da quantidade declarada, determinada no
doseamento;

P = peso médio das unidades utilizadas no doseamento.

Comprimidos ndo revestidos ou revestidos com filme

Pesar, exatamente e individualmente, 10 comprimidos. A
partir do resultado do doseamento e do peso individual de
cada comprimido, estimar a quantidade de componente
ativo em cada unidade e expressar os resultados individuais
em porcentagem da quantidade declarada. Calcular o Valor
de Aceitagdo (VA).

Capsulas duras

Pesar, exatamente ¢ individualmente, 10 capsulas,
preservando a identidade de cada uma. Remover,
cuidadosamente, o contetido e pesar as capsulas vazias.
Calcular o peso do contetido de cada capsula e, a partir
do resultado do doseamento, estimar a quantidade de
componente ativo em cada capsula. Expressar os resultados
individuais em porcentagem da quantidade declarada.
Calcular o Valor de Aceitagdo (VA).

Capsulas moles

Pesar, exatamente ¢ individualmente, 10 capsulas,
preservando a identidade de cada uma. Cortar as capsulas
com lamina e retirar o contetido, lavando os invélucros com
solvente adequado. Deixar os invélucros a temperatura
ambiente, por 30 minutos, para completa evaporagdo do
solvente, tomando precaugdes para evitar adicdo ou perda
de umidade. Pesar as capsulas vazias e calcular o peso
do contetdo de cada capsula. Estimar a quantidade de
componente ativo em cada capsula a partir do resultado
do doseamento ¢ do peso do conteudo de cada capsula.
Calcular o Valor de Aceitagdo (VA).

Formas farmacéuticas solidas (exceto comprimidos e
capsulas)

Proceder como indicado em Cdpsulas duras. Calcular o
Valor de Aceitacado.

Formas farmacéuticas liquidas

Pesar, exatamente e individualmente, a quantidade de
liquido que ¢ removida de cada um de 10 recipientes em
condigdes normais de uso. Se necessario, calcular o volume
equivalente do contetido removido apos a determinagdo da
densidade. Estimar a quantidade de componente ativo em
cada recipiente a partir do resultado do doseamento ¢ do
peso do conteudo removido dos recipientes individuais.
Calcular o Valor de Aceitagdo.

Valor de Aceitagdo para Variagdo de Peso

Calcular o Valor de Aceita¢do conforme descrito em Valor
de Aceitagdo para Uniformidade de Conteudo, exceto
que as quantidades individuais de componente ativo nas
unidades sdo substituidas pelas quantidades individuais
estimadas.

CRITERIOS

Aplicar os critérios a seguir, tanto para Uniformidade
de Conteudo como para Variagdo de peso, a menos que
indicado de maneira diferente na monografia individual.

Formas farmacéuticas solidas e liqguidas

O produto cumpre o teste de uniformidade de doses
unitarias se o Valor de Aceitagdo calculado para as 10
primeiras unidades testadas ndo ¢ maior que L1. Se o Valor
de Aceitagdo for maior que L1, testar mais 20 unidades e
calcular o Valor de Aceitagdo. O produto cumpre o teste de
uniformidade de doses unitarias se o Valor de Aceitagcdo
final calculado para as 30 unidades testadas ndo ¢ maior
que L1 e a quantidade de componente ativo de nenhuma
unidade individual ¢ menor que (1 — L2 x 0,01)M ou maior
que (1 + L2 x 0,01)M. A menos que indicado de maneira
diferente na monografia individual, L1 é 15,0 e L2 ¢ 25,0.
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Tabela 2 — Termos e expressées para o calculo do Valor de Aceitacio (VA).

Variavel | Definicdo Condigoes Valores
— Meédia dos contetudos
X individuais (x,, x,...., x ),
expressa como porcentagem
da quantidade declarada.
X5 Xppeeny X, Conteudos individuais das
unidades testadas, expressos
como porcentagem da
quantidade declarada.
n Numero de unidades testadas
k Constante de aceitabilidade Sen =10, entdo k= 2.4
Se n =30, entdo k= 2,0
s Desvio padrio da amostra
n 12
Y x-x)2
i=1
n-1
M a ser utilizado Valor de referéncia Se 98,5% < X < 101,5%, entao M=X
quando (VA — kS)
T<101,5 (caso 1)
Se X <98,5%, entio M = 98,5%

M a ser utilizado Valor de referéncia
quando
T>101,5 (caso 2)

Valor de
Aceitagdo (VA4)

L1 Valor méaximo permitido
para o valor de aceitagdo

L2 Desvio maximo permitido para
cada unidade testada em relagdo
ao valor de M utilizado nos
calculos do valor de aceitagao.

T Média dos limites especificados

na monografia individual para a
quantidade ou poténcia declarada,
expressa em porcentagem.

Se X > 101,5%, entio

Se 98,5 < X < T, entdo

Se X <98,5%, entio

Se X > T, entdo

Nenhum resultado individual é
menor que
(1-L2 x0,01)M ou maior
que (1 + L2 x 0,01)M

T ¢ igual a 100% a menos que
outro valor tenha sido aprovado
por razdes de estabilidade; nestes
casos, T é maior que 100%.

(4=985- T +ks)

M =1015%
(A= X -101,5+ ks)

M=X
(74 = ks)
A= 98,5%

(74=985- X +ks)

M=T
(VA= X —T+ks)

Férmula geral:
|M-X|+ks

Os calculos sdo especificados
acima para os diferentes casos

L1 =15,0 a menos

que especificado de

forma diferente na
monografia individual

L2 =25,0 amenos

que especificado de

forma diferente na
monografia individual
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5.1.7 CONTAMINACAO POR
PARTICULAS

5.1.7.1 PARTICULAS SUB-VISIVEIS

A contaminacdo de injetaveis por particulas é a presenca
de materiais insoluveis, estranhos e méveis que nao sejam
bolhas de ar.

As especificagdes exigidas para as preparagdes
farmacéuticas encontram-se descritas nas monografias
especificas.

A contaminag¢ao, por particulas, das preparacdes para uso
parentérico ¢ das preparagdes para perfusdo é constituida
de particulas estranhas ndo solGiveis e moveis, além das
bolhas de gas que se encontram, involuntariamente, nessas
preparacdes. Para a determina¢do da contaminag¢do por
particulas especificam-se a seguir 2 métodos: método
1 (ensaio de contagem de particulas por bloqueio da
luz) e método 2 (ensaio de contagem de particulas por
microscopia Optica). Para a determinacdo de particulas
ndo visiveis nas preparagdes injetaveis e nas preparagdes
para perfusdo utilize de preferéncia o método 1. Em
determinadas preparagdes, entretanto, pode ser necessario
realizar ensaios de contagem de particulas por bloqueio da
luz em primeiro lugar e s6 depois por microscopia dptica
para poder concluir quanto a conformidade dos resultados
obtidos.

A pesquisa das particulas ndo visiveis efetuada aplicando
um destes métodos, ou mesmo os dois, ndo é possivel para
todas as preparagdes injetaveis. Quando o méfodo I ndo
¢ aplicavel, por exemplo no caso das preparagdes pouco
limpidas ou muito viscosas, o ensaio ¢ realizado pelo
método 2 (caso das emulsoes, das solugdes coloidais e das
preparagdes de lipossomas). Do mesmo modo, um ensaio
de contagem de particulas por microscopia dptica pode
igualmente ser exigido no caso de produtos que formem
bolhas de ar ou de gas quando passam através do detector.
Se a viscosidade da preparagdo ¢ tal que o exame por um
ou outro dos métodos é impossivel, pode efetuar-se uma
diluicdo quantitativa com um diluente apropriado de modo
a reduzir a viscosidade até o grau considerado suficiente
para permitir o ensaio.

Os resultados obtidos quando se examina uma unidade
ou um grupo de unidades ndo pode ser extrapolado
com confiabilidade a outras unidades que ndo foram
analisadas. Por consequéncia, convém estabelecer planos
de amostragem estatisticamente validos se quiser tirar
conclusdes validas, a partir dos dados recolhidos, para
determinar o grau de contaminag@o particulado de um
grande grupo de unidades.

A 4gua utilizada nos ensaios ¢ livre de particulas. Agua livre
de particulas pode ser obtida por filtragdo em membrana de
porosidade de 0,22 pm.

METODO 1 — CONTAGEM DE PARTICULAS POR
BLOQUEIO DA LUZ

Equipamento

Utilizar contador de particulas com funcionamento
baseado no principio de bloqueio de luz que possibilite
a determinacdo do tamanho das particulas e seu nimero
conforme suas dimensdes.

Calibracdo

Calibrar o equipamento com o auxilio de particulas
esféricas padrdes de tamanho compreendido entre 10 a 25
um. Essas particulas padrdes sdo dispersas em agua livre
de particulas. Evitar a agrega¢@o das particulas durante a
dispersdo.

Precaugoes

Realizar o teste em condi¢des de contaminagdo limitada,
preferencialmente, em capela de fluxo laminar. Lavar
a vidraria ¢ o equipamento de filtracdo utilizado, com
excegdo das membranas filtrantes, com solugdo detergente
morna e enxaguar com agua até que todo o detergente
seja removido. Imediatamente antes do uso, enxaguar o
equipamento da parte superior para a inferior, interna e
externamente com agua livre de particulas.

Observar para ndo introduzir bolhas de ar na amostra a
ser analisada, especialmente quando aliquotas de amostra
estdo sendo transferidas para o acessorio de leitura.

Para verificar a adequabilidade do ambiente, da vidraria
¢ da agua utilizada, efetuar a contagem de particulas
em cinco amostras de 5 mL de agua livre de particulas,
de acordo com o método descrito nesse capitulo. Caso o
numero de particulas maiores do que 10 um exceder a 25,
para o volume total de 25 mL, o ambiente ndo apresenta
condigdes para realizar o teste.

Procedimento

Homogeneizar a amostra por meio de 25 inversoes
consecutivas lentas e suaves do recipiente. Eliminar as
bolhas deixando a amostra em repouso por 2 minutos.
Transferir quatro por¢des ndo menores que 5 mL, e
determinar o niimero de particulas com tamanho igual ou
maior que 10 e 25 pm. Desconsiderar o resultado obtido
com a primeira aliquota, e calcular o nimero médio de
particulas para a amostra sob exame.

Avaliagdo

Empregar o teste A, teste B ou teste C, assim como, o
nimero de amostras, conforme indicado na monografia
especifica, da forma farmacéutica.

Teste A - Solugdes para injetaveis em recipientes, com volume
declarado, maior que 100 mL. A amostra cumpre o teste se
o numero médio de particulas, com tamanho igual ou maior
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que 10 pum, presentes nas unidades testadas ndo exceda 25
particulas por mL e o nimero de particulas com tamanho
iguais ou maiores que 25 um ndo exceda a 3 por mL.

Teste B - Solugdes para injetaveis em recipientes, com
volume declarado, igual ou menor que 100 mL. A amostra
cumpre o teste se o numero médio de particulas, com
tamanho igual ou maior que 10 um, presentes nas unidades
testadas ndo exceda 6 000 particulas por recipiente e o
numero de particulas com tamanho iguais ou maiores que
25 um ndo exceda a 600 particulas por recipiente.

Teste C - Pos para injetaveis em recipientes, com volume
declarado, igual ou menor que 100 mL. A amostra
reconstituida com agua ou diluente apropriado livre de
particulas cumpre o teste se o nimero médio de particulas,
com tamanho iguais ou maiores que 10 pm, presentes
nas unidades testadas ndo exceda 10 000 particulas por
recipiente € o numero de particulas com tamanho igual
ou maiores que 25 pm ndo exceda a 1000 particulas por
recipiente.

METODO 2 — CONTAGEM DE PARTICULAS POR
MICROSCOPIA
Equipamento

Utilize um microscopio binocular apropriado, um
dispositivo de filtracdo para reter a contaminagao particular

¢ uma membrana filtrante. O microscopio equipado com
um micrometro ocular calibrado, com um microémetro de
objetiva, uma platina de movimentos cruzados capaz de
manter ¢ de atravessar toda a superficie de filtragao da
membrana filtrante, dois iluminadores apropriados que
permitem iluminag@o episcopica e iluminagdo obliqua,
ajustado para ampliagdo de 100 £ 10 vezes.

O micrometro ocular ¢ um reticulo circular e compreende
um grande circulo dividido em quadrantes, por linhas
cruzadas, circulos de referéncia pretos e transparentes de
didmetro de 10 pm e de 25 um com um aumento de 100
e uma escala linear graduada de 10 em 10 um (Figura 1).

O grande circulo ¢ denominado campo de visdo do
reticulo. Sdo necessarios dois iluminadores, um iluminador
episcopico para fundo claro, interno do microscopio, e
um iluminador auxiliar externo regulavel, ajustavel para
permitir uma iluminag@o obliqua refletida segundo um
angulo de 10-20°. O dispositivo de filtragdo destinado a
reter a contaminagao particular compreende um suporte de
filtro de vidro ou outro material conveniente, uma fonte de
vacuo e uma membrana filtrante adequada. A membrana
filtrante, de dimensdes apropriadas, ¢ de cor preta ou cinza
escura; ¢ coberta ou ndo com uma grelha e o tamanho dos
poros ¢ inferior ou igual a 1,0 pm.
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Figura 1 - Reticulo circular.

Calibracao

E calibrado com um micrometro de objetiva certificado
por uma organizagdo internacional ou nacional de
normalizagdo. E aceitavel um erro relativo de + 2% para a
escala linear do reticulo.

Precaucoes gerais

Realizar o teste em condi¢des de contaminagdo limitada,
preferencialmente, em capela de fluxo laminar. Lavar

a vidraria e o equipamento de filtracdo utilizado, com
excecao das membranas filtrantes, com solug@o detergente
morna e enxaguar com agua até que todo o detergente seja
removido. Imediatamente antes do uso, lave os dois lados
da membrana filtrante enxaguar o equipamento da parte
superior para a inferior, interna e externamente com agua
livre de particulas.

Para verificar a adequabilidade do ambiente, da vidraria e
da agua utilizada, efetuar a contagem de particulas em 50
mL de agua livre de particulas, de acordo com o método
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descrito neste capitulo. Caso o numero de particulas de 10
um ou maiores exceder a 20, ou se mais de 5 particulas de
25 um ou maiores estiverem presentes , o ambiente ndo
apresenta condi¢des para realizar o teste.

Procedimento

Homogeneizar a amostra por meio de 25 inversdes
consecutivas lentas e suaves do recipiente. Se necessario,
retire com cuidado o dispositivo de fechamento. Lave as
superficies exteriores da abertura do frasco com um jato
de agua isenta de particulas e retire o fechamento evitando
qualquer contaminagdo do contetido.

No caso das preparagdes parenterais de grande volume,
efetue o ensaio em unidades separadas. No caso de
preparagdes parenterais de grande volume ou de pequeno
volume igual ou superior a 25 mL, podem ser suficientes
para o ensaio menos de 10 embalagens de acordo com um
plano de amostragem apropriado. Quanto as preparagdes
parenterais de pequeno volume, cujo volume seja inferior
a 25 mL retna o conteudo de 10 unidades ou mais num
recipiente limpo de modo a obter um volume minimo de
25 mL; em casos justificados e autorizados, a solugdo
problema pode ser preparada misturando o contetido de
um numero apropriado de frascos e completando 25 mL
com agua isenta de particulas R ou um solvente apropriado
isento de contaminacgdo particular, quando a agua isenta de
particulas R ndo for apropriada. As preparagdes parenterais
de pequeno volume cujo volume for superior ou igual a 25
mL podem ser examinadas individualmente.

No caso dos pds para uso parenteral, reconstitua a
preparagdo com agua isenta de particulas ou um solvente
apropriado isento de contaminagdo particular, quando a
agua isenta de particulas ndo for apropriada.

Umedecer o interior do suporte do filtro munido da
membrana filtrante com alguns mililitros de 4gua isenta
de particulas. Passe para o filtro a totalidade da amostra
(mistura das tomadas de ensaio ou a unidade em ensaio)
e aplique o vacuo. Se necessario, junte, pouco a pouco,
porcdes da solucdo até que o volume total seja filtrado.
Apods a ultima adicdo, comece a lavagem das paredes
internas do suporte do filtro utilizando um jato de agua
isenta de particulas. Mantenha o vacuo até que a superficie
da membrana filtrante fique isenta de liquido.

Coloque o filtro numa placa de Petri e seque ao ar deixando
a placa ligeiramente aberta. Quando o filtro estiver seco,
coloque a placa de Petri na platina do microscopio, efetue a
varredura de toda a membrana filtrante sobre a luz refletida
do iluminador e conte o numero de particulas de tamanho
superior ou igual a 10 pm e o nimero de particulas de
tamanho superior ou igual a 25 pm. E igualmente possivel
efetuar contagem parcial e determinar por calculo o nimero
total de particulas retidas no filtro. Calcule o niimero
médio de particulas presentes na amostra. Para determinar
o tamanho das particulas com auxilio do reticulo circular,
proceda a transformagéo da imagem de cada particula num
circulo e depois compare-a com os circulos de referéncia
do reticulo de 10 um e de 25 pm. Assim, as particulas
mantém a sua posi¢do inicial no interior do campo de

visdo do reticulo e ndo se sobrepdem aos circulos de
referéncia para fins de comparagdo. O didmetro interior
dos circulos de referéncia transparentes do reticulo ¢
utilizado para determinar o tamanho das particulas brancas
ou transparentes enquanto que o tamanho das particulas
escuras ¢ determinado com o didmetro exterior dos circulos
de referéncia pretos ¢ opacos do reticulo. Quando realizar
um ensaio de contagem de particulas a0 microscopio nao
procure medir ou enumerar matérias amorfas, semi-liquidas
ou morfologicamente indistintas que se assemelham a uma
mancha ou zona descorada da membrana filtrante. Estes
materiais podem apresentar um brilho fraco ou nulo e
assumir aspecto gelatinoso ou a aparéncia de uma pelicula.
A interpretacdo da avaliag@o pode ser facilitada realizando
um ensaio de contagem das particulas por retengao da luz
sobre uma amostra da solug@o.

Avaliagado

Empregar os critérios abaixo, de acordo com o volume das
amostras ou conforme indicado na monografia especifica,
da forma farmacéutica.

Nas preparacdes acondicionadas em recipientes de
contetdo nominal superior a 100 mL, a preparagdo satisfaz
ao ensaio se o numero médio de particulas presentes nas
unidades examinadas ndo for superior a 12 por mililitro
para as particulas de tamanho superior ou igual a 10 pm
e nao exceder de 2 particulas por mililitro para as de
tamanho superior ou igual a 25 pm.

Nas preparagdes acondicionadas em recipientes de
contetido nominal igual ou inferior a 100 mL, a preparagéo
satisfaz ao ensaio se o numero médio de particulas
presentes nas unidades examinadas ndo for superior a 3000
por recipiente para as particulas de tamanho superior ou
igual a 10 pm ¢ a 300 por recipiente para as particulas de
tamanho superior ou igual a 25 pm.

5.1.7.2 PARTICULAS VISIVEIS

A contaminagao por particulas das preparagdes injetaveis e
das preparagdes injetaveis para perfusdo € constituida por
particulas estranhas, ndo dissolvidas e moveis, além das
bolhas de gas, ¢ que se encontram involuntariamente nestas
solugdes. A finalidade do ensaio ¢ fornecer um método
simples de avaliag@o visual da qualidade das solugdes no
que respeita as particulas visiveis. Podem utilizar-se outros
métodos validados.

Aparelhagem

O aparclho (Figura 1) ¢ composto por um posto de
observacdo, compreendendo: um painel preto opaco, de
dimensdes apropriadas, colocado em posigdo vertical,
um painel branco antirreflexo de dimensdes apropriadas,
colocado em posigao vertical ao lado do painel preto, uma
rampa de iluminagdo ajustdvel, com uma fonte de luz
branca protegida e um difusor apropriado (um sistema de
iluminagao contendo 2 lampadas fluorescentes de 13 W, com
comprimento de onda de 525 nm cada uma, ¢ apropriado).
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A intensidade da iluminagdo no ponto de observagdo ¢é
mantida entre 2000 ¢ 3750 lux sendo aconselhdvel uma
intensidade mais elevada para recipientes de vidro corado
ou de plastico.

iluminacdo ajustavel

% Painel Fan
preto branco
fosco anti-reflaxo

Paine! branco
anti-reflexo

Figura 1 - Aparelho para particulas visiveis.

Procedimento

Retire eventualmente os rétulos, lave e seque o exterior do
recipiente. Agite suavemente e inverta cada recipiente com
precaugao, evitando a formacao de bolhas de ar e observe-o
durante cerca de 5 segundos contra o painel branco. Repita
este procedimento, observando o recipiente contra o painel
preto. Anote a presenca de qualquer particula.

5.1.8 TESTE DE GOTEJAMENTO

O teste de gotejamento destina-se a determinar a relagdo
do niimero de gotas por mililitro e a quantidade de farmaco
por gota em formas farmacéuticas liquidas acondicionadas
em recipientes com dispositivo dosador integrado. Para
realizar o teste é necessario conhecer o numero declarado
de gotas por mililitro, ou a quantidade declarada de firmaco
em massa por gota.

PROCEDIMENTO

Determinagdo do numero de gotas por mililitro

O gotejamento deve ser realizado com o frasco invertido
na posicao vertical ou conforme o angulo de gotejamento
declarado pelo fabricante, permitindo o fluxo por
gravidade, a uma taxa constante, sem qualquer tipo de
pressdo adicional. Uma leve pressdo pode ser aplicada em
frascos de polietileno.

Separar 30 unidades. Proceder ao teste utilizando 10
unidades, em ambiente com temperatura controlada de 20
+ 2 °C. Para cada unidade determinar a massa relativa ao
numero de gotas correspondente a 1 mililitro, conforme
declarado pelo fabricante. Se esta relagdo ndo estiver
declarada, utilizar 20 gotas para o teste.

Calcular o nimero de gotas por mililitro para cada unidade
testada (V) segundo a equagao:
N, x
N[ — ( 1 p )
m.

l

em que

N, = numero de gotas utilizado no teste, que pode ser o
niimero de gotas declaradas por mililitro (N,) ou 20 gotas;
p = densidade de massa do produto, em g/mL, determinada
a 20 °C, conforme descrito em Determinag¢do de densidade
de massa e densidade relativa (5.2.5);

m, = massa, em g, correspondente ao numero de gotas

utilizado no teste.

Determinagdo da quantidade de farmaco por gota

Calcular a quantidade do farmaco, em mg/gota, para cada
unidade testada (q,), segundo a equagdo:

"N,

em que !
0O = quantidade de farmaco, em mg/mL, determinada no
doseamento;

N,= ntimero de gotas por mililitro calculado para cada
unidade testada.

Calcular a porcentagem em relagdo a quantidade declarada,
para cada unidade testada (%60, ou %q,), empregando uma
das equacgdes abaixo:

q q
%0, =———x100 ou %q, ==~x100
19 (©d/N,) ou %q, . X

em que

¢, = quantidade do farmaco, em mg/gota, calculada para
cada unidade testada;

0, = quantidade declarada do farmaco, em mg/mL;

N, = ntmero declarado de gotas por mililitro;

q, = quantidade declarada do farmaco em mg/ gota.

Calcular a média das porcentagens individuais obtidas
(%Q) e o desvio padrio relativo (DPR) segundo as
equacoes:

em que

%Q, = porcentagem em relagdo a quantidade declarada
calculada para cada unidade testada;

s = desvio padrio;

n =namero de unidades testadas.
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CRITERIOS

O produto cumpre os requisitos do teste se as porcentagens
individuais, para cada uma das 10 unidades testadas, estdo
situadas entre 85,0% e 115,0% da quantidade declarada e o
desvio padrao relativo (DPR) ndo ¢ maior que 6,0%.

Se uma unidade estiver fora da faixa de 85,0% a 115,0%
da quantidade declarada, ou se o DPR for maior que 6,0%,
ou se ambas as condi¢des forem observadas, testar mais 20
unidades.

O produto cumpre o teste se no maximo uma unidade esta
fora da faixa de 85,0% a 115,0% da quantidade declarada,
nenhuma unidade esta fora da faixa de 75,0% a 125,0% ¢
o DPR das 30 unidades testadas ndo ¢ maior que 7,8%.

5.2 METODOS FiSICOS E
FISICO-QUIMICOS

5.2.1 DETERMINACAO DA
MASSA

Para se efetuar a medigdo da massa, as balangas devem
apresentar capacidade e sensibilidade de acordo com o
grau de precisdo requerido e certificado de calibragdo
atualizado.

Tratando-se de atividades que exijam pesagens exatas,
na determinacdo de massas iguais ou maiores que 50 mg
utilizar balanga analitica de 100 a 200 g de capacidade e
0,1 mg de sensibilidade. Para quantidades inferiores a 50
mg utilizar balanca analitica de 20 g de capacidade e 0,01
mg de sensibilidade.

APARELHAGEM

As balangas analiticas a serem utilizadas nesse ensaio
devem ser de prato unico, preferencialmente eletronicas.

As balangas devem possuir dispositivo adequado que
possibilite a verificagdo da carga aplicada, desde que
sejam calibradas periodicamente por meio de massas de
referéncia aferidas.

As balangas analiticas devem apresentar as seguintes
caracteristicas:

- armario ou caixa de prote¢@o, com aberturas apropriadas
para possibilitar operagdes em seu interior ¢ excluir
correntes de ar;

- estar instalada sobre base de material compacto e resistente
(marmore, granito, metal ou borracha, por exemplo);

- indicador de nivel (gravimétrico ou hidraulico) e
dispositivo que possibilite seu nivelamento;

- estar instalada sobre sistema amortecedor (magnético,
pneumatico ou hidraulico, por exemplo) para restabelecer
prontamente o equilibrio;

- sistema que possibilite a leitura da massa (por intermédio
de mostradores e/ou projecdo Optica de escala etc.).

Devem, também, suportar sua carga total sem sofrer tensoes
inadequadas que possam comprometer sua sensibilidade
em pesagens sucessivas nessas condicdes.

A balanga ndo deve ser sobrecarregada.

Localizagdo da balancga analitica

A balanca analitica deve assentar-se nivelada sobre mesa
ou prateleira firme e pesada, protegida por amortecedores
de choque, como esteiras de cortica ou laminas de borracha,
ou ainda sobre bancada de concreto, apoiada a pilares que
estejam fixos no chido ou conectados aos elementos da
construcdo do prédio a fim de impedir vibragdes. Deve
estar em local isolado, que ofereca seguranca e estabilidade
a medida, em ambiente de atmosfera relativamente seca,
protegida do ataque de gases e vapores acidos, a distancia
de fontes de calor (luz solar direta, fornos, estufas, muflas
etc.) e de correntes de ar.

Conservagdo e limpeza

O prato e demais partes da balancga, inclusive sua caixa
de protegdo, devem permanecer limpos, isentos de po e
substancias que acidentalmente caiam no prato da balanga
ou no piso da caixa. Tais materiais devem ser removidos
imediatamente.

Os corpos a serem pesados ndo devem ser colocados
diretamente sobre o prato. Para tanto, utilizam-se papéis
ou recipientes adequados a massa, como béqueres, vidros
de relogios, cadinhos, capsulas de porcelana e pesa-filtros
com ou sem tampa.

As partes moveis da balanga e os pesos ndo devem
ser tocados com as maos. Usa-se, para este fim, pinga
apropriada, que deve ser guardada na caixa de pesos.

Agentes dessecantes, tais como silica-gel ou cloreto de
calcio, podem ser colocados no interior da caixa de protecao,
para manutengdo de atmosfera relativamente seca.

Quando a balanga ndo estiver em uso, suas portas deverao
permanecer fechadas e travadas.

A sensibilidade da balanga analitica deve ser,
periodicamente, inspecionada e aferida por técnico
habilitado.

Utilizac¢do da balanca analitica

O material a ser pesado deve estar em equilibrio térmico
com o ar do interior da caixa de protecdo da balanga a fim
de evitar erros devido as correntes de convecgdo, além da
condensa¢do da umidade sobre os corpos frios.
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A balanga deve estar nivelada na ocasido de seu uso. A
posigdo de equilibrio com ou sem carga deve ser conferida
varias vezes com 10% da carga total e com a carga total. A
diferenga de equilibrio, encontrada em duas determinagdes
sucessivas, feitas com pesos iguais, ndo deve exceder a 0,1
mg para balancas analiticas (maximo 200 g) ¢ 0,01 mg para
balangas analiticas (maximo 20 g).

Tanto os pesos quanto o material a ser pesado devem ser
depositados no centro do prato. Durante as operacdes
de pesagem, as portas da caixa de prote¢do devem estar
fechadas.

5.2.2 DETERMINACAO DO
PONTO OU INTERVALO DE
FUSAO

Temperatura ou ponto de fusdo de uma substincia
¢ a temperatura corrigida na qual esta se encontra
completamente fundida.

Intervalo de fus@o de uma substincia ¢ aquela
compreendida entre a temperatura corrigida na qual a
substancia comega a fluidificar-se ou a formar goticulas na
parede do tubo capilar e a temperatura corrigida na qual
estd completamente fundida, o que ¢ evidenciado pelo
desaparecimento da fase solida.

Existem, basicamente, quatro métodos para determinag&o
do ponto ou intervalo de fusdo.

METODO I - METODO DO CAPILAR

Geralmente aplicado substancias  facilmente

transformadas em po.

para

Aparelhagem

Consiste do aparelho apresentado na Figura 1.
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Figura 1 - aparelho para determinagio do ponto
ou intervalo de fusio pelo método do capilar.

O béquer deve ter capacidade de 150 mL e conter
liquido apropriado para o banho de imersdo de acordo
com a temperatura desejada. Esses liquidos podem ser:
parafina liquida de alto ponto de ebuligdo, silicona fluida
de alto ponto de ebuli¢do, acido sulfurico concentrado,
etilenoglicol ou agua.

O agitador deve misturar o liquido rapidamente, mantendo
homogénea a temperatura do meio. O termdmetro,
calibrado até¢ sua marca de imersdo, deve abranger uma
faixa de -10 a 360 °C, com divisdes de 1 °C e colocado a 2
cm do fundo do béquer.

O capilar de vidro borossilicato deve ser fechado em uma
das extremidades e ter aproximadamente 8 a 9 cm de
comprimento, 0,8 a 1,2 mm de didmetro interno e paredes
com 0,10 a 0,30 mm de espessura. Para observar o tubo
capilar deve-se empregar lente de aumento. Como fonte de
calor, utilizar bico de gas ou chapa elétrica.

Procedimento

Pulverizar a substancia em analise e dessecar em estufa
a vacuo sobre silica-gel, pentoéxido de foésforo ou outro
agente dessecante durante 24 horas.

Introduzir por¢do do p6 no tubo capilar seco e compacta-lo,
batendo o capilar sobre superficie dura de modo a formar
coluna de aproximadamente 3 a 4 mm de altura.

Aquecer o banho rapidamente, sob agitagdo constante.
Quando a temperatura atingir 10 °C abaixo da pressuposta
faixa de fusdio, regular a velocidade de aumento da
temperatura para 1 a 2 °C por minuto, dependendo da
estabilidade da substancia sob ensaio.
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Quando o banho estiver 10 °C abaixo da faixa de fusdo,
introduzir o capilar no banho, de forma que sua parte inferior
esteja bem proxima do meio do bulbo do termdmetro.

As temperaturas obtidas sdo corrigidas mediante adaptagdo
de termdmetro auxiliar ao dispositivo anterior, de forma
que seu bulbo encoste no termdmetro do banho, na
zona média da coluna emergente de mercurio, quando a
substancia funde, lendo-se nesta altura a temperatura t
marcada no termometro auxiliar.

O calculo da corregdo a ser adicionada a cada uma das
temperaturas, que definem o ponto de fusdo, ¢ efetuado
através da expressao

0,00015 N(T-t)
em que

N = ntimero de graus correspondentes a coluna emergente,
T = temperatura lida no termdmetro padréo,
t = temperatura lida no termoémetro auxiliar.

O equipamento deve ser calibrado através do emprego de
padrdes de ponto de fusdo dentre aqueles reconhecidos
internacionalmente ou outros.

METODO II - METODO DO CAPILAR ABERTO

Geralmente aplicado para substdncias que ndo sdo
facilmente transformadas em po.

Aparelhagem

Deve-se empregar aparelho semelhante ao descrito no
Meétodo do Capilar, com as seguintes modificagdes:

- 0 banho de aquecimento deve ser a dgua;

- 0 termémetro deve ser graduado em 0,2 °C, abrangendo
faixa de -10 a 100 °C; e

- 0 tubo capilar. semelhante aquele empregado no Método
do Capilar, deve ser aberto em ambas as extremidades.

Procedimento

Fundir a substancia rapidamente 4 temperatura ndo superior
a 10 °C acima do ponto de fusdo completo. Agitar e, se
necessario, filtrar através de filtro de papel seco.

Inserir a substancia fundida na extremidade do capilar até
formar coluna de 8 a 12 mm de altura. Esfriar o capilar
contendo a amostra a temperatura de 15 °C, mantendo-a,
no minimo, por 16 horas. Prender o tubo capilar no
termometro de forma tal que a coluna de substincia se
localize na parte média do bulbo de mercurio. Colocar o
sistema em banho de agua a 15 °C, a profundidade de 3
cm da superficie da agua. Aquecer com agitagdo constante
para que a temperatura aumente 2 °C por minuto.

A temperatura na qual a substancia comega a ascender no
capilar ¢ o ponto de fusdo.

METODO III - METODO DA GOTA

Geralmente aplicado para determinagao do ponto de fusao
de substancias graxas de consisténcia pastosa.

Aparelhagem

Deve-se empregar aparelhagem semelhante ao do Método
I, com as seguintes diferencas:

- termometro com leitura até 100 °C graduado em 1 °C
- ndo utiliza capilar

- 0 liquido de imersdo ¢ a agua.

Procedimento

Fundir a amostra, agitando até atingir uma temperatura
de 90 a 92 °C e imediatamente deixar a amostra fundida
resfriar até uma temperatura de 8 a 10 °C acima do ponto
de fusdo esperado. Resfriar o bulbo de um termometro até
5°C, secar e, enquanto estiver frio, submergi-lo na amostra
fundida até a altura da metade do bulbo, aproximadamente.
Retirar imediatamente ¢ manté-lo em posi¢do vertical
até que a superficie da amostra depositada sobre o bulbo
solidifique, mantendo-o em banho de agua durante
aproximadamente 5 minutos a uma temperatura ndo maior
que 16 °C. Adaptar o termémetro com a amostra dentro de
um tubo de ensaio por meio de uma rolha de borracha ou
cortica, de modo que seu extremo inferior fique cerca de
15 mm acima do fundo do tubo de ensaio. Suspender o
tubo de ensaio em um banho de agua a uma temperatura
de 16 °C e elevar a temperatura do banho até 30 °C a uma
velocidade de 2 °C por minuto e depois a uma velocidade
de 1 °C por minuto, até que a primeira gota se desprenda do
termdmetro. A temperatura na qual isto ocorre representa o
ponto de fusdo.

Para cada determinacdo empregar uma porgdo recém
fundida da amostra. Se a variagdo de trés determinagdes for
menor que 1 °C, calcular a média. Se a variagdo for maior
que 1 °C realizar mais duas determinagdes e determinar a
média das cinco leituras.

METODO 1V - METODO DO BLOCO METALICO
AQUECIDO

De aplicagdo generalizada na determinacdo do ponto ou
intervalo de fus@o de substancias.

Aparelhagem

Consiste de bloco metalico de elevada condutividade
térmica, resistente as substancias sob analise e de superficie
plana e polida, como bronze, ago inoxidavel e similares.

O bloco deve conter cavidade cilindrica interna, paralela
a sua superficie superior e a cerca de 3 mm desta, com
dimensdes adequadas para acomodar termdmetro
calibrado.
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O bloco deve ser uniformemente aquecido através de
resisténcia elétrica ou chama microajustavel. O aparelho
deve ser calibrado constantemente com substancias
apropriadas e de comprovado grau de pureza.

Procedimento

Aquecer o bloco rapidamente até temperatura de 10
°C abaixo do ponto de fusdo previsto e, entdo, ajustar o
aquecimento para incrementos de temperatura da ordem de
1 °C por minuto.

Em intervalos regulares, colocar algumas particulas da
amostra, previamente pulverizada e seca, sobre a superficie
metalica, na regido imediatamente acima do bulbo do
termometro. Limpar a superficie ap6s cada ensaio. Anotar
a temperatura (t,) na qual a substancia funde imediatamente
apos o contato com o metal. Interromper o aquecimento.
Durante o resfriamento, colocar novamente algumas
particulas da amostra, a intervalos regulares, no mesmo
local do bloco, limpando a superficie ap6s cada ensaio.
Anotar a temperatura (t,) na qual a substancia solidifica
instantaneamente ao contato com o metal.

O ponto de fusdo instantdneo da amostra ¢ calculado
mediante a seguinte expressio:

2

5.2.3 DETERMINACAO DA
TEMPERATURA DE EBULICAO
E FAIXA DE DESTILACAO

Temperatura ou ponto de ebulicdo de um liquido ¢ a
temperatura corrigida na qual o liquido ferve sob pressdo
de vapor de 101,3 kPa (760 mm de Hg).

Faixa de destilacdo ¢ o intervalo de temperatura corrigida
para a pressao de 101,3 kPa (760 mm de Hg), no qual o
liquido, ou fragdo especifica do liquido, destila inteiramente.

APARELHAGEM

Usar aparelho como o sugerido na Figura 1 em que A ¢ um
baldo de destilagdo com capacidade de 100 mL conectado
ao condensador B. Na extremidade inferior de B se acopla
o adaptador C. Uma proveta de 50 mL graduada em 0,2 mL
¢ utilizada como coletor. O termdmetro deve ser adaptado
ao baldo de forma que o sensor de temperatura situe-se no
centro do gargalo e a cerca de 5 mm abaixo do nivel do
tubo lateral. O aquecimento (a gas, elétrico ou através de
banho) deve ser selecionado de acordo com a natureza da
substancia.

70

Figura 1 - Aparelho para determinacio da faixa de destilacio (dimensdes em mm). A, baldo de destilaciio; B, condensador; C, adaptador.
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PROCEDIMENTO

Adicionar ao baldo cerca de 50 mL da amostra de modo a
ndo escoar para o tubo lateral. Adicionar pérolas de vidro
ou outro material poroso adequado. Adaptar o termometro
ao baldo e aquecer, lentamente, protegendo o sistema
contra corrente de ar.

Registrar a temperatura na qual forem coletadas as cinco
primeiras gotas do destilado. Ajustar o aquecimento para
obter o destilado a vazdo de 3 a 4 mL por minuto. Anotar
a temperatura na qual a ultima gota evaporar do baldo de
destilagdo ou quando a fragdo especificada for coletada.
Manter o destilado a mesma temperatura na qual o liquido
foi originalmente medido e anotar o volume do destilado.

Comparar os valores obtidos do ponto de ebuli¢do, faixa
de destilagdo ¢ volume do destilado com as respectivas
especificacdes das monografias.

Corrigir as leituras em funcdo da pressdo atmosférica
utilizando a formula:

t, =t +k(101,3 -b)
Onde:

t, = temperatura corrigida;

t, = temperatura observada a pressdo atmosférica b;

k = fator de conversdo (Tabela 1), a menos que esse fator
ndo seja considerado;

b = pressao atmosférica, expressa em quilopascal, durante
a destilagdo.

Tabela 1 - Fatores de correcio para
diferentes temperaturas de destilacio.

Temperatura de destilacio Fator de correcio k

Até 100 °C 0,30
Acima de 100 °C e até 140°C 0,34
Acima de 140 °C e até 190°C 0,38
Acima de 190 °C e até 240°C 0,41
Acima de 240°C 0,45

Nota 1: quando o liquido é puro, a maior parte destila
a temperatura constante (em uma faixa de 0,5 °C). Essa
temperatura é o ponto de ebuli¢do do liquido.

Nota 2: liquidos que destilam abaixo de 80 °C devem
ser resfriados a 10-15 °C antes de se medir o volume e a
proveta que recebe o destilado deve estar imersa em banho
de gelo.

Nota 3: quando o ponto de ebuli¢do é superior a 140-
150 °C, pode-se substituir o condensador de dgua por
condensador de ar.

5.2.4 DETERMINACAO
DA TEMPERATURA DE
CONGELAMENTO

Temperatura ou ponto de congelamento de liquido ou de
solido fundido ¢ a mais alta temperatura na qual ocorre
solidificacdo.

Para substincias puras que fundem sem decomposicao,
o ponto de congelamento do liquido ¢ igual ao ponto de
fusdo.

APARELHAGEM

O aparelho (Figura 1) consiste em tubo de ensaio de
aproximadamente 25 mm de diametro interno ¢ 150 mm de
comprimento suspenso por intermédio de rolha adequada
dentro de um segundo tubo maior de 40 mm de didmetro
interno e 160 mm de comprimento formando uma camisa de
ar que evita mudancga brusca de temperatura. Esse sistema
¢ fixo por garra no centro do béquer com capacidade de
1000 mL contendo agua ou solugéo refrigerante.

O tubo interior ¢ vedado com rolha de modo a conter
haste agitadora e termdmetro com divisdes de 0,2 °C. O
sensor de temperatura do termdémetro deve estar fixo a
aproximadamente 15 mm do fundo do tubo. O agitador ¢é
um bastdo de vidro adaptado com anel na sua extremidade
inferior (Figura 1).
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Figura 1 - Aparelho para determinagio do
ponto de congelamento
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PROCEDIMENTO

Transferir a amostra em quantidade suficiente para
atingir 30 mm no tubo interno. Transferir para o béquer
a mistura refrigerante adequada a 5 °C abaixo do ponto
de congelamento esperado. Quando a amostra estiver
resfriada a cerca de 5 °C acima do ponto de congelamento,
mover verticalmente o agitador entre a superficie e o fundo
por, aproximadamente, 20 ciclos por minuto e registrar
a temperatura do termometro de 30 em 30 segundos.
Interromper a agitacdo quando a temperatura permanecer
constante ou apresentar leve aumento. Registrar a
temperatura de 30 em 30 segundos por no minimo 3 minutos
apos a temperatura comegar a diminuir novamente.

Registrar o méaximo na curva da temperatura-tempo que
ocorre ap0s a temperatura permanecer constante, ou
apresentar leve aumento, ¢ antes da temperatura comegar
a diminuir novamente. O ponto de congelamento ¢
atribuido a média de ndo menos que trés pontos maximos
consecutivos que estejam dentro de uma faixa de 0,4 °C.

Nota 1: se a substdncia é solida a temperatura ambiente,
fundir a substancia e aquecer até no maximo 20 °C acima
da temperatura de congelamento esperada antes de
transferir para o tubo interno.

Nota 2: se a substancia é liquida a temperatura ambiente
utilizar banho a 15 °C abaixo da temperatura de
congelamento esperada.

5.2.5 DETERMINACAO DA
DENSIDADE DE MASSA E
DENSIDADE RELATIVA

Densidade de massa (p) de uma substéncia ¢ a razdo de
sua massa por seu volume a 20 °C. A densidade de massa
da substancia (p) em uma determinada temperatura (%)
¢ calculada a partir de sua densidade relativa (d; ) pela
formula:

p=d d; +0,0012

(4gua)

expressa em g/mL ou kg/L.

Quando a temperatura, for exemplo, 20 °C a féormula ¢é
expressa por:

P, = 0,99820 x d +0,0012

Tabela 1 - Densidade da 4gua de 0 a 40 °C.

Temp. (°C) D?;;,;‘Zde Temp. (°C) D?‘;’j’::ia)de Temp. (°C) D?;;,;‘Zde Temp. (°C) D?;j;%de
0 0,99984 10 0,99970 20 0,99820 30 0,99565
1 0,99990 11 0,99961 21 0,99799 31 0,99534
2 0,99994 12 0,99950 22 0,99777 32 0,99503
3 0,99996 13 0,99938 23 0,99754 33 0,99470
4 0,99997 14 0,99924 24 0,99730 34 0,99437
5 0,99996 15 0,99910 25 0,99704 35 0,99403
6 0,99994 16 0,99894 26 0,99678 36 0,99368
7 0,99990 17 0,99877 27 0,99651 37 0,99333
8 0,99985 18 0,99860 28 0,99623 38 0,99297
9 0,99978 19 0,99841 29 0,99594 39 0,99259
10 0,99970 20 0,99820 30 0,99565 40 0,99222

Densidade relativa de uma substancia ¢ a razdo de sua
massa pela massa de igual volume de dgua, ambas a 20 °C
(dzzg) ou por massa de igual volume de 4gua a 4 °C (djo):

20 — 20
d, 0,998234 x d;,

PROCEDIMENTO

A densidade relativa da substancia pode ser determinada
através de picnometro, balanga hidrostatica ou densimetro.
O uso desses dois ultimos ¢ condicionado ao tipo de
aparelhagem disponivel.

METODO DO PICNOMETRO

Utilizar picndmetro limpo e seco, com capacidade de,
no minimo, 5 mL que tenha sido previamente calibrado.
A calibragdo consiste na determinacdo da massa do

picndmetro vazio e da massa de seu contetido com agua,
recentemente destilada e fervida, a 20 °C.

Transferir a amostra para o picndmetro. Ajustar a
temperatura para 20 °C, remover excesso da substancia,
se necessario, e pesar. Obter o peso da amostra através da
diferenca de massa do picndmetro cheio e vazio. Calcular
a densidade relativa (;72°) determinando a razdo entre a
massa da amostra liquidze(l) ¢ a massa da dgua, ambas a 20
°C. Utilizar a densidade relativa para calcular a densidade
de massa (p).

5.2.6 DETERMINACAO DO
[NDICE DE REFRACAO

Indice de refragdo (n) de uma substancia € a relagao entre a
velocidade da luz no vécuo e sua velocidade na substancia.
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Quando um raio de luz monocromatica passa de um meio
transparente para outro de densidade Optica diferente
esse ¢ refletido ou refratado, exceto quando incide
perpendicularmente a interface. A relag@o entre o seno do
angulo de incidéncia (sen i) e o seno do angulo de refragdo
(sen r) ¢ constante. Essa relagdo equivale ao indice de
refracdo (n).

sen i
n =
senr

Para fins praticos mede-se a refragdo com referéncia ao ar e
a substancia e ndo com referéncia ao vacuo € a substancia,
porquanto as diferengas entre os valores obtidos com ambas
as medidas ndo sdo significativas para fins farmacopeicos.

Em substancias isotropicas, o indice de refragdo ¢
caracteristica constante em determinado comprimento de
onda, temperatura e pressdo. Por essa razdo, esse indice
¢ 1til ndo so para identificar a substancia, mas, também,
para detectar a presencga de impurezas. E empregado para
caracterizar principalmente gorduras, 6leos graxos, ceras,
acucares e solventes organicos, bem como para identificar
certos farmacos. E igualmente usado para determinar a
pureza de 6leos volateis.

Geralmente determina-se o indice de refracdo em fungao
da luz de sédio no comprimento de onda 589,3 nm (raia
D) e a 20 £ 0,5 °C. Dai expressar-se o valor do indice de
refragdo como nlz) .

REFRATOMETROS

Os refratdmetros utilizados normalmente em analise
farmacopeica usam luz branca, mas sao calibrados de modo
a fornecer o indice de refragdo em termos de comprimento
de onda correspondente ao da luz da raia D de sédio.

O refratdmetro Abbé mede a faixa de valores de indice
de refragdo das substincias farmacéuticas. Outros
refratdmetros de maior ou igual precisio podem ser
empregados.

Visto que o indice de refrac@o varia significativamente com a
temperatura, durante a leitura deve-se ajustar e manter a 20 °C.

A calibragdo do aparelho ¢ realizada com padrao fornecido
pelo fabricante. Para controle da temperatura e limpeza do
equipamento deve-se determinar o indice de refragdo da
agua destilada cujos valores sdo 1,3330 220 °C e 1,3325 a
25 °C.

5.2.7 DETERMINACAO DA
VISCOSIDADE

Viscosidade ¢ a expressdo da resisténcia de liquidos ao
escoamento, ou seja, ao deslocamento de parte de suas
moléculas sobre moléculas vizinhas. A viscosidade dos
liquidos vem do atrito interno, isto ¢, das forcas de coesdo
entre moléculas relativamente juntas. Com o aumento
da temperatura, aumenta a energia cinética média das

moléculas, diminui (em média) o intervalo de tempo que as
moléculas passam umas junto das outras, menos efetivas se
tornam as forgas intermoleculares e menor a viscosidade.

Aunidade dinamica, Sistema CGS, de viscosidade € o poise.
O Sistema CGS de unidades é um sistema de unidades de
medidas fisicas, ou sistema dimensional, de tipologia LMT
(comprimento, massa tempo), cujas unidades-base sdo o
centimetro para o comprimento, 0 grama para a massa € o
segundo para o tempo.

A unidade dinamica analoga no Sistema Internacional de
Unidades (SI) € o pascal segundo. O poise ¢é frequentemente
utilizado com o prefixo centi; um centipoise (cP) é um
milipascal segundo (mPa-s) em unidades SI.

Sistema CGS — poise (P)
IP=1g-cm!'-s!

Por definigdo, poise ¢ a forga, em dinas, necessaria ao
deslocamento de camada plana de liquido, com area de 1
cm?, sobre outra camada idéntica, paralela e distanciada
da primeira em 1 cm, a velocidade de 1 cm/s. O poise €,
contudo, demasiado grande para a maioria das aplicagdes,
recorrendo-se dai ao centipoise, cP, correspondente a
um centésimo de poise. As vezes é conveniente utilizar-
se a viscosidade cinematica, que consiste na relagdo
entre a viscosidade dindmica e a densidade. Nesse caso,
no sistema CGS, a unidade é o stoke. A exemplo do que
ocorre com viscosidade absoluta (medida em poise), ¢é
mais conveniente exprimir-se viscosidade cinematica em
centistokes (100 centistokes = 1 stoke) para caracterizar a
maioria dos liquidos usuais em Farméacia e Quimica.

Sistema Internacional de Unidades — pascal segundo(Pa-s)
lPas=1kg-m'-s'=10P

Pascal segundo equivale a 10 poise, mas, normalmente, ¢
mais utilizado milipascal segundo (mPa-s)

Na Tabela 1 estd registrada a viscosidade de alguns
liquidos.

Tabela 1 - Viscosidade de alguns liquidos.

Viscosidade Viscosidade Viscosidade
Liquido | (P)* Unidades Nsm P=mP
CGS Unidades SI | <~ ™" **
Agua  0,0101 (298 K) 0,00101 0,890
Acetona 0,00316 0,000316 0,306
Etanol 0,01200 0,001200 1,074
Glicerina 14,9 1,49 934

21 poise (P) = 1 dina. s. cm-2 = 0,1 N s m-2. cP = centi-poise = mPa.s =
mili Pascal vezes Seg.

A determinagdo da viscosidade — ensaio para o qual a
especificagdo da temperatura é imprescindivel devido
a sua influéncia decisiva sobre o resultado (em geral, a
viscosidade ¢ inversamente proporcional a temperatura) -
¢ efetuada com base em propriedades diversas. O método
mais frequente baseia-se no tempo de escoamento de
liquidos através de capilares (viscosimetros de Ostwald,
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Ubbelohde, Baumé e Engler) devido a simplicidade e ao
preco acessivel dos aparelhos. Viscosimetros que tém como
principio de funcionamento a determinac¢do do tempo de
queda livre de esferas através de tubos contendo o liquido
sob ensaio (Hoppler) ou a velocidade de rotagdo de eixos
metalicos imersos no liquido (Brookfield, entre outros) sdo

igualmente empregados.
Diversas metodologias que podem ser empregadas:

» resisténcia de liquidos ao escoamento, tempo de vazao
de um liquido através de um capilar (viscosimetro de
Oswald, Ubbelohde, Baumé¢ e Engler);

* medida do tempo de queda de uma esfera através de
tubos contendo o liquido sob ensaio (Hoppler);

¢ medindo a resisténcia a0 movimento de rotagdo de
eixos metalicos quando imersos no liquido (reémetro
de Brookfield).

Embora seja possivel a determinacdo de viscosidade
absoluta, com base nas dimensdes exatas do viscosimetro
empregado, ¢ mais frequente a pratica da calibragdo
prévia do aparelho com liquido de viscosidade conhecida,
permitindo, por comparagdo, avaliacdo relativa da
viscosidade do liquido sob ensaio. Assim, empregando-
se viscosimetro de Ostwald ou similar, determinam-se
os tempos de escoamento t, ¢ t, de volumes iguais dos
liquidos de referéncia e amostra, de densidade d, e d,,
respectivamente. Sendo m, a viscosidade do liquido de
referéncia, a viscosidade absoluta (cP) do, liquido amostra,
pode ser calculada pela equagao:

M _ tyd,y
Nz fzdg
ou melhor
tyd,
T =Nz td

.

O quociente n,/t,.d, possui valor constante, k, para cada
liquido de referéncia, no mesmo viscosimetro. Assim,
conhecido esse valor (geralmente, encontrado no manual
do aparelho), simplifica-se a equagdo:

n==ktd

O wvalor de k pode, também, ser determinado,
experimentalmente, medindo-se o tempo de escoamento
de liquido padrao, puro, e aplicando-se a equagio:

i

 t.d
Empregando-se 4gua como padrao, usual para determinagao
de liquidos de baixa viscosidade, adotam-se os valores
de viscosidade registrados na Tabela 2, conforme a
temperatura do ensaio:

Tabela 2 — Valores de viscosidade, de acordo

com a temperatura do ensaio.

Temperatura (°C) n(cP)
15 1,140
16 1,110
17 1,082
18 1,055
19 1,029
20 1,004
21 0,980
22 0,957
23 0,936
24 0,915
25 0,895

Para liquidos muito viscosos (glicerina e 6leos em geral),
pode-se determinar a viscosidade relativa pelo método da
velocidade da queda de bolas através do liquido, usando
o viscosimetro de Hoppler. Esse método, também, ¢
apropriado para determinar a viscosidade absoluta de
liquidos, aplicando-se a equagio:

?’i' = t{:ﬂ‘_r; —_ d_{ }H
Onde:

t =tempo de queda da bola (seg).

K = cte especifica da bola (mPcm?®), fornecido pelo
fabricante.

d, = densidade da bola (g/cm’?).

d, = densidade do liquido (g/cm’).

A densidade do liquido (d,), para uma certa temperatura,
pode ser obtida em livros de referéncia (como handbooks),
ou determinada experimentalmente.

A viscosidade relativa no método de Hoppler pode ser
determinada aplicando-se a equag@o:

Ny {ds —dylt,

Nz (ds—dzlt;

onde 1, d e t sdo, respectivamente, o coeficiente de
viscosidade dindmica, a massa especifica e o tempo de
escoamento de igual volume dos liquidos 1 e 2.

VISCOSIMETRO DE OSTWALD

O principio operacional do viscosimetro de Stokes
baseia-se na determinacdo da velocidade de queda livre
de uma esfera através do fluido do qual se deseja obter a
viscosidade.

O viscosimetro de Ostwald ¢ o mais simples e popular
dentre os aparelhos disponiveis. Consta de tubo dobrado
em U (Figura 1), com um dos ramos munido de ampola
terminada em capilar. Ha dois tracos de referéncia, um
imediatamente acima da ampola e o outro sobre o capilar.
O outro ramo ¢ suficientemente largo para permitir seu
enchimento com o liquido sob ensaio até a altura de cerca
de 5 mm abaixo do trago de referéncia inferior. Para
possibilitar maior variedade de viscosidades, passiveis de
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determinagdo, empregam-se cole¢des de viscosimetros,
com diferentes calibres. O aparelho indicado para
determinada avalia¢do é o que possibilita escoamento da
amostra em periodo ndo inferior a 60 segundos.

Para a determinacdo propriamente dita, transferir para
o viscosimetro escolhido, lavado e seco, quantidade
suficiente de liquido para atingir nivel da ordem de 5 mm
abaixo do traco de referéncia inferior. Fixar o aparelho
em termostato (20 °C), apdés aguardar que o liquido no
interior do aparelho adquira a temperatura controlada,
aspirar o liquido pelo tubo capilar/ampola (por meio de
tubo de borracha fixado na extremidade) até que o nivel do
liquido exceda ligeiramente o traco de referéncia superior.
Soltar entdo o tubo e, no instante em que o menisco
atingir o trago de referéncia superior, acionar cronometro
de precisao, retravando-o quando o menisco passar pelo
traco de referéncia inferior. Registrar o tempo decorrido
e repetir o ensaio diversas vezes com intervalos de alguns
minutos até que tempos sucessivos ndo difiram em mais de
0,5 segundos Determinar a densidade do liquido sob ensaio
(5.2.5), corrigindo o valor para a densidade relativa a dgua,
a 20 °C, e calcular a viscosidade do liquido amostra pela
formula indicada, empregando a constante k fornecida ou
determinada por procedimento similar.

o204

300

Figura 1 - Viscosimetro de Ostwald
(dimensdes em mm).

VISCOSIMETRO DE HOPPLER

O sistema de medida Hoppler, mede o tempo que uma
esfera solida precisa para percorrer uma distancia entre
dois pontos de referéncia dentro de um tubo inclinado
com amostra. Os resultados obtidos sdo considerados
como viscosidade dindmica na medida estandardizada no

Sistema Internacional (mPa.s). Determina a viscosidade
de liquidos Newtonianos e gases (com uma bola especial
para gases), com precisdo. Entre suas aplica¢des figuram
a investigacdo, o controle de processos e o controle de
qualidade, utilizado principalmente para substincias de
baixa viscosidade, entre 0,6 ¢ 100 000 mPa.s.

O Viscosimetro de Hoppler é composto por um tubo de
vidro com duas marcas (A e B) espacadas de 10 mm entre
si na coluna, as quais definem a distancia de medicao. Uma
bola (em vidro, liga de niquel e ferro ou a¢o), com didmetro
compativel com o calibre do tubo de vidro € instalada no topo
do seu contetdo liquido. O tubo ¢ envolvido por um cilindro
de vidro cheio com agua em circulacdo, sob temperatura
controlada. Todo o conjunto se encontra disposto em posi¢@o
ligeiramente inclinada (10% na vertical), podendo ser girado
180° em torno de um eixo perpendicular a ambos os tubos,
para possibilitar a repeti¢do das determinacgdes e o retorno
da bola a posicao inicial. A técnica consiste, em cronometrar
o tempo (de queda) que uma esfera (com densidade e
diametro varidveis com a respectiva constituicao estrutural)
leva a percorrer o espaco entre aquelas duas marcas (A e
B) existentes nas extremidades do tubo de vidro. Quanto
maior for a viscosidade maior serd o tempo que a bola
levaré a percorrer aquele espaco. O tipo de esfera a utilizar
¢ escolhido em funcdo do valor presumivel da viscosidade
do liquido em observagao. No caso do sangue sdo utilizadas
esferas de vidro. Os resultados da viscosidade, dos liquidos
newtonianos sdo expressos em unidades absolutas padrdes
internacionais (milipascal. segundo, mPa.s).

Para a determinagdo propriamente dita, enxaguar o
viscosimetro, escolhido, lavado e seco, com o liquido que
for usado para determinar a viscosidade. Ajustar o prumo
do aparelho. Escolher a esfera adequada para cada liquido
(agua = esfera de vidro). Encher completamente o tubo
interno do viscosimetro com agua. Anotar o tempo de
queda da esfera entre as marcas A e B no viscosimetro.
Fazer mais duas determinagdes para obter a melhor média.

VISCOSIMETRO BROOKFIELD

A viscosidade de uma forma farmacéutica pode ser
determinada por um viscosimetro de Brookfield, que mede
a viscosidade pela forga necessaria para girar o spindle no
liquido que esta sendo testado.

Para utilizar esse aparelho, deve-se proceder da seguinte
forma:

+ adicionar a amostra a ser analisada no recipiente coletor
do aparelho, até a marca desejada;

* programar o aparelho, escolhendo um numero de
spindle e uma rotagdo a serem testados, de acordo com
metodologia especifica;

+ imergir o spindle na amostra a ser analisada;

» acionar o aparelho e, apds estabiliza¢do do valor, que
aparecera no display do aparelho, anotar esse valor que
serd expresso em centipoise (cP);

caso ndo haja estabilizagdo do valor, teste novamente,
utilizando outro nimero de spindle ou outra rotag@o.
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VISCOSIMETRO DE EFLUXO - MODELO TIPO FORD

Selecionar o orificio adequado. A diretriz para a sele¢do do
orificio deve ser a obten¢do de um tempo de escoamento
do liquido em teste ao redor de 60 segundos. Deve-se ter
um tempo de escoamento entre 20 e 100, segundos, para a
amostra a 25 °C.

A amostra deve ser, perfeitamente, homogenecizada. No
momento do ensaio, 0 viscosimetro € o material a ser
ensaiado devem estar a 25 + 0,1 °C. Fechar o orificio com
lamina de vidro plana e preencher o copo com amostra
até o nivel mais elevado. Verter a amostra, lentamente,
evitando a formacdo de bolhas. Nivelar a amostra no
copo utilizando placa de vidro plana. Retirar a 1dmina do
orificio. A amostra ficara retida dentro do copo. Remova
a placa de vidro plana e acione o cronémetro quando a
amostra comegcar a escoar pelo orificio. Quando ocorrer
a primeira interrup¢do do fluxo de escoamento, parar o
crondmetro e anotar o tempo transcorrido em segundos.
Realizar o ensaio, no minimo, em triplicata. A viscosidade
sera a média dos valores obtidos, expressa em mm?*'s ou
Centistokes, sendo permitido um desvio padrdo maximo
3%. A conversdo de segundos para mm?/s ou Centistokes
¢ dada de acordo com o manual do equipamento utilizado.

5.2.8 DETERMINACAO
DO PODER ROTATORIO

E DO PODER ROTATORIO
ESPECIFICO

Muitas substancias farmacéuticas sdo opticamente ativas,
logo desviam a luz plano-polarizada de modo que a luz
transmitida ¢ desviada em um determinado angulo em
relagdo a incidente.

Substancias com a mesma estrutura contendo um ou mais
centros quirais as quais sdo imagens especulares ndo
superponiveis uma da outra sio denominadas enantidmeros.

Um dos enantidmeros desvia a luz plano-polarizada para
a direita (+) e ¢ chamado de dextrogiro, ou d; o antipoda
desvia para a esquerda (-) e é conhecido como levogiro
ou /. O angulo desse desvio ¢ igual em moddulo para os
enantidmeros, porém com sinais opostos.

As propriedades fisico-quimicas dos enantidmeros como
densidade, indice de refragdo, momento dipolo-dipolo,
pontos de ebuli¢do e fusdo sdo idénticas ja que o ambiente
quimico no qual esta inserido cada atomo ¢é igual para os
enantidmeros.

A polarimetria, isso ¢, a medi¢do do poder rotatorio de
uma substancia com polarimetro ¢ um dos métodos mais
pratico para distinguir os enantidmeros e, portanto, ¢ um
importante critério de identificagdo, caracterizagdo ¢ de
determinag@o de pureza enantiomérica dos farmacos.

O poder rotatdrio varia com a temperatura, 0 comprimento
de onda da luz incidente, o solvente utilizado, a natureza da
substancia e sua concentracdo. Se a solugdo contiver duas

substancias opticamente ativas e estas nao reagirem entre
si, 0 angulo de desvio sera a soma algébrica dos angulos de
desvio de ambas.

Polarimetro

Historicamente, a polarimetria foi realizada utilizando
um instrumento em que o poder rotatorio ¢ estimado pela
visualizagdo da intensidade de campos divididos. Por essa
razdo, a linha-D da lampada de s6dio no comprimento de
onda visivel a 589 nm foi o0 mais frequentemente utilizado.
O poder rotatorio especifico determinado na linha D ¢
expresso, na maioria das vezes, pelo simbolo:

25 20

hﬂ;;ouhﬂ?y

O uso de comprimentos de onda mais baixos como o0s
disponiveis com as linhas de ldampada de merctrio isolados
por meio de filtros de transmitancia maxima a cerca de 578,
546, 436, 405 e 365 nm em um polarimetro fotoelétrico
mostraram maior sensibilidade; consequentemente houve
uma reducdo na concentragdo da substancia no ensaio.
Em geral, o poder rotatério observado em 436 nm ¢
aproximadamente o dobro e em 365 nm ¢é cerca de trés
vezes maior que o em 589 nm.

Poder rotatorio e poder rotatorio especifico

A equagdo geral usada em polarimetria é:

t  100a
3= T

Em que [a] é o poder rotatério especifico no comprimento
de onda A e na temperatura ¢, a ¢ o poder rotatorio observado
em graus (°), / ¢ o caminho optico em decimetros e ¢ ¢ a
concentragdo da substancia em g por 100 mL. Assim, [a]
¢ 100 vezes a para uma solugdo contendo 1 g em 100 mL
em uma célula com um caminho 6ptico de 1,0 decimetro
sob condigdes definidas do comprimento de onda da luz
incidente e da temperatura.

Procedimento

O poder rotatorio especifico de um farmaco é um valor de
referéncia e deve ser calculado a partir do poder rotatorio
observado para a solugdo da amostra ou para o liquido
conforme especificado na monografia. As medidas do poder
rotatério sdo realizadas a 589 nm a 20 °C exceto quando
especificado. Sempre que um polarimetro fotoelétrico é
usado, uma tinica medida corrigida pelo branco ¢ realizada.
Para um polarimetro visual é empregada a média de pelo
menos cinco determinagdes corrigidas pelo branco. Em
ambos os casos, o solvente utilizado para o preparo da
solugdo da amostra deve ser utilizado como branco ou o tubo
vazio no caso de liquidos. A temperatura experimental deve
ser mantida em + 0,5 °C em relagdo ao valor especificado.
Usar o mesmo tubo do polarimetro na mesma orientagédo
angular para a amostra e o branco. Posicionar o tubo para
que a luz passe por ele na mesma diregdo cada vez.
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O poder rotatorio das solugdes deve ser determinado dentro
de 30 minutos ap6s a preparacdo. Nos casos nos quais
ocorre racemizagdo ou mutarrotacdo todas as condigdes
devem ser padronizadas desde o tempo de preparo da
solugdo e o de medida no polarimetro.

O poder rotatorio e o poder rotatorio especifico referem-se
a substancia seca, anidra ou isenta de solvente em todas as
monografias em que se fornecem os valores da umidade,
perda por dessecacdo ou conteiido de solvente.

5.2.9 DETERMINACAO DA
PERDA POR DESSECACAO

Esse ensaio se destina a determinar a quantidade de
substancia volatil de qualquer natureza eliminada nas
condi¢des especificadas na monografia. No caso de ser a
agua a Unica substancia volatil, basta determinar seu teor
segundo um dos métodos descritos em Determinagdo de
dgua (5.2.20).

Para os demais casos, o procedimento adotado ¢ o descrito
abaixo, sendo o método a ser adotado especificado nas
monografias.

PROCEDIMENTO

Metodo Gravimeétrico

Reduzir a substincia a pd fino, caso se apresente na
forma de cristais volumosos. Pesar, exatamente, cerca
de 1 a 2 g e transferir para pesa-filtro chato previamente
dessecado durante 30 minutos nas mesmas condigdes a
serem empregadas na determinagdo. Apos resfriamento
em dessecador, pesar o pesa-filtro, tampado, contendo a
amostra. Agitar o pesa-filtro brandamente para distribuir
a amostra da maneira mais uniforme possivel, a uma
altura ideal de 5 mm. Colocar o pesa-filtro na estufa,
retirar a tampa, deixando-a também na estufa. Secar a
amostra (geralmente a 105 °C) e por um determinado prazo
(geralmente 2 horas) especificado na monografia. Esfriar
até temperatura ambiente em dessecador. Pesar. Repetir a
operacdo até peso constante.

Observagcdo: No caso de a substdncia fundir a uma
temperatura mais baixa que a especificada para a
determinag@o, manter o pesa-filtro com seu contetido por
1 a 2 horas a temperatura de 5 a 10 °C abaixo do ponto de
fusdo, antes de seca-la a temperatura especificada. Quando
a substancia se decompde a temperatura de 105 °C, ela deve
ser dessecada em uma temperatura mais baixa. Em ambos
os casos, pode-se realizar a secagem a pressdo reduzida,
em dessecador.

A porcentagem de perda por dessecacdo ¢ dada pela
equagao
Pu - Ps 100
Pa

em que

Pa = peso da amostra,

Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da
dessecacgao,

Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra apds a
dessecacgao.

Balanca por infravermelho ou utilizando lampada
halogenada

O procedimento deve ser realizado como a seguir.

+ Retirar a umidade do equipamento;

* pesar cerca de lg da substdncia a ser analisada e
distribuir o material uniformemente no coletor de
aluminio contido dentro do aparelho;

* definir o tempo e temperatura de secagem segundo
descrito na monografia da respectiva substancia. Na
maioria das vezes, utiliza-se um (1) minuto a 105 °C.

+ acionar o aparelho e anotar o valor da umidade, em
percentual, que aparecera no display do aparelho.

Termogravimetria

Proceder conforme descrito em Andlise Térmica (5.2.27).

5.2.10 DETERMINACAO
DE CINZAS SULFATADAS
(RESIDUO POR INCINERACAO)

Cinzas sulfatadas compreendem o residuo ndo volatil a
incineragdo na presenga de acido sulfurico, conforme a
técnica especificada. Em geral, o ensaio visa a determinar o
teor de constituintes ou impurezas inorganicas contidos em
substancias organicas. Também se destina a determinagdo
de componentes inorganicos em misturas ¢ da quantidade

de impurezas contidas em substdncias inorganicas
termolabeis.
PROCEDIMENTO

Pesar exatamente de 1 a 2 g (ou a quantidade especificada
na monografia) de substancia pulverizada, transferir para
cadinho (como exemplo: platina, porcelana, silica, quartzo)
previamente calcinado, esfriado em dessecador ¢ tarado,
¢ adicionar cerca de 1 mL de acido sulfurico. Aquecer
brandamente até carbonizagdo em temperatura nao
superior a 600 °C + 50 °C. Esfriar e adicionar lentamente
cerca de 1 mL de acido sulftrico para umedecer o residuo,
carbonizar e incinerar com aquecimento gradativo até 600
°C £ 50 °C. Esfriar, pesar novamente e incinerar por mais
30 minutos. Repita este procedimento até que a diferenca
entre duas pesagens sucessivas ndo seja maior que 0,5
mg. Um equipamento calibrado, por exemplo mufla, deve
ser utilizado para o controle da temperatura. Calcular a
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porcentagem de cinzas sulfatadas em relagdo a substancia
sob ensaio, utilizando o seguinte calculo:

Cinzas sulfatadas (%) = P })B x100

3

em que:

P, = Peso do cadinho ap6s a calcinagio e esfriamento (tara
do cadinho);

P, = Peso do cadinho com amostra apds a calcinagio e
esfriamento em dessecador;

P,= Peso da amostra inicial

100 = Fator de porcentagem.

5.2.11 DETERMINACAO DA
GRANULOMETRIA DOS POS

O grau de divisdo ou a granulometria de pds € expresso pela
referéncia a abertura nominal da malha do tamis utilizado.
Os tamises empregados sdo de aco inoxidavel, latdo, ndo
sendo permitido o revestimento dos fios.

Na descricao dos p6s sdo utilizados os termos abaixo:

Po6 grosso - aquele cujas particulas passam em sua
totalidade pelo tamis com abertura nominal demalha de
1,70 mm e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura
nominal de malha de 355 pm.

P6 moderadamente grosso - aquele cujas particulas
passam em sua totalidade pelo tamis com abertura nominal
de malha de 710 um e, no maximo, 40% pelo tamis com
abertura nominal de malha de 250 um.

Po semifino - aquele cujas particulas passam em sua
totalidade pelo tamis de abertura nominal de malha de 355
pm e, no maximo, 40% pelo tamis com abertura nominal
de malha de 180 pum.

Po fino - aquele cujas particulas passam em sua totalidade
pelo tamis com abertura nominal de malha de 180 pm.

P6 finissimo - aquele cujas particulas passam em sua
totalidade pelo tamis com abertura nominal de malha de
125 pm.

A determinagdo da granulometria de pos é feita pelo
processo descrito abaixo, com o auxilio de tamises, cujas
caracteristicas estdo padronizadas na tabela anexa.

PROCEDIMENTO

A granulometria ¢ determinada com o auxilio de tamises
operados por dispositivo mecanico. Este tipo de dispositivo
reproduz os movimentos horizontais e verticais da operagio
manual, através da a¢do mecanica uniforme. Para utilizar
este dispositivo, proceda da seguinte forma:

Separar, pelo menos, 4 tamises que estejam descritos na
Tabela 1, de acordo com as caracteristicas da amostra.
Montar o conjunto com o tamis de maior abertura sobre
o de abertura menor. Colocar o conjunto sobre o receptor
de tamises.

Pesar cerca de 25 g da amostra (dependendo da natureza
do material, densidade do p6 ou granulo e do didmetro dos
tamises a serem utilizados). Transferir a amostra para o
tamis superior, distribuindo uniformemente o p6. Tampar
0 conjunto.

Acionar o aparelho, por cerca de 15 minutos, com vibragdo
adequada. Apds o término deste tempo, utilizando um
pincel adequado, remover toda a amostra retida na superficie
superior de cada malha para um papel impermeavel, e
pesar o pd. Pesar também o p6 retido no coletor.

Calcular o percentual retido em cada tamis, utilizando o
seguinte calculo:

% Retida pelo tamis =?B 100

onde:

P, = Peso da amostra retida em cada tamis (em gramas);
P, = Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor
(em gramas);

100 = Fator de porcentagem.

Tabela 1 - Abertura de malha dos tamises.

Numero do tamis S .
Orificio do tamis

(ABNT/ASTM)

2 9,5 mm
3,5 5,6 mm
4 4,75 mm
8 2,36 mm
10 2 mm
20 850 um
30 600 um
40 425 um
50 300 um
60 250 pm
70 212 pm
80 180 pm
100 150 pm
120 125 pm
200 75 pm
230 63 um
270 53 um
325 45 pm
400 38 um
500 25 um
635 20 um

* O numero do tamis corresponde a classificagdo da Associagdo
Brasileira de Normas Técnicas — ABNT (1984), ISO 33101:2000.

5.2.12 COR DE LIQUIDOS

A avaliagao da cor de liquidos ¢ executada por comparagao
da solugdo sob analise - preparada conforme instrugdes
da monografia - e solugdes-padrdo de cor (SC). Tais
solugdes encontram emprego como referéncia para alguns
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farmacos e em testes de carboniza¢do com acido sulftrico
especificados em diversas monografias.

O processo comparativo, salvo especificacdo em contrario,
deve ser executado em tubos de ensaio de vidro transparente
e fundo chato, com didmetro da ordem de 16 mm, do tipo
empregado em ensaio limite de impurezas. Os tubos devem
ser os mais uniformes possiveis.

Para a avaliagdo, utilizar volumes de 10 mL tanto para
a preparagdo amostra quanto para a preparagdo padrio,
assegurando altura aproximada de 50 mm para os liquidos
nos tubos. Observar os tubos transversalmente contra fundo
branco, sob luz difusa. E importante comparar as solugdes
nas mesmas condigoes, inclusive de temperatura (25 °C).

A preparagdo amostra ¢ preparada de modo a apresentar
coloragdo semelhante a da preparagdo de referéncia
especificada.

PADROES BASICOS

As solugdes de referéncia de cor (SC) sdo obtidas a partir
de trés solugdes basicas, a serem preparadas e armazenadas
em frascos herméticos. Dessas - com base na Tabela 1,
contendo indica¢des de volumes para a preparacao de 20
solugdes-padrao de cor (SC) designadas com as letras
do alfabeto, de A a T - preparar a solugdo ou solucdes
especificadas para a comparacao. Transferir os volumes
indicados (deixar a agua por ultimo) e homogeneizar,
diretamente, nos tubos de comparagao.

Solu¢do base de cloreto de cobalto 11

Preparar solugdo de 25 mL de acido cloridrico e 975
mL de agua. Dissolver 65 g de cloreto de cobalto(Il) em
aproximadamente 900 mL dessa solu¢do e completar o
volume para 1000 mL com o mesmo solvente. Transferir,
usando pipeta, 5 mL dessa solugdo para frasco de iodo de
250 mL, juntar 5 mL de peréxido de hidrogénio SR e 15
mL de hidréxido de s6dio 5 M. Ferver durante dez minutos,
resfriar e adicionar 2 g de iodeto de potassio e 20 mL de
acido sulfurico 0,26 M. Titular com tiossulfato de s6dio 0,1
M SV, juntando 3 mL de amido SI como indicador. Corrigir
o volume de titulante consumido por determinagdo em
branco. Cada mL de tiossulfato de sodio 0,1 M SV equivale
a 23,79 mg de CoCl,.6H,O. Ajustar o volume da solugdo
adicionando quantidade suficiente de solugdo de acido
cloridrico e agua para obter solugdo contendo exatamente
59,5 mg de CoCl,.6H,O por mL de solugdo.

Solugdo base de sulfato cuprico

Preparar solug@o de 25 mL de écido cloridrico e 975 mL
de agua. Dissolver 65 g de sulfato cuprico (CuSO,.5H,0)
em 900 mL dessa solug@o e completar o volume para 1000
mL com a mesma solugdo. Transferir, usando pipeta, 10
mL dessa solugdo para frasco de iodo de 250 mL, juntar
40 mL de agua, 4 mL de acido acético glacial, 3 g de
iodeto de potassio e 5 mL de acido cloridrico. Titular o
iodo liberado com tiossulfato de sddio 0,1 M SV, juntando

3 mL de amido SI como indicador. Corrigir o volume de
titulante consumido por determinagdo em branco. Cada
mL de tiossulfato de sodio 0,1 M SV equivale a 24,97 mg
de CuSO,.5H,0. Ajustar o volume da solugdo adicionando
quantidade suficiente de mistura de acido cloridrico e
agua para obter solucdo contendo exatamente 62,4 mg de
CuSO0,.5H,0 por mL de solug@o.

Solugdo base de cloreto ferrico

Preparar solugdo de 25 mL de acido cloridrico € 975 mL de
dgua. Dissolver cerca de 55 g de cloreto férrico (FeCl,.6H,0)
em aproximadamente 900 mL dessa solugdo e completar o
volume para 1000 mL com a mesma solucdo. Transferir,
utilizando pipeta, 10 mL dessa solugéo para frasco de iodo de
250 mL, adicionar 15 mL de agua, 3 g de iodeto de potassio
e 5 mL de acido cloridrico. Deixar em repouso durante 15
minutos. Completar o volume da solugdo para 100 mL com
agua e titular o iodo liberado com tiossulfato de sodio 0,1 M
SV, juntando 3 mL de amido SI como indicador. Corrigir o
volume de titulante consumido por determinagéo em branco.
Cada mL de tiossulfato de sddio 0.1 M SV equivale a 27,03
mg de FeCl, 6H,0. Ajustar o volume da solugdo adicionando
quantidade suficiente de solu¢do de acido cloridrico e
agua para obter solucdo contendo exatamente 45,0 mg de
FeCI, 6H,0 por mL de solugdo.

Tabela 1 - Composicio das solucées-padrio de cor (SC).

Partes de
Solucao | Solucdo | Solucdo ;

SC | basede | basede | basede Agua,
cloreto de | cloreto sulfato para
cobalto 11, | férrico, cuprico, completar

10 mL.
em mL em mL em mL
A 0,1 0,4 0,1 4,4
B 0,3 0,9 0,3 8,5
C 0,1 0,6 0,1 4,2
D 0,3 0,6 0,4 3,7
E 0,4 1,2 0,3 3,1
F 0,3 1,2 0,0 3,5
G 0,5 1,2 0,2 3,1
H 0,2 1,5 0,0 33
I 0,4 2,2 0,1 2,3
J 0,4 3,5 0,1 1,0
K 0,5 4,5 0,0 0,0
L 0,8 3,8 0,1 0,3
M 0,1 2,0 0,1 2,8
N 0,0 4,9 0,1 0,0
0] 0,1 4,8 0,1 0,0
P 0,2 0,4 0,1 4,3
Q 0,2 0,3 0,1 4,4
R 0,3 0,4 0,2 4,1
S 0,2 0,1 0,0 4,7
T 0,5 0,5 0,4 3,6
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5.2.13 ESPECTROMETRIA
ATOMICA

5.2.13.1 ESPECTROMETRIA DE
ABSORCAO ATOMICA

A espectrometria de absorcdo atomica ¢ utilizada para a
determinagdo de diversos elementos da tabela periddica e
consiste, basicamente, de quatro técnicas: absorcao atdmica
com chama, geracdo de hidretos, geracao de vapor frio e
forno de grafite. As técnicas que utilizam chama e forno
de grafite como atomizadores permitem a determinacgao de
cerca de 70 elementos sendo a maioria metais. A técnica
de geracdo de hidretos permite a determinacao de arsénio,
antimonio, selénio, bismuto, telurio, chumbo, indio,
estanho, germéanio e tdlio; ja a geragdo de vapor frio ¢
utilizada, basicamente, para a determina¢do de mercurio.

Para a determinacdo da concentragdo do analito por
absor¢ao atomica, a radiagdo de uma fonte de comprimento
de onda especifico de acordo com o elemento analisado
incide sob o vapor atdmico contendo atomos livres desse
elemento no estado fundamental. A atenuacdo da radiagdo
¢ proporcional a concentragdo do analito segundo a lei de
Lambert-Beer.

A instrumentagdo para absor¢do atOmica consiste,
basicamente, de fonte de radia¢do, atomizador,
monocromador, detector e sistema de processamento de
dados. Como fontes de luz utilizam-se lampadas de catodo
oco ¢ lampadas de descarga sem eletrodo que emitem
radiagdo intensa de mesmo comprimento de onda que a
absorvida pelo elemento a ser determinado. O atomizador
pode ser constituido de uma chama ou um forno de
grafite. O monocromador ¢ responsavel pela separagdo
do comprimento de onda desejado. A radiag@o incide no
monocromador por uma fenda estreita; em seguida, ¢é
separada em seus diferentes comprimentos de onda em
uma rede de difragdo e, posteriormente, direcionada ao
detector. O detector, geralmente, ¢ um fotomultiplicador,
que transforma a energia luminosa em corrente elétrica, a
qual é amplificada e, posteriormente, interpretada por um
sistema de leitura.

PROCEDIMENTO

Para operar os espectrdmetros de absor¢do atomica,
recomenda-se seguir as instru¢cdes do fabricante. As
determinagdes sdo feitas por comparagdo com solucdes de
referéncia contendo concentragdes conhecidas do analito.
As determinagdes podem ser efetuadas pelo Método de
calibragdo direta (Método 1) ou pelo Método de adigdo
padrdo (Método II). Recomenda-se o Método I, salvo
quando especificado.

Meétodo de calibragdo direta (Método 1): preparar no
minimo quatro solugdes de referéncia do elemento a
ser determinado utilizando a faixa de concentragdo

recomendada pelo fabricante do equipamento para o
analito. Todos os reagentes empregados no preparo da
amostra devem ser igualmente incluidos, nas mesmas
concentragoes, no preparo das solugdes de referéncia. Apds
a calibragdo do equipamento com solvente, introduzir no
atomizador trés vezes cada uma das solugdes de referéncia
e, ap6s a leitura, registrar o resultado. Lavar o sistema
de introducdo da amostra com agua apds cada operagdo.
Tragar a curva analitica para a média das absorvancias das
trés leituras para cada solugdo referéncia com a respectiva
concentragdo. Preparar a amostra conforme indicado na
monografia ajustando sua concentragdo para que essa situe-
se na faixa de concentragao das solu¢des de referéncia para
o analito. Introduzir a amostra no atomizador, registrar a
leitura e lavar o sistema de introdu¢do da amostra com
agua. Repetir essa sequéncia duas vezes. Determinar a
concentragdo do elemento pela curva analitica utilizando a
média das trés leituras.

Meétodo de adi¢do padrdo (Método II): adicionar a, no
minimo, quatro baldes volumétricos volumes iguais
da solugdo da substdncia a ser determinada preparada
conforme indicado na monografia. Aos balGes, exceto
em um, adicionar volumes determinados da solugdo de
referéncia especificada de modo a obter uma série de
solugdes contendo quantidades crescentes do analito.
Completar o volume de cada baldo com agua. Apds calibrar
o0 espectrometro com agua, registrar trés vezes as leituras
de cada solugdo. Tracar a curva analitica para a média das
absorvancias das trés leituras para cada solucdo versus a
respectiva quantidade do analito adicionada a solugdo.
Registrar a quantidade do analito em moddulo na amostra
por extrapolagdo da curva analitica no eixo das abcissas.

5.2.13.1.1 Espectrometria de absor¢ao atomica
com chama

O sistema consiste de uma camara de pré-mistura na qual
o combustivel e o oxidante sdo misturados e do queimador
que recebe a mistura combustivel-oxidante. A solugdo ¢é
introduzida através de um nebulizador pneumatico, no qual
¢ gerado um fino aerossol que é conduzido até a chama. A
quantidade de energia que pode ser fornecida pela chama
para a dissociacdo e atomizagdo da amostra é proporcional
a temperatura. Se uma chama de baixa temperatura ¢
utilizada, a solugdo pode ndo ser convertida em atomos
neutros. Por outro lado, se uma chama com temperatura
muito elevada for empregada podera ocorrer a formagéo de
grande quantidade de ions que ndo absorvem radiag@o da
fonte. Através da modificagdo da propor¢do de oxidante e
combustivel utilizados para cada tipo de chama, ¢ possivel
alterar significativamente sua temperatura. As chamas mais
popularmente utilizadas sdo as produzidas por ar-acetileno
(2100 - 2400 °C) e acetileno-0xido nitroso (2650 - 2850
°C). A mistura ar-acetileno ¢ utilizada para elementos com
temperaturas de atomizagdo inferiores como Na, K, Mg,
Cd, Zn, Cu, Mn, Co, etc. A chama gerada por acetileno-
oxido nitroso ¢ aplicada a elementos refratarios como Al,
V, Ti, Si, U, entre outros.
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INTERFERENCIAS

Interferéncias fisicas: a utilizagdo da preparacdo amostra
com propriedades fisicas como viscosidade e tensdo
superficial diferentes da preparagdo padrdo pode resultar
em diferencas em relagdo a aspiragdo e nebulizagdo
levando a leituras incorretas. Deve-se sempre que possivel
utilizar as preparagdes com as mesmas propriedades fisicas
e constituintes de matriz.

Interferéncia de ionizagdo: ocorre, normalmente, para
elementos alcalinos e alcalinos terrosos que sao facilmente
ionizaveis. Quanto maior o grau de ionizagdo menor a
absorvancia. Para minimizar interferéncias de ionizagdo,
¢ possivel utilizar chamas com temperaturas mais baixas
ou usar “supressores de ionizagdo” que sdo elementos
como o césio que se ionizam mais facilmente que o
analito aumentando, assim, o nimero de 4tomos no estado
fundamental.

Interferéncias quimicas: a forma¢do de compostos
termicamente estaveis na chama como os 6xidos de alguns
elementos (Ca, Ti, Cr, V, Al, etc) reduz a populagdo de
atomos no estado fundamental. Isso pode ser resolvido
pelo aumento da temperatura da chama o que resulta na
dissociagdo desses compostos. Outra possibilidade ¢ a
utilizagdo de um “agente supressor” ou “libertador” que
possui maior afinidade pelo oxigénio em relagdo ao analito
evitando a formagao dos 6xidos. A solugdo contendo cloreto
de césio e cloreto de lantanio, “Solucdo de Schinkel”, é a
mais comumente empregada.

Interferéncias espectrais: ocorrem por meio da absor¢ao
ou espalhamento da radiagdo selecionada para o analito.
As interferéncias espectrais causadas por atomos sio
pouco comuns ¢ podem ser resolvidas alterando a linha
espectral utilizada. As interferéncias causadas por espécies
moleculares s3o mais graves mas, normalmente, s@o
contornadas através da corre¢do de fundo.

5.2.13.1.2 Espectrometria de absor¢ao atomica
com geracao de hidretos

A espectrometria de absorcdo atomica com geracdo de
hidretos ¢ uma técnica utilizada para a determinag@o
de elementos formadores de hidretos volateis mais
comumente para As, Se, Sb, Bi, Ge, Sn, Pb e Te. O processo
¢ constituido de trés etapas principais: geracdo, transporte
e atomizacao dos hidretos. O sistema pode ser construido
em batelada ou em fluxo. A geracdo dos hidretos consiste
da reagdo do analito, normalmente em meio acido, com um
redutor (NaBH,). O transporte dos hidretos do frasco de
reacdo até a cela de quartzo ¢ feito através de um gés inerte
de arraste tal como argdnio ou nitrogénio. Para elementos
que absorvem em comprimento de onda inferior a 200 nm,
antes da etapa de geragdo dos hidretos, deve-se efetuar uma
purga para remog¢ao dos gases atmosféricos a fim de evitar
que esses gases absorvam a radiacdo da fonte. A atomizagao
¢ feita em uma cela de quartzo aquecida eletricamente ou
com um queimador tipico de sistemas de atomizagdo com
chama; a temperatura interna da cela é de 850 a 1000 °C.
O sinal obtido, normalmente, ¢ do tipo transiente; cerca de

20 segundos sdo necessarios para total integracdo do sinal
para quase todos os elementos.

INTERFERENCIAS

Influéncia do Estado de Oxidagdo: os analitos possuem,
normalmente, mais de um estado de oxidacdo. Arsénio e
antimonio, por exemplo, possuem estados de oxidagdo III
e V e selénio e telurio possuem estados de oxidagdo IVe
VI, respectivamente. Os estados de oxidacgdo superiores,
em geral, sdo inertes para a conversao a hidretos volateis; é
necessaria, portanto, a pré-redugdo antes da determinagdo
nesses casos.

Elementos Formadores de Hidretos: interferéncias mituas
podem ocorrer entre os elementos formadores de hidretos,
como por exemplo, entre arsénio e selénio. Nesses casos,
a cinética de volatilizagdo e atomizagdo ¢ decisiva no
processo.

Elementos de Transi¢do: alguns ions metalicos como
Cu?" e Ni*', se presentes em elevadas concentragdes, sdo
reduzidos formando precipitados que podem adsorver os
hidretos volateis.

5.2.13.1.3 Espectrometria de absor¢ao atomica
com geragao de vapor frio

A espectrometria de absor¢do atdmica com geragdo de
vapor frio ¢ utilizada para a determinagdo de mercurio. O
equipamento e os reagentes sdo os mesmos utilizados no
sistema de geracdo de hidretos, porém a cela de quartzo
ndo precisa ser aquecida, pois o mercurio ¢ reduzido a
mercurio metalico que ¢ volatil a temperatura ambiente.
No entanto, vapor d’agua pode ser transportado pelo gas de
arraste ¢ interferir na determinagdo. Para solucionar esse
problema, utiliza-se uma lampada de infravermelho para
aquecer a cela de quartzo, prevenindo a condensagao de
vapor d’agua. Nesse caso, normalmente ndo ¢ necessario
efetuar a purga, pois o comprimento de onda utilizado para
a determinacdo de Hg ¢ 253,7 nm no qual € rara a absorg¢do
de radiagao por gases da atmosfera.

5.2.13.1.4 Espectrometria de absor¢ao atomica
com forno de grafite

A espectrometria de absor¢ao atomica com forno de grafite
¢ uma técnica abrangente que possui elevada sensibilidade.
O forno consiste de um tubo de grafite de 3 a 5 cm de
comprimento ¢ de 3 a 8§ mm de didmetro revestido com
grafite pirolitico. A quantidade de amostra injetada no forno
varia de 5 pL a 50 pL e ¢é geralmente introduzida por um
sistema automatizado. O forno ¢ aquecido eletricamente
através da passagem de corrente elétrica de modo
longitudinal ou transversal. Fluxos de gases inertes como
argdnio sdo mantidos externamente e internamente para
evitar a combustdo do forno. Além disso, o fluxo interno
expulsa o ar atmosférico do forno e também os vapores
gerados durante as etapas de secagem e pirélise. Um forno
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de grafite apresenta durabilidade de, aproximadamente,
300 ciclos dependendo do modelo.

A andlise com o forno de grafite pode ser dividida nas
seguintes etapas: secagem da amostra, pir6lise, atomizagao
e limpeza. A passagem de uma etapa para outra ¢
marcada pelo o aumento da temperatura, portanto um
programa especial de aquecimento deve ser planejado.
Primeiramente ¢ realizada a secagem da amostra; nessa
etapa os solventes e 4acidos residuais sdo evaporados.
Apds a secagem, a temperatura ¢ elevada para remogao
da matriz (etapa de pir6lise). Em seguida, o aumento da
temperatura leva a atomizag¢@o do analito para posterior
quantificacdo. Finalmente ¢ realizada a limpeza do forno
em alta temperatura (p. ex. 2600 °C) durante poucos
segundos. A temperatura e a duracdo de cada etapa de
aquecimento podem ser controladas; isso ¢ essencial para
o desenvolvimento de metodologias analiticas.

Curvas de atomizagao e pirdlise sao usadas para otimizagao
das temperaturas para tais processos. A curva de pirdlise
permite determinar a temperatura maxima em que ndo
ocorre perda do analito. A curva de atomizagdo permite
determinar a temperatura minima de atomizagao do analito
com adequada sensibilidade. Recomenda-se que as curvas
de pirdlise e atomizacdo sejam feitas sempre que uma
amostra desconhecida for analisada.

O processo de atomizagdo em um forno de grafite é
complexo ¢ depende de varios fatores como o material
do forno e da plataforma, a atmosfera dentro do tubo, a
velocidade de aquecimento, a temperatura ¢ a natureza
das substancias. Para a obtengdo de melhores resultados
recomenda-se o uso da plataforma de L’Vov no interior do
tubo e aquecimento transversal. O sinal obtido ¢ do tipo
transiente; sdo necessarios, no maximo, 12 segundos para
a integracdo do sinal.

INTERFERENCIAS

Interferéncias espectrais: interferéncias causadas por
sobreposicdes de linhas entre atomos sdo pouco comuns.
A atenuacdo do feixe de radiagdo por espécies geradas
durante o processo de atomizacdo decorrentes da matriz
sdo mais frequentes. Para solucionar tal problema deve-se
eliminar eficientemente a matriz. O uso de um modificador
de matriz e de um corretor de fundo s@o essenciais para a
confiabilidade dos resultados.

Formagdo de substincias voldteis: em amostras com
elevados teores de halogénios (especialmente Cl) existe
a possibilidade de formag@o de substincias volateis do
analito que poderdo ser perdidas em temperaturas baixas
ocasionando em erro na analise. Nesse caso, o uso de
um modificador quimico capaz de formar complexos
termicamente estaveis com o analito minimiza a formag&o
de substancias volateis. Além disso, quando o modificador
quimico é combinado com a plataforma de L’vov, os
efeitos de interferéncia de matriz sdo bastante reduzidos.
E importante salientar que um determinado modificador
quimico pode ser muito eficaz para alguns elementos,
porém ineficiente para outros.

5.2.13.2 ESPECTROMETRIA DE EMISSAO
ATOMICA

Espectrometria de emissao atomica € o método que permite
determinar a concentragdo de um elemento em uma amostra
pela medida da intensidade de uma das linhas de emissao
do elemento. A determinagdo ¢ feita no comprimento de
onda correspondente a essa linha de emissdo. As fontes
de emissdao em espectrometria de emissdo atdmica devem
possuir energia para gerar atOmos neutros e para excitar os
elementos de interesse.

5.2.13.2.1 Fotometria de chama

A fotometria de chama ¢é uma técnica que apresenta boa
sensibilidade sendo utilizada, principalmente, para a
determinacdo de metais alcalinos. O equipamento consiste
de uma chama normalmente produzida por mistura ar-gas
liquefeito de petréleo, um monocromador e um detector.
O solvente de escolha para o preparo da solu¢do amostra e
solucdes de referéncia deve ser, preferencialmente, aquoso.
Os solventes orgédnicos podem ser usados, desde que ndo
interfira na estabilidade da chama.

INTERFERENCIAS

As interferéncias que ocorrem na fotometria de chama sao
muito semelhantes as observadas na Espectrometria de
absor¢do atomica (5.2.13.1). No entanto, podem ocorrer
interferéncias espectrais causadas pela emissao de bandas
de rotagdo-vibragdo molecular, tais como OH (310-330
nm), NH (em torno de 340 nm), N,* (em torno de 390 nm),
C, (em torno de 450 nm), etc.

SOLVENTES

O solvente deve ser selecionado com cautela. Se houver
diferenca significativa de tensao superficial ou viscosidade
entre amostra e solugdo de referéncia ocorrerdo variagoes
nas taxas de aspirac¢do e nebulizagdo e, em consequéncia,
diferencas significativas nos sinais produzidos. Assim,
o solvente empregado no preparo das amostra ¢ das
referéncias deve ser o mais similar possivel.

PROCEDIMENTO

O equipamento deve ser operado de acordo com as
instrucdes do fabricante e no comprimento de onda
especificado. Ajustar o zero com o solvente. Em seguida,
injetar a solucdo de referéncia mais concentrada e ajustar
a sensibilidade desejada. As determinacdes sdo feitas
por comparagdo com solucdes de referéncia contendo
concentragdes conhecidas do analito. As determinagdes
podem ser realizadas pelo Método de calibracdo direta
(Método I) ou pelo Método de adi¢do padrdao (Método II)
conforme descrito em Espectrometria de absor¢do atomica
(5.2.13.1).
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5.2.13.2.2 Espectrometria de emissao 6tica com
plasma indutivamente acoplado

A espectrometria de emissdo Otica com plasma
indutivamente acoplado ¢ uma técnica bastante abrangente
que possui elevada sensibilidade e com caracteristica
multielementar. De maneira geral, na espectrometria com
plasma indutivamente acoplado, o aerossol da amostra ¢é
introduzido em uma fonte de plasma, onde é evaporado
e dissociado em atomos e ions livres que sdo excitados.
O plasma consiste de um gas parcialmente ionizado de
elevada temperatura (6000 a 10 000 °C), eletricamente
neutro ¢ com boa condutividade elétrica. Devido a
alta temperatura do plasma ¢ gerada uma radiagdo
policromatica decorrente da emissao de varios elementos e
ions presentes na amostra. Portanto, ¢ necessario o uso de
um monocromador com elevada capacidade de resolucdo
para separagdo dos comprimentos de onda caracteristicos
para cada elemento. A detec¢do da radiacdo gerada por
comprimentos de onda especificos pode ser aplicada para
analise qualitativa e as intensidades destes comprimentos
de onda podem ser usadas para analise quantitativa.

INSTRUMENTACAO

Os instrumentos utilizados na espectrometria com plasma
indutivamente acoplado consistem basicamente do gerador
e do processador de sinal. O gerador é formado por fonte
plasma e sistema de introducdo de amostra (bomba
propulsora e nebulizador). O processador de sinal ¢
compreendido por sistemas Opticos e eletronicos e unidade
de aquisi¢do de dados.

Fontes de plasma: a mais comum ¢ o plasma indutivamente
acoplado. O plasma ¢ gerado em uma tocha que consiste
em trés tubos concéntricos geralmente de quartzo.
Fluxos de gas geralmente argonio sdo mantidos nos trés
compartimentos formados pelos tubos concéntricos. No
compartimento externo, o gas ¢ utilizado para a formagao
do plasma. O compartimento intermediario carreia o gas
auxiliar que ¢ responsavel por manter o plasma afastado
do compartimento interno e prevenir deposicao de carbono
e sais provenientes da amostra nesse compartimento. O
fluxo de argonio interno carreia o aerossol da amostra
para o centro do plasma. Quando uma determinada
poténcia (entre 700 e 1500 W) ¢é aplicada pelo gerador
de radiofrequéncia na bobina de indugdo uma corrente
alternada ¢ gerada na bobina em uma frequéncia de 27
ou 40 MHz. Essa oscilagdo na bobina resulta em um
intenso campo eletromagnético na extremidade da tocha.
Com o argdnio fluindo pela tocha uma descarga elétrica
de alta voltagem ¢ aplicada no gas gerando elétrons e ions
argdnio. Os elétrons sdo acelerados pelo campo magnético
e colidem com mais atomos de argonio gerando mais ions
e elétrons. A ionizag@o do argbnio continua em uma reagao
em cadeia gerando o plasma que consiste de dtomos de
argdnio, elétrons e ions argdnio.

Sistema de detec¢do para espectrometria de Emissdo
Otica com Plasma Indutivamente Acoplado: todos os

elementos presentes no plasma emitem radiagdo ao
mesmo tempo, logo ¢ necessario o uso de um sistema
de detec¢do multielementar. Os espectrometros podem
ser simultaneos ou sequenciais. Para a espectrometria de
emissdo oOtica com plasma indutivamente acoplado, tanto
0s espectrOmetros sequenciais quanto os simultaneos
sdo amplamente utilizados. A configuragdo mais comum
para espectrometros sequenciais ¢ a Czerny-Turner. Ja os
espectrometros simultaneos sdo encontrados, basicamente,
com as configuragdes Echelle ¢ Paschen-Runge.

INTERFERENCIAS

A sobreposicdo das linhas de emissdo ¢ uma das principais
interferéncias para espectrometria de emissdo optica com
plasma indutivamente acoplado. Este tipo de interferéncia
pode ser eliminado com o uso de espectrometros de alta
resolugdo e procedimentos de corregdo de fundo. Muitas
interferéncias espectrais sdo observadas na faixa de 200 a
400 nm, na qual mais de 200 000 linhas de emissdo atomica
e bandas moleculares sdo observadas.

As interferéncias fisicas sdo semelhantes aquelas em
Espectrometria de absor¢do atomica com chama
(5.2.13.1.1).

SOLVENTES

O solvente ideal para a espectrometria de emissdo 6tica com
plasma indutivamente acoplado interfere o menos possivel
nos processos de emissdo. O tipo de solvente deve ser
selecionado com cautela. Se houver diferenca significativa
de tensdo superficial ou viscosidade entre amostra e
solugdo de referéncia, ocorrerdo variagdes nas velocidades
de aspiragdo e nebulizago e, em consequéncia, diferengas
significativas nos sinais produzidos. Assim, os solventes
empregados no preparo das amostras e das solugdes de
referéncia devem ser o mais similar possivel.

PROCEDIMENTO

O equipamento deve ser operado de acordo com as
instru¢cdes do fabricante e no comprimento de onda
adequado para cada elemento. As determinagdes sdo feitas
por comparagdo com solugdes de referéncia contendo
concentragdes conhecidas dos analitos. As determinagdes
podem ser feitas pelo Método de calibra¢do direta
(Método 1) ou pelo Método de adi¢ao padrdo (Método II)
conforme descrito em Espectrometria de absor¢do atomica
(5.2.13.1).

5.2.13.3 ESPECTROMETRIA DE MASSAS
COM PLASMA INDUTIVAMENTE
ACOPLADO

A espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado ¢ utilizada para a determinagdo de diversos
elementos com elevada sensibilidade, na faixa de ppt, e
com capacidade multielementar.
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INSTRUMENTACAO

Assim como na espectrometria de emissdo Optica
com plasma indutivamente acoplado (5.2.13.2.2), a
espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado consiste de duas unidades principais: o gerador
de sinal e o processador de sinal. A diferenca fundamental é
que na espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado o processador de sinal ¢ compreendido por
uma interface, um separador de massa ¢ uma unidade
de aquisicdo de dados. A interface ¢ responsavel pela
amostragem e o transporte eficiente dos ions do plasma a
pressdo atmosférica (760 Torr) até o separador de massa
(10 Torr) é feita pela reducdo de pressdo através da
aplicacdo de véacuo. A interface consiste em dois cones
metalicos com orificios muito pequenos (da ordem de 1
mm de didmetro). Apos a geracao dos ions no plasma, eles
passam pelo primeiro cone (cone de amostragem) e, logo
apos, pelo segundo cone (skimmer). Apos a passagem dos
ions pelo skimmer, devido & expansao, ha a necessidade de
que os mesmos sejam focados para garantir sua chegada
até o analisador de massas. Os ions sdo focados pela agdo
de uma lente idnica ou conjunto de lentes idnicas, que
consiste de um cilindro (ou uma série de cilindros ou placas
perfuradas) metalico oco submetido a uma diferenga de
potencial (normalmente na faixa de 2 a 15 V de corrente
continua). Grande parte dos espectrometros de massas
com plasma indutivamente acoplado comercializados
atualmente utiliza o quadrupolo como separador de
massas. O quadrupolo consiste em quatro barras metalicas
cilindricas ou hiperbdlicas de mesmo comprimento e
didmetro. Pela aplicagdo combinada de corrente continua
(cc) e de corrente alternada (ca) aos eletrodos (quadrupolo),
somente os ions com uma determinada razdo massa/carga
(m/z) sdo conduzidos através do quadrupolo. Os demais
ions colidem com os eletrodos ou sdo removidos do interior
do quadrupolo. Desta forma, os ions s@o sequencialmente
separados pelo quadrupolo. Vérios tipos de detectores
podem ser utilizados para coletar os ions na saida do
quadrupolo e converter em sinal elétrico, mas os mais
populares sdao os de dinodos discretos, copo de Faraday
(Faraday Cup) e Chaneltron.

INTERFERENCIAS

Assim como em outras técnicas espectrométricas, a
espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado possui interferéncias espectrais e ndo espectrais.
As interferéncias espectrais sdo dependentes da espécie
presente e podem ser divididas em quatro tipos principais:
poliatomicas, isobdricas, ions de carga dupla e ions
de oxidos refratarios. Este tipo de interferéncia pode
ser corrigida pela simulacdo da composi¢do da matriz,
pela escolha de outro isdtopo (quando possivel) ou pelo
uso de cela de reacdo e/ou colisdo. Em alguns casos, as
interferéncias espectrais podem ser corrigidas com o uso
de um programa de computador apropriado.

As interferéncias ndo espectrais podem surgir por varios
motivos: deposicao sobre os cones da interface, presenga de
outro elemento facilmente ionizavel, efeito espago carga,
entre outros. No entanto, a maioria das interferéncias nao-

espectrais pode ser corrigida pelo uso de padrdo interno.
Neste caso, o padrdo interno deve possuir razdo massa/
carga ¢ potencial de ionizagdo semelhante ao analito.
Escandio e Rddio, por exemplo, sdo amplamente utilizados
como padrdo interno para elementos com baixa ¢ alta razdo
massa/carga, respectivamente.

SOLVENTES

O solvente ideal para a espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado deve interferir o menos
possivel nos processos de ionizagdo. O tipo de solvente
deve ser selecionado com cautela. Se houver diferenca
significativa de tensfo superficial ou viscosidade entre
amostra ¢ solug¢do de referéncia, ocorrerdo variagdes nas
velocidades de aspiragdo e nebulizagdo e, em consequéncia,
diferencas significativas nos sinais produzidos. Assim,
os solventes empregados no preparo das amostras e das
solugdes de referéncia devem ser o mais similar possivel.

PROCEDIMENTO

O equipamento deve ser operado de acordo com as
instrucdes do fabricante e com o isdtopo adequado para
cada elemento. Ajustar o zero com o solvente injetado no
equipamento. As determinagdes sdo feitas por comparagio
com solugdes de referéncia, contendo concentragdes
conhecidas dos analitos. As determinagdes podem ser
feitas pelo Método de Calibragdo Direta (Método I), pelo
Método de Adigdo Padrao (Método II) ou pelo Método de
Padrao Interno (Método III).

Meétodo de Calibracdo Direta (Método 1). Preparar
ao menos quatro solugdes de referéncia dos analitos,
abrangendo a faixa de concentragdes recomendada pelo
fabricante do equipamento para os elementos em analise.
Todos os reagentes empregados no preparo da solugdo
amostra devem ser igualmente incluidos, nas mesmas
concentragoes, as solu¢des de referéncia. Apos a calibragio
do equipamento com solvente, injetar, trés vezes, cada
uma das solugdes de referéncia e, apds a estabilizagdo
da leitura, registrar o resultado, lavando o sistema com
o solvente apds cada injecdo. Tracar a curva analitica,
plotando a média das leituras de cada grupo de trés, com a
respectiva concentragdo. Preparar a solug@o da substancia
a ser determinada conforme indicado na monografia,
ajustando sua concentragdo para que esta fique dentro
da faixa das concentragdes das solugdes de referéncia.
Introduzir a amostra no equipamento, registrar a leitura e
lavar o sistema com solvente. Repetir esta sequéncia duas
vezes e, adotando a média de trés medigdes, determinar a
concentragdo do analito pela curva analitica.

Método de Adi¢do Padrdo (Método II). Adicionar a cada
um de, ao menos, quatro baldes volumétricos similares,
volumes iguais de solug@o da substancia a ser determinada,
preparada conforme indicado na monografia. Juntar a
todos os baldes, com excec¢do de um, volumes medidos da
solug¢do de referéncia especificada, de modo a obter uma
série de solucdes contendo quantidades crescentes dos
analitos. Diluir convenientemente o volume de cada baldo
com agua. Apds calibrar o espectrdmetro com dgua, como
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indicado acima, registrar trés vezes as leituras de cada
solugdo.

Meétodo de Padrao Interno (Método III). Preparar ao menos
quatro solugdes de referéncia dos analitos, abrangendo
a faixa de concentracdes recomendada pelo fabricante
do equipamento para os analitos. Todos os reagentes
empregados no preparo da solucdo amostra devem ser
igualmente incluidos, nas mesmas concentracdes, as
solucdes dereferéncia. O padrao interno deve ser adicionado
em todas as solugdes (solvente, solucdes de referéncia e
amostras), com concentracao fixa e na mesma ordem de
grandeza dos analitos. Apos a calibragdo do equipamento
com solvente, injetar, trés vezes, cada uma das solucdes
de referéncia e, apds a estabilizacdo da leitura, registrar
o resultado, lavando o sistema com o solvente apos cada
inje¢do. Tracar a curva analitica, plotando um grafico da
razdo entre a média das intensidades das leituras de cada
grupo de trés e a intensidade do padrdo interno, com a
respectiva concentracdo. Preparar a solug@o da substancia
a ser determinada conforme indicado na monografia,
ajustando sua concentracdo para que esta fique dentro
da faixa das concentragdes das solugdes de referéncia.
Injetar a amostra no equipamento, registrar a leitura e
lavar o sistema com solvente. Repetir esta sequéncia duas
vezes e, adotando a média de trés medi¢des, determinar a
concentragdo do analito pela curva analitica.

5.2.14 ESPECTROFOTOMETRIA
NO ULTRAVIOLETA,VISIVEL E
INFRAVERMELHO

As técnicas espectrofotométricas estdo fundamentadas
na absor¢do da energia ecletromagnética por moléculas
que depende tanto da concentragdo quanto da estrutura
das mesmas. De acordo com o intervalo de frequéncia da
energia ecletromagnética aplicada, a espectrofotometria
de absor¢@o pode ser dividida em ultravioleta, visivel e
infravermelho, podendo ser utilizada como técnica de
identificag@o e quantificacdo de substancias.

RADIACAO ELETROMAGNETICA

A radiacdo eletromagnética ¢ uma forma de energia que se
propaga como ondas e, geralmente, pode ser subdividida
em regides de comprimento de onda caracteristico.
Ainda, pode ser considerada, também, como um fluxo
de particulas denominadas fotons (ou quanta). Cada
foton contém determinada energia cuja magnitude ¢
proporcional a frequéncia e inversamente proporcional
ao comprimento de onda. O comprimento de onda (1) &,
geralmente, especificado em nanémetros, nm (10° m), e
em alguns casos em micrometros, um (10 m). No caso
do infravermelho a radiagdo eletromagnética pode ser,
também, descrita em termos de nimero de onda e expressa
em cm’'. As faixas de comprimento de onda de energia
eletromagnética de interesse para a espectrofotometria sdo
as descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Faixas de comprimento de onda
de interesse para a espectrofotometria.

Faixa de comprimento de

Regiao onda
Ultravioleta (UV) 190 — 380 nm
Visivel (VIS) 380 — 780 nm

Infravermelho proximo (NIR)  780—2500 nm (12800—4000 cm')
Infravermelho médio (MIR) 4 —25 um (2500 — 400 cm")
Infravermelho distante 25 —300 um (400 — 33 cm™)

INTERACAO ENERGIA-MATERIA

A energia total da molécula envolve a energia derivada
da vibragdo (energia vibracional, devida ao movimento
relativo de atomos ou grupos de atomos constituintes da
molécula); da rotagdo (energia rotacional, devida a rotagéo
da molécula em torno de um eixo) e, normalmente, da
energia eletronica, gerada pela configurago de elétrons na
molécula.

As moléculas ao absorverem energia sofrem uma transi¢ao
para um estado de maior energia ou estado excitado. A
passagem ao estado excitado ndo ¢ de natureza continua
realizando-se, geralmente, em etapas chamadas de
transi¢des. Na regido do ultravioleta e visivel as transigoes
sdo eletronicas e ocorrem em por¢cdes da molécula
chamadas de cromoéforos. Estas transi¢gdes compreendem
promocdes de elétrons de orbitais moleculares ocupados,
geralmente, o e 7 ligantes e ndo ligantes, para os orbitais
de energia imediatamente superiores, antiligantes n* e o*.

Na regido do infravermelho médio (MIR) ocorrem
somente transi¢des de energia vibracional por ser a
radiagdo nesta regido insuficientemente energética para
promover transi¢des eletronicas. As vibragdes induzidas
por radiacdo infravermelha compreendem estiramentos e
tensionamentos de liga¢des inter-atdmicas e modificagdes
de angulos de ligacdes.

Os espectros no infravermelho proximo (NIR) sdo
caracterizados pela absor¢do da radiagdo por sobretons
e combina¢do de modos vibracionais fundamentais de
ligagdes como C-H, N-H, O-H e S-H. As bandas de um
espectro NIR, sdo, geralmente, mais fracas que as bandas
do espectro MIR. Informagdes quimicas e fisicas, de
caracteristica qualitativa e quantitativa, podem ser obtidas
a partir do espectro NIR. Porém, a comparacdo direta entre
o espectro da amostra e da substancia quimica de referéncia
nao ¢ recomendada.

A espectrofotometria NIR ¢ amplamente utilizada
para andlises fisicas e quimicas, como por exemplo:
quantificagdo e identificagdo de principios ativos
e excipientes, identificagdo de formas cristalinas e
polimorfas, determinagdo do tamanho de particula, padrao
de desintegrag@o e controle de processo.

MODOS DE AQUISICAO DOS ESPECTROS

Os espectros podem ser obtidos utilizando-se diferentes
modos de aquisi¢do. No caso da espectrofotometria
UV/VIS o principal modo ¢ a transmissdo. No caso da
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espectrofotometria NIR e MIR os espectros podem ser
adquiridos utilizando o modo transmisséo ¢ reflexdo. Esta
ultima subdivide-se em reflexdo difusa e reflexdo total
atenuada. Ha ainda a possibilidade da combinacdo dos
modos de transmissao e reflexdo, chamada de transreflexdo.

Transmissdo: ¢ a medida da diminui¢ao da intensidade da
radiacdo em determinados comprimentos de onda quando
a radiacdo passa através da amostra. A amostra ¢ disposta
no feixe Optico entre a fonte e o detector. A transmissao (7)
pode ser calculada pela férmula abaixo:

1

T=—

I,
I, = intensidade da radiagdo incidente
I = intensidade da radiacdo transmitida.

Os espectros em transmissao podem ser convertidos para
absorvancia:

A= logm(%)

Reflexdo difusa: é a medida da razdo da intensidade da luz
refletida pela amostra e a luz refletida por uma superficie
refletiva de referéncia. A radiagdo ndo absorvida é refletida
em direc¢do ao detector.

Reflexdo total atenuada: a radiagdo infravermelha propaga-
se no interior de um elemento de reflexdo interna (alto
indice de refragdo) através de reflexdes nas paredes deste
elemento. A amostra ¢ colocada em contato com a parede
deste elemento de reflexdo onde interage com a radiagdo
infravermelha (onda evanescente).

Transreflexdo: esse modo ¢ a combinagdo dos modos de
transmissdo e reflexdo. Na medida por transreflexdo um
espelho ou uma superficie refletiva é usado para refletir
a radiagdo transmitida através da amostra, incidindo uma
segunda vez na mesma para, entdo, dobrar o caminho
optico. A radiagdo ndo absorvida e refletida em dire¢do ao
detector.

INSTRUMENTACAO UTILIZADA NO ULTRAVIOLE-
TA (UV) E VISIVEL (VIS)

Espectrofotometros utilizados na regido do ultravioleta
e visivel sdo dotados, fundamentalmente, de fonte de
radiagdo; seletor de comprimento de onda; celas de
absor¢do (cubetas), para inser¢do de solu¢des de amostras
no feixe de luz monocromatica; detector de radiacdo ¢ uma
unidade de leitura e de processamento de sinal.

As lampadas mais empregadas como fonte de radiacdo na
espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel sao de
deutério e tungsténio, que fornecem radiagdo compreendida
entre 160 a 380 nm e 320 a 2500 nm, respectivamente. Os
instrumentos para as regides do UV/VIS sdo, geralmente,
equipados com um ou mais dispositivos para restringir
a radiacdo que esta sendo medida dentro de uma banda
estreita que ¢ absorvida ou emitida pelo analito. A maioria
dos equipamentos utiliza um monocromador ou filtro
para isolar a banda de comprimento de onda desejada de

forma que somente a banda de interesse seja detectada e
medida. Os monocromadores, geralmente, possuem uma
rede de difragdio, enquanto que os filtros podem ser de
interferéncia ou de absor¢do. Os fotdmetros ou colorimetros
sdo instrumentos mais simples que utilizam um filtro para
seleg¢do do comprimento de onda e sdo utilizados, geralmente,
na regido do visivel. Os espectrofotdmetros, por sua vez,
utilizam monocromadores para sele¢do do comprimento de
onda e sdo utilizados nas regides do UV/VIS.

O compartimentos utilizados para receber a amostra sao
denominados de cubetas que devem apresentar janelas que
sejam transparentes na regido espectral de interesse. Para a
regido do UV sdo necessarias cubetas de quartzo enquanto
que, para a regido do VIS, pode-se empregar cubetas de
vidro ou acrilico.

Os principais tipos de detectores s@o os fototubos, os
arranjos de fotodiodos e os dispositivos de transferéncia
de carga. Os fototubos sdo os detectores mais simples e
sua resposta esta baseada no efeito fotoelétrico. O detector
de arranjo de diodos permite que todos os comprimentos
de onda possam ser monitorados simultaneamente. Os
dispositivos de transferéncia de carga tém sido empregados
em nimero crescente em instrumentos espectroscopicos.

Os espectrofotometros podem ser encontrados na
configuragdo de feixo unico, feixe duplo e multicanal.
Os instrumentos de feixe duplo apresentam a vantagem
de compensar qualquer flutuacdo na poténcia radiante da
fonte, quando comparados com os instrumentos de feixe
simples. Ja os instrumentos multicanal sdo mais recentes,
utilizam detectores do tipo arranjo de diodo e dispositivos
de transferéncia de carga e permitem a obtengao do espectro
total de uma amostra em menos de um segundo. Nestes
instrumentos o sistema dispersivo ¢ um espectrografo de
rede colocado ap6s a célula da amostra.

Espectrofotometros podem dispor de registradores graficos
que permitem a obtencdo de espectros de absorgdo.
Tal recurso é importante para fins de caracterizagdo da
substincia a partir da obtencdo dos comprimentos de
onda onde se obtém as maiores absorvancias (A . ).
Atualmente, a maior parte dos espectrofotdmetros
apresenta conexdo a um microcomputador e programa
apropriado, que permitem a obtenc¢do dos espectros de
absor¢ao das substancias em meio digital.

INSTRUMENTACAO UTILIZADA NO INFRAVERME-
LHO MEDIO (MIR) E INFRAVERMELHO PROXIMO

(NIR)

Os espectrofotometros utilizados para aquisicdo de
espectros no infravermelho médio e proximo consistem
de uma fonte de luz, monocromador ou interferdmetro e
detector, ¢ permitem a obtencdo de espectros na regido
compreendida entre 750 a 2500 nm (13300 a 400 cm™).

Atualmente, os espectrofotdmetros no infravermelho
médio (4000 a 400 cm™) utilizam o interferdmetro ao
invés do monocromador e a radiacdo policromatica incide
sob a amostra e os espectros sdo obtidos no dominio da
frequéncia com auxilio da transformada de Fourier.
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Células de transmissdo, acessorios para reflexdo difusa e
reflexdo total atenuada sdo os acessorios mais comuns para
a aquisicao dos espectros.

A espectrofotometria no infravermelho préoximo (NIR) ¢é
uma técnica que permite a obtenc¢do de espectros na regido
compreendida entre 13300 a 4000 cm™ (750 a 2500 nm).
Os espectrofotometros na regido do NIR sdo constituidos
de fonte de radiacdo apropriada, monocromador ou
interferometro e detector. Cubetas convencionais, fibras
oOpticas, células de transmissdo e acessorios para reflexao
difusa sdo os acessérios mais comuns para aquisi¢do dos
espectros.

IDENTIFICACAO POR ESPECTROFOTOMETRIA

A identificagdo de diversas substincias farmacéuticas
pode ser feita utilizando as regides ultravioleta, visivel,
infravermelho médio e infravermelho proximo. De maneira
geral, a espectrofotometria nas regides UV/VIS requer
solu¢des com concentragdo na ordem de 10 ug mL' da
substancia enquanto que para o0 MIR e NIR sdo necessarias
concentragdes na ordem de 100 mg mL"'. Apesar de mais
sensivel os espectros obtidos nas regides do UV/VIS
apresentam menor especificidade quando comparados com
os espectros na regido do MIR. No caso do MIR as medidas
realizadas utilizando os modos de reflexdo (difusa e total
atenuada) fornecem informagdo espectral equivalente
aquela obtida pelo modo de transmissao. Quando possivel
deve ser feita a comparacdo do espectro obtido frente ao
espectro da substincia quimica de referéncia.

Ultravioleta (UV) e visivel (VIS)

Diversas monografias incluem espectros de absor¢do no
ultravioleta como prova de identificacdo. Nestes casos,
havera especificagdo da extensdo da varredura, solvente,
concentragdo da solu¢do e espessura da cubeta. Alguns
farmacos requerem o uso de padrdes de referéncia. As
leituras de padrao e amostra sdo efetuadas simultaneamente
e em condig¢des idénticas quanto a comprimento de onda,
tamanho de cubeta, etc.

Para a caracterizacdo utilizando a espectrofotometria UV/
VIS, o farmaco ¢ dissolvido utilizando solvente apropriado.
Muitos solventes s@o apropriados incluindo agua, alcoois,
éteres e solugdes acidas e alcalinas diluidas. Deve-se
observar para que os solventes ndo absorvam na regido
espectral que esta sendo utilizada.

Infravermelho médio (MIR)

A espectrofotometria no MIR ¢ um ensaio de identificagdo
por exceléncia sendo capaz de diferenciar substancias com
diferencas estruturais. Das trés regides do infravermelho
(préximo, médio e distante) a regido compreendida entre
4000 a 400 cm™ (infravermelho médio) ¢ a mais empregada
para fins de identificag@o.

Os espectros de transmissdo de amostras solidas sdo
obtidos a partir da sua dispersdo em oOleo mineral ou
mediante a preparagao de pastilhas de haletos de potassio ¢

sodio. Dispersdes da amostra sdo preparadas triturando-se
cerca de 5 mg da substincia em uma gota de 6leo mineral
de grau espectroscopico. A pasta obtida é espalhada entre
duas janelas de brometo de potassio ou cloreto de sodio.
Para o preparo das pastilhas cerca de 1 mg da amostra ¢é
triturada com aproximadamente 300 mg de brometo de
potassio de grau espectroscopico.

Para amostras sdlidas em p6 opacas a transmissdo da
radiacdo infravermelha, o espectro pode ser, também,
adquirido mediante a utilizagdo de acessorio para
reflexdo difusa. Neste acessorio a radiacao infravermelha
incide diretamente na amostra em po. Parte da radiacao
¢ absorvida e em seguida refletida de forma difusa em
dire¢do ao detector. Neste caso a amostra na forma de pd
¢ misturada com brometo de potassio, aproximadamente,
5% (p/p) e disposta no acessorio de reflexdo difusa.

Por fim, o espectro de amostras solidas em p6 e pastosas,
pode ser obtido utilizando acessorio para reflexdo total
atenuada. A amostra na forma de p6 ¢ disposta sob o cristal
de alto indice de refragdo onde entra em contato com a
radia¢do infravermelha ndo exigindo preparo prévio da
amostra.

UTILIZACAO QUANTITATIVA DA ESPECTROFOTO-
METRIA

Espectrofotometria no UV/VIS

A andlise espectrofotométrica quantitativa por absorc¢ao
tem como principio a relagdo direta existente entre a
quantidade de luz absorvida e a concentragdo da substancia,
também conhecida como lei de Beer.

Quando a concentragdo (c) é expressa em mol. L' e o
caminho o6ptico (b) em centimetro, a equacao torna-se:

A=¢bc
em que

A = absorvéncia, logaritmo do inverso da transmitancia (A
=-logT)

€ = absortividade molar.

T = transmitancia

Sabendo-se que a transmitidncia ¢ o quociente entre a
intensidade da radiagdo transmitida pela solucdo (1) e a
intensidade da radiagdo incidente (I), tem-se:

log, (/) =A=¢bc

A intensidade da absor¢do da luz ultravioleta por
substancias cromoforas €, em geral, expressa como
absortividade molar, nas condi¢des de maxima absor¢do.
Se a massa molar da substincia ndo for conhecida, é
possivel expressar a intensidade de absorg¢do pela equagdo
da absortividade especifica — A (1%, 1 cm):

A(1%,1cm)=A/bc

em que A(1%, 1 cm) corresponde a absorvancia da solugdo
a 1% (p/v) da substancia quando o caminho optico é 1 cm.
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Para evitar possiveis desvios na lei de Beer deve-se
procurar trabalhar com solugdes diluidas (da ordem de
0,01 M), evitando associa¢des entre as moléculas, ¢ com
radiagdes monocromaticas.

Espectrofotometria no Infravermelho proximo

A quantificagdo através da espectrofotometria no NIR pode
ser realizada utilizando dados obtidos de um método de
referéncia ou a partir de um conjunto de calibragdo com
amostras de composic¢do conhecida. Os espectros podem ser
obtidos utilizando os modos de transmisséo e reflexdo com
o auxilio de acessorios adequados. Num primeiro momento
os dados espectrais sdo tratados através de transformagdes
matematicas com o objetivo de reduzir fontes de variagoes
indesejadas antes da etapa de calibragdo. O processo de
calibracdo consiste na constru¢do de um modelo matematico
que relaciona a resposta do espectrofotdometro a uma
propriedade da amostra. Existe uma série de algoritmos
quimiométricos que podem ser utilizados na calibraggo.
Geralmente, estes algoritmos estdo disponiveis em
softwares e disponibilizados junto com o espectrofotometro.
Os principais algoritmos de calibraggo sdo: regressao linear
multipla (do inglés, multiple linear regression - MLR),
minimos quadrados parciais (do inglés, partial least squares
- PLS) e regressdo de componentes principais (do inglés,
principal component regression - PCR).

A validagdio de uma metodologia que emprega a
espectrofotometria NIR ¢ semelhante aquela requerida
para qualquer procedimento analitico e, geralmente, ¢
estabelecida a partir de ferramentas quimiométricas. Os
principais parametros a serem avaliados sdo: especificidade,
linearidade, faixa de trabalho, exatiddo, precisao e robustez.

A extensdo da especificidade é dependente do procedimento
utilizado. A demonstragdo da especificidade dos métodos
NIR pode ser feita através das seguintes formas: (i) os
comprimentos de onda utilizados nos modelos de calibragao
devem corresponder a bandas do analito de interesse; (if)
para calibragdo utilizando PLS os coeficientes devem ser
plotados ¢ as regides de maior coeficiente comparadas com
o espectro do analito; (iif) variagdes na matriz da amostra
ndo devem afetar de forma significativa a quantificacdo do
analito.

A validacdo da linearidade do método NIR envolve a
demonstragdo da resposta linear da técnica para amostras
distribuidas através de uma faixa definida de calibrag3o.
O coeficiente de correlagdo, r, ndo ¢ uma ferramenta
adequada para verificacdo de linearidade, mas ¢ a medida
da variagdo dos dados que ¢ adequadamente modelada pela
equacdo. A melhor maneira de demonstrar a linearidade
dos métodos NIR ¢ através da avaliagdo estatistica dos
valores da inclinacdo e intercepto obtidos para o conjunto
de validagao.

A faixa de trabalho dos valores de referéncia do analito do
conjunto de validacdo define a faixa de trabalho do método
NIR. Controles devem ser estabelecidos para garantir que
os resultados fora da faixa de trabalho ndo sejam aceitos. A
validacdo de um método NIR deve gerar um valor anomalo

quando uma amostra contendo analito fora da faixa de
trabalho for analisada.

A exatiddo de um método NIR ¢é demonstrada pela
correlagdo dos resultados NIR com os dados da técnica
de referéncia. Além disso, a exatiddo pode ser verificada
a partir da proximidade do erro padrdo de predigdo (SEP)
com o erro do método de referéncia. O erro do método
de referéncia deve ser conhecido com base nos valores
histéricos. Diferentes métodos estatisticos podem ser
utilizados para verificar diferengas estatisticas entre
os resultados obtidos pelo método NIR e o método de
referéncia.

A precisdo de um método NIR expressa a concordancia
entre uma série de medidas obtidas sob condi¢des pré-
determinadas. Ha dois niveis de precisdo que podem ser
considerados: a repetitividade e a precisdo intermedidria. A
precisao de um método NIR ¢ tipicamente expressa como
coeficiente de variagao.

A robustez do método NIR pode ser verificada através
de mudancgas de parametros do método como: condigdes
ambientais, temperatura da amostra, caracteristicas da
amostra e mudangas instrumentais.

5.2.15 ESPECTROFOTOMETRIA
DE FLUORESCENCIA

Algumas substdncias podem ser analisadas com
maior sensibilidade e especificidade por meio de
métodos fluorimétricos do que por outras técnicas
espectrofotométricas. A espectrofotometria de
fluorescéncia, ou espectrofluorimetria, compreende a
medida da fluorescéncia emitida quando estas substancias
- ditas fluorescentes - sdo expostas a radiagdo ultravioleta,
visivel ou outras também de natureza eletromagnética.
Tais radiagdes promovem a excitagdo de elétrons da
molécula para niveis energéticos mais elevados. Apos
curta permanéncia no estado excitado - cerca de 10 a 10+
segundos - os elétrons retornam ao estado fundamental por
meio de processo ndo radioativo, denominado desativagao
por colisdo, aliado a processo radioativo chamado
luminescéncia (fluorescéncia ou fosforescéncia), ao
contrario do que ocorre com a maioria das substincias em
que o retorno ao estado menos energético nao compreende
emissdo de luz. Na desativacdo por colisdo, a energia se
perde como calor nos choques entre as moléculas. No
processo radiante, o excesso de energia ¢ reemitido com
intensidade maxima em comprimento de onda maior (em
cercade 20 a30 nm) que o daradiagdo excitatoria absorvida,
devido a perda energética que acontece no processo.
Sendo de natureza fluorescente, a radiagdo emitida pela
substancia cessa quando a fonte de energia € retirada e esta
caracteristica a distingue da fosforescéncia, que prossegue
por algum tempo ap06s o término da excitagdo.

A intensidade da luz emitida por uma solugdo fluorescente
¢, em determinadas condigdes, proporcional a
concentragdo do soluto e, em consequéncia, utilizada para
fins analiticos. A medida da intensidade de fluorescéncia
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ndo pode ser usada diretamente para a determinagdo da
concentragdo do analito. Por isso, a determinagdo ¢ feita
através da comparacdo da intensidade de fluorescéncia
obtida para uma solugdo amostra com solu¢des padrio,
cujas concentragdes sdo conhecidas. O fundamento
da espectrofluorescéncia consiste, pois, em excitar a
substancia com radiagdo no comprimento de onda de
maxima absor¢do e medir comparativamente a intensidade
da luz fluorescente emitida frente a um padrao.

DEFINICOES
Intensidade de fluorescéncia: Expressdo empirica
da atividade fluorescente, em unidades arbitrarias

proporcionais a resposta do detector.

Espectro de excitagdo de fluorescéncia: Representagdo
grafica do espectro de ativagao, apresentando a intensidade
da radia¢do emitida por substincia ativada (ordenada) e
o comprimento de onda da radiacdo incidente excitatoria
(abcissa).

Espectro de emissdo de fluorescéncia: Representacdo
grafica da distribuigdo espectral da radiacdo emitida por
substancia ativada, apresentando a intensidade da radiagdo
emitida como ordenada e o comprimento de onda como
abcissa.

EQUIPAMENTO

A determinacdo da intensidade de fluorescéncia pode ser
efetuada em simples fluorimetro de filtro (fluorimetro),
em espectrofotometros de absorcdo adaptados ou em
espectrofotometro de fluorescéncia (espectrofluorimetro).

O fluorimetro de filtro compreende fonte de luz, filtro
primario, camara de amostra, filtro secundario e sistema de
deteccdo. Nos fluorimetros deste tipo, o detector encontra-
se disposto a 90° em relagdo a luz incidente. Tal disposi¢do
em angulo reto permite que a luz incidente atravesse a
solugdo da amostra sem interferir com o sinal fluorescente
captado pelo detector. Tal mecanismo ndao impede que
parte da luz difusa atinja o detector devido as propriedades
difusoras inerentes as solugdes ou em fungdo da presenca
de particulas solidas suspensas. Esta dispersdo residual
¢ controlada com emprego de filtros. O filtro primario
seleciona a radia¢@o de comprimento de onda apropriado a
excitagdo da amostra enquanto o filtro secundario seleciona
a radiagdo fluorescente de comprimento de onda maior,
bloqueando o acesso da radiagdo dispersa ao detector.

Em sua maioria, os detectores de fluorimetros de filtro sdo
equipados com valvulas fotomultiplicadoras, havendo,
contudo, diferengas entre tipos de equipamentos quanto
a regido espectral de maxima sensibilidade. Amplificada
a corrente elétrica gerada no fotomultiplicador, obtém-
se leitura correspondente em instrumento analdgico ou
digital.

Espectrofotometros de fluorescéncia, por sua vez,
diferenciam-se de fluorimetros por nao disporem de filtros e
sim de monocromadores de prisma ou de grade de difragdo,

proporcionando maior seletividade de comprimento de
onda e flexibilidade.

Tanto  fluorimetros como  espectrofotdmetros  de
fluorescéncia permitem emprego de diversas fontes de luz.
Lampadas de mercurio ou tungsténio, embora comuns,
sdo substituidas com vantagem pela lampada de arco de
xendnio a alta pressdo, pois esta proporciona, ao contrario
das demais, espectro continuo desde o ultravioleta até o
infravermelho. De qualquer forma, a radiagdo é muito
intensa e ndo deve jamais ser observada com os olhos
desprotegidos, sob risco de lesdes permanentes.

Os monocromadores, por sua vez, dispdem de ajuste
de largura de fenda. Fendas estreitas propiciam maior
resolugdo e menor ruido espectral enquanto fendas largas
asseguram maior intensidade de luz em detrimento destas
caracteristicas. A largura de fenda a ser adotada ¢ fungdo da
diferenca entre os comprimentos de onda da luz incidente
e emitida, assim como do nivel de sensibilidade necessario
a analise.

A camara de amostra geralmente permite uso de tubos
redondos e cubetas quadradas, semelhantes as empregadas
em espectrofotometria de absorg¢do, salvo pela necessidade
de as quatro paredes verticais serem polidas. Volumes de
amostra da ordem de 2 a 3 mL sdo adequados embora alguns
instrumentos possam estar dotados de cubetas pequenas,
com capacidade para 0,1 a 0,3 mL ou ainda de suportes
para capilares que requerem volumes ainda menores.

Calibragdo do equipamento

Fluorimetros e espectrofluorimetros devem ser calibrados
com substancias fluor6foras, estaveis, de modo a assegurar
resultados reprodutiveis. As variagdes sdo, em geral,
devidas a alteragdes na intensidade das ldmpadas ou na
sensibilidade do tubo fotomultiplicador. O fluoréforo
pode ser a amostra pura da substancia a ser analisada ou
qualquer outra substancia fluorescente de facil purificagao,
cujos comprimentos de onda de absor¢do e fluorescéncia
sejam semelhantes aos da substancia em andlise. Por
exemplo, quinina em &cido sulfurico 0,05 M ¢é um
padrao adequado para fluorescéncia azul. Por outro lado,
fluoresceina em hidroxido de sédio 0,1 M ¢é apropriada para
fluorescéncia verde e rodamina ¢ fluor6foro de escolha na
fluorescéncia vermelha. A escala de comprimentos de onda
do espectrofotometro de fluorescéncia também requer
calibracdo periddica.

PREPARO DAS SOLUCOES

A escolha do solvente utilizado na preparagao de solugdes
fluorescentes requer precaugdes. Natureza, pureza e pH
do solvente sdo parametros relevantes na intensidade e
distribuigdo espectral da fluorescéncia. Em consequéncia, é
recomendavel ater-se ao volume especificado em métodos
estabelecidos. Muitas substancias apresentam fluorescéncia
em solventes organicos, mas sdo praticamente nao
fluorescentes quando dissolvidas em agua. Assim, cabe a
experimenta¢do em diversos solventes para determinar a
propriedade fluorescente de uma substancia.
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Para fins quantitativos, ¢ fundamental que a intensidade
da fluorescéncia guarde relagdo linear com a concentragio
da amostra dentro de limites compativeis com a técnica.
Se a solugdo for muito concentrada, parte significativa da
luz incidente sera absorvida na periferia da cubeta e menor
sera a quantidade de radiagdo a alcangar a regido central.
Isto significa que a propria substancia atuara como “filtro
interno”. Todavia, tal fenomeno é raro, considerando-se
que a espectrofotometria de fluorescéncia é uma técnica de
elevada sensibilidade, permitindo o emprego de solucdes
de concentragdes da ordem de 10 a 107 M.

Devido aos limites de concentracdo usualmente estreitos
nos quais a fluorescéncia ¢ proporcional a concentragdo
da substancia, tem-se como regra a obediéncia a relacdo
(c-d)/(a-b) = 0,40 a 2,50. Neste caso, a ¢ a intensidade de
fluorescéncia da solugdo de referéncia, b é a intensidade
do branco correspondente, ¢ ¢ a intensidade da solugdo-
amostra e d ¢ a intensidade do branco correspondente.

As determinagdes de fluorescéncia sdo sensiveis a
presenca de particulas solidas nas solugdes. Tais impurezas
reduzem a intensidade do feixe incidente, produzindo
falsas leituras elevadas devido a reflexdes multiplas na
cubeta. E, portanto, necessario eliminar estes sélidos por
centrifugagdo ou filtragdo antes da leitura, levando em
consideragdo, contudo, que alguns papéis de filtro podem
conter impurezas fluorescentes.

A presenga de oxigénio dissolvido no solvente exerce
efeito atenuador sobre a intensidade da fluorescéncia e cabe
elimina-lo usando, por exemplo, passagem de corrente
de nitrogénio, hélio ou qualquer gas inerte na solugdo,
previamente a leitura.

O controle de temperatura também ¢ importante. Em
algumas substancias, a emissdo de fluorescéncia pode
diminuir de 1 a 2% a cada aumento de temperatura de 1 °C.
Em vista disso, quando for necessaria maxima precisao,
¢ recomendado o emprego de cubetas termostatizadas.
Entretanto, para andlise de rotina, ndo ha necessidade
deste recurso desde que as determinacdes sejam feitas
com rapidez suficiente para evitar aquecimento devido a
exposi¢ao da solugdo a luz intensa.

Algumas substancias fluorescentes sdo sensiveis a luz
e, quando expostas a radiagdo luminosa intensa do
espectrofotometro de fluorescéncia, podem se decompor
em produtos mais ou menos fluorescentes. Tal efeito pode
ser detectado observando-se a resposta do detector em
relag¢@o ao tempo e atenuado com a redugdo da intensidade
luminosa incidente pela utilizagdo de filtros.

5.2.16 TURBIDIMETRIA E
NEFELOMETRIA

Turbidimetria e  nefelometria -  variantes de
espectrofotometria - destinam-se a avaliagcdo quantitativa
de substancias em fungdo da turbidez de suas suspensodes,
proporcional a seu poder de difragdo sobre luz incidente
(efeito Tyndall).

Na turbidimetria, também conhecida por opacimetria,
mede-se a intensidade da luz transmitida no mesmo
sentido de dire¢do da luz incidente. Embora existam
turbidimetros, destinados especificamente a medida de
turbidez, colorimetros e espectrofotdometros convencionais
sdo satisfatorios a medida da luz transmitida desde que
ajustados para comprimento de onda apropriado.

A nefelometria (ou difusimetria), por sua vez, compreende
a medida da intensidade de luz difundida (refletida)
pelas particulas em suspensdo, em angulo reto ao feixe
de luz incidente. Mais uma vez, além de nefelometros, é
possivel o emprego de colorimetros e espectrofotdmetros
na medida nefelométrica. Para tanto, cabe modifica-los
de forma a permitir a captagdo perpendicular ao angulo
da luz incidente, seja por transferéncia da fonte de luz,
seja por alteracdo de posicdo do detector. Fluorimetros,
a exemplo de nefelometros, destinam-se a medida de luz
dispersa (posicionamento do detector em dngulo de 90" em
relacdo a luz incidente) sendo, portanto, compativeis com
a nefelometria.

Turbidancia

Turbidancia (S) em analogia a transmitancia (T), definida
em Espectrofotometria de absor¢do no utlravioleta, visivel
e infravermelho (5.2.14) ¢é a expressdo oficial de dispersdo
da luz produzida por particulas suspensas. E determinével
por turbidimetria ou nefelometria, correspondendo a
equagado

_ B, bd
S=p ki

em que

P, = intensidade de radiagdo incidente;
P = intensidade de radiagdo transmitida;

b = espessura da amostra (cubeta);

C = concentrac¢ao da amostra;

d = diametro médio das particulas;

A = comprimento de onda;

k= constante de proporcionalidade, dependente da natureza

da suspensdo e do método de medida.

Uma suspensdo avaliada em dado instrumento, sob luz
monocromatica, apresenta turbidancia que corresponde
ao produto da concentragio C por uma constante de
proporcionalidade %, que combina os demais parametros
da equacdo acima. Tem-se, portanto, S = kC, expressdo
da lei de Lambert-Beer, permitindo que procedimentos
turbidimétricos e nefelométricos sejam analogos aos
adotados em espectrofotometria. E, contudo, relevante
observar que a proporcionalidade s6 ¢ verdadeira para
suspensdes muito diluidas, pois reflexdes secundarias
provocam excessivo desvio de linearidade quando o numero
de particulas em suspensao ultrapassa determinado limite.

Outra fonte de erro em medidas turbidimétricas e
nefelométricas é a decantagdo das particulas em suspenséo.
Tal ocorréncia pode ser minimizada com o aumento da
viscosidade, com a incorporacdo de coloide protetor
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- gelatina, goma arabica ou amido - ao meio liquido da
suspensao.

PROCEDIMENTO

O procedimento basico para o emprego de técnicas
turbidimétricas ou nefelométricas obedece aos principios
das técnicas espectrofotométricas, compreendendo a
preparagdo das solugdes de referéncia com suspensdes
de concentragdo conhecida, Na pratica, ¢ permissivel
a plotagem contra valores de transmitancia em vez de
turbidancia.

As etapas do procedimento compreendem, em resumo:
(1) ajustar o instrumento no comprimento de onda
especificado na monografia (para colorimetros, na falta
de especificagdo, empregar filtro que forneca luz na
faixa azul); (2) preencher a cubeta com a suspensdo mais
concentrada e ajustar a leitura de transmitancia para 100%
(transmitancia oferece mais linearidade que absorvancia);
(3) medir a transmitancia das demais suspensdes-padrao
e tragar reta de calibragdo (com emprego do método dos
minimos quadrados) e (4) medir a transmitancia da amostra
determinando sua concentracdo pela reta de calibragao.

Comparagdo visual

Medidas de turbidez podem ser executadas por comparagéo
visual, técnica pela qual a suspensdo de amostra ¢
confrontada com suspensdo ou suspensdes-padrdo. Para
tanto, empregar tubos de ensaio idénticos, de fundo plano
com 70 mL de capacidade e cerca de 23 mm de diametro
interno. Os tubos devem ser comparados horizontalmente
sobre fundo escuro, com incidéncia de luz lateral.

5.2.17 CROMATOGRAFIA

5.2.17.1 CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA

Consiste no sistema cromatografico em que a separagdo
dos componentes de uma mistura ocorre através da
migracdo diferencial sobre uma fase estacionaria composta
por uma fina camada de adsorvente aplicado sobre um
suporte plano, o qual pode ser constituido de diversos
materiais tais como vidro, aluminio ou poliéster. A fase
movel por sua vez ¢ constituida por diversas misturas de
solventes e permanece no interior de um recipiente ou
cuba de material transparente ¢ inerte, geralmente vidro,
permanecendo vedada onde se deposita a cromatoplaca em
posigdo vertical sob uma atmosfera saturada da fase movel.

EQUIPAMENTOS E PROCEDIMENTOS:

Os equipamentos utilizados para a cromatografia em
camada delgada consistem em: placa, cuba ou cdmara de
eluicdo, fase estacionaria, fase movel, sistema revelador.
As placas geralmente sdo de vidro, aluminio ou material

plastico. Os tamanhos variam conforme a seguir: 20 cm x
20 cm; 10 cm x 20 cm; 10 cm x 10 cm; 5 cm x 10 cm.

Fase estacionaria (adsorventes)

Silica — E o adsorvente mais amplamente utilizado
na CCD. E um adsorvente amorfo, poroso. E usado
também na cromatografia em coluna, entretanto a silica
utilizada em CCD ¢ mais fina. A silica é preparada por
espontanea polimerizagdo e desidratacdo do acido silicico.
As substancias sdo adsorvidas pela silica via ponte de
hidrogénio e interagdo dipolo-dipolo. Uma silica de
condigdo satisfatoria ¢ aquela com 11 a 12% de agua
em peso. Um nivel de 11 a 12% de umidade ¢ alcancado
quando a silica esta em equilibrio com o ar, a uma umidade
relativa de 50% e uma temperatura de 20 °C.

Asssilicas comerciais possuem tamanhos de poros variaveis
entre 40 a 150 Angstrons. Os tamanhos de particulas variam
de 5 a 40 um, com média de 10 a 15 pm, dependendo do
fabricante.

Reduzindo o tamanho da particula, aumenta-se a eficiéncia
da silica. Particulas de tamanho de 5 a 6 pm sdo utilizadas
para preparar CCDAE (Cromatografia em camada delgada
de alta eficiéncia). Os tamanhos de poros afetam a
seletividade e, portanto, podem ser utilizados para as taxas
de migrag@o e resolugdo dos componentes das amostras.

Os tamanhos de poros de silica mais comuns
comercialmente sdo 40, 60, 80 ¢ 100 Angstrons. Sendo a
silica 60 Angstrons, a mais versatil e amplamente utilizada.
As silicas sdo utilizadas para a separacdo de compostos
lipofilicos como aldeidos, cetonas, fendis, acidos graxos,
aminoacidos, alcaloides, terpendides e esteroides, usando
0 mecanismo de adsorgdo.

Alumina — Depois da silica, ¢ o adsorvente mais utilizado.
As propriedades fisicas da alumina sdo similares as da silica
em termos de tamanho de particula, didmetro médio do
poro e superficie. Sdo disponiveis comercialmente alumina
acida (pH 4,0 - 4,5), neutra (7,0 - 8,0) e basica (9,0 - 10,0).
Assim como a silica, a alumina separa os componentes das
amostras por polaridade, pontes de hidrogénio ou forgas
dipolo. A seletividade da alumina na CCD de adsorgéo ¢
similar a silica-gel, portanto a alumina é um adsorvente
melhor que a silica para separagdo de substancias acidas
lipofilicas. A alumina de carater acido atrai fortemente
compostos basicos, enquanto a alumina de carater basico
atrai mais fortemente compostos acidos. A alumina retém
compostos aromaticos mais fortemente que a silica-gel.
Tem o inconveniente de promover a catalise de algumas
reagdes de substancias labeis. E empregada na separagio
de vitaminas lipossoluveis, alcaloides, certos antibidticos,
hidrocarbonetos policiclicos.

Kieselguhr - E a Terra de Diatomacea termicamente tratada
de granulagdo de 5 a 40 pm. Seu principal constituinte é
SiO,. Uma variedade de outros compostos inorganicos
também estdo presentes. Os tamanhos dos poros sdo muito
variaveis, suas caracteristicas a tornam adequada para a
separacdo de aglicares, aminoacidos e outras substancias
polares similares.
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Celulose - A celulose ¢ um polissacarideo altamente
polimerizado por mondmeros de celobiose. A presenca de
grande numero de grupos hidroxila livre permite a ligagdo
de hidrogénio com liquidos de baixo peso molecular
como agua ¢ alcoois. Celulose é, portanto, adequada
para a separagdo de substincias hidrofilicas, tais como
carboidratos e aminoacidos.

Poliamida - Em contraste com a celulose, a poliamida
¢ uma resina sintética. Dois tipos de poliamida sdo
utilizadas: poliamida 6 e poliamida 11. A poliamida 6
vem da aminopolicaprolactama, enquanto a poliamida
11 ¢é preparada a partir do acido poliaminoundecandico.
Poliamidas sdo utilizadas para a separacdo de compostos
polares que sdo capazes de interagir com o0 grupo
amida por ligacdes de hidrogénio devido a sua estrutura
molecular. Dentre elas estdo aminoacidos e derivados,
benzodiazepinicos, 4acidos carboxilicos, ciclodextrinas,
acidos graxos, flavonoides, conservantes, praguicidas.

Silicato de magnésio - ideal para separagdo de agtlicares,
antraquinonas, flavonas, glicosideos, esteroides, lipideos,
residuos de praguicidas, vitaminas, carbazdis, acetato de
hidrocortisona.

Reveladores e métodos de detec¢do

Apds o desenvolvimento da cromatografia e a evaporagéo
dos solventes, passa-se ao método de revelagdo das
manchas. Este por sua vez, pode ser fisico ou quimico. Os
métodos fisicos compreendem: luz ultravioleta (1dmpadas
com emissdo de radiagdo entre 254 a 366 nm), no caso de
substancias que se tornam fluorescentes, quando excitadas
por luz UV ou visivel. Os métodos quimicos compreendem
utilizagdo de reagentes cromodgenos. Ha uma ampla lista de
reveladores apropriados para cada grupo de compostos.

Identificagdo

A posi¢ao final de cada mancha ¢ designada pelo Rf. Apos
a revelagdo da cromatoplaca, mede-se a distancia atingida
por cada mancha a partir da origem. Essa distancia ¢ uma
fracdo da distancia total percorrida pelo solvente na fase
estacionaria.

Rf = (distancia atingida pela mancha a partir da origem) /
(distancia percorrida pelo solvente desde a origem)

5.2.17.2 CROMATOGRAFIA EM PAPEL

tiliza para a separacdo e identificacdo das substancias ou
componentes da mistura a migracdo diferencial sobre a
superficie de um papel de filtro de qualidade especial (fase
estacionaria). A fase movel pode ser um solvente puro ou
uma mistura de solventes.

No papel cromatografico, o adsorvente ¢ uma camada
de papel de textura e espessura adequadas. A separagdo
cromatografica procede através da agdo da fase movel
liquida semelhante ao processo da adsor¢do em
cromatografia em coluna. Devido ao contetido de agua
intrinseco do papel, ou inibi¢do seletiva do componente

hidrofilico da fase liquida pelas fibras de papel, que pode
ser considerado como fase estacionaria, um mecanismo
de partigdo pode contribuir significativamente para a
separacao.

O cromatograma ¢ desenvolvido pela passagem lenta da
fase mével sobre a camada. O desenvolvimento pode ser
ascendente, no caso de solvente carreado para cima através
de forgas capilares, ou descendente, no caso em que o fluxo
do solvente ¢é auxiliado por forga da gravidade.

A forma mais simples da cromatografia em papel ¢ a
cromatografia ascendente que utiliza uma tira de papel
de comprimento e largura variaveis, em fungdo da cuba
cromatografica a ser utilizada.

Este método ¢ muito Util para separar substincias
muito polares, como aglcares e¢ aminoacidos. Possui
o inconveniente de se poder aplicar pouca quantidade
de substancia de cada vez. Deve-se procurar trabalhar
nas condigdes mais proximas possiveis, de qualidade e
quantidade, entre padrio e amostra, usando-se 0 mesmo
papel, fase movel, temperatura, etc.

EQUIPAMENTO E PROCEDIMENTOS

Consiste em cdmara ou cuba cromatografica de vidro,
provida de bordas e tampa esmerilhadas e de dimensodes
adequadas para conter o papel cromatografico, que pode ser
adaptado para cromatografia ascendente ou descendente. E
importante que ndo deixe escapar os vapores da fase mével.

Utilizar papel de filtro especial para cromatografia, cortado
no sentido das fibras em tiras de comprimento variavel
e largura ndo inferior a 2,5 cm. Existem varios tipos de
papel para cromatografia com finalidades diferentes
para separagdo de substincias hidrofilas ou hidrofobica,
organicas ou inorgénicas, anfoteras ou com muitas
hidroxilas, entre outras.

Para cromatografia descendente, utilizar cuba com tampa
provida de orificio central, fechado por rolha de vidro ou
outro mateiral inerte. Na parte superior da cuba, ha uma
cubeta suspensa, que contém dispositivo para prender o
papel (geralmente haste ou bastdo de vidro). De cada lado
da cubeta ha guias de vidro, que sustentam o papel, de
modo a ndo tocar nas paredes da cuba cromatografica. A
largura do papel cromatografico ndao pode ser superior a da
cubeta suspensa e a altura deve ser aproximadamente igual
a altura da camara cromatografica.

Para cromatografia ascendente, na parte superior da cuba
ha dispositivo que permite sustentar o papel cromatografico
e que pode descer sem abrir a cAmera cromatografica.
Manipula-se o papel com cuidado e pelas pontas, e cortam-
se tiras em tamanhos que possam ser contidos nas cubas. E
importante cortar o papel seguindo o eixo das fibras, pois
a celulose esta orientada neste sentido, o que facilitara a
passagem da fase movel. A tira de papel ndo deve tocar as
paredes da cuba.

Ao adicionar o papel na cuba (ndo se deve demorar a
colocar o papel para ndo haver perda de saturacdo), cuidar
para que a amostra ndo entre em contato direto com o




107

Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢do

eluente, deixando que ascenda ou descenda pela superficie
do papel, apenas por capilaridade.

Quando a técnica utilizada for a de cromatografia
ascendente, tracar linha fina com lapis a 3 cm da borda
inferior do papel; se a cromatografia ¢ descendente, tracar
linha a distancia, tal que a mesma fique poucos centimetros
abaixo da vareta que prende o papel na cubeta do eluente.
Deve-se marcar também a linha de chegada da fase mével
(ou frente do solvente), geralmente distando 10 cm do
ponto de partida.

Aplicar as solugdes na forma de manchas circulares
(utilizam-se tubos capilares ou micropipetas), contendo
de 1 a 20 ug da amostra, sendo que cada mancha deve

produzir uma largura entre 6 a 10 mm sobre a linha
tracada com lapis. Dependendo da largura do papel, pode-
se colocar apenas uma aliquota do padrdo ou da amostra,
centralizando-se esta aplicagdo na linha de partida. No
caso da possibilidade de colocar-se mais de uma aliquota
no ponto de partida, deixa-se 2 cm de distancia das bordas
laterais e um intervalo entre os pontos de aplicacdo de 3
cm. Se cada mancha produzida for maior que 6 a 10 mm,
aplicar a amostra em porgdes, deixando-se evaporar o
solvente antes de aplicar a por¢do seguinte.

O nivel da fase mdvel deve ficar abaixo do ponto de partida
da substancia, devendo, sempre, haver uma boa vedacao da
cuba cromatografica para que ndo se perca o vapor desta
fase. No final da corrida, esperar secar o papel e submeté-lo
a algum processo de revelacao.
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Figura 1 - Diferentes tipos de cromatografia em papel de acordo

com as técnicas de desenvolvimento.

FM: Fase Movel; PP: Ponto de Partida; LC: Linha de Chegada; dr1 e dr2: distancias percorridas pelas substancias; dm: distancia de migra¢do da fase movel

CROMATOGRAFIA DESCENDENTE

Na cromatografia descendente, a fase movel possui um
fluxo voltado para baixo e conta com a ag@o da gravidade.

Introduzir na cAmara uma camada de eluente especificado
na monografia, tampar e deixar em repouso por 24 horas.
Aplicar a amostra no papel, colocando-o adequadamente
sobre as guias de maneira que a extremidade superior
permaneca dentro da cubeta suspensa e prendé-lo com a
vareta de vidro. Fechar a cuba e deixar em repouso por
1 hora e meia. Em seguida, através do orificio na tampa
introduzir o eluente na cubeta. Desenvolver o cromatograma
até a distancia ou tempo prescritos, protegendo o papel
da incidéncia de luz direta. Remover o papel, marcar
o percurso da fase movel, secar e visualizar da maneira
prescrita na monografia.

CROMATOGRAFIA ASCENDENTE

O fluxo ascendente da fase movel sobre o papel
cromatografico ¢ permitido pela a¢do da capilaridade.

Colocar no fundo da cdmara recipiente contendo o eluente,
fechar a cuba e manté-la em repouso por 24 horas. Aplicar

a amostra no papel introduzindo-o na cuba e deixar em
repouso por 1 hora e meia. Sem abrir a camera, baixar
o papel de modo a colocar sua extremidade inferior em
contato com o eluente e desenvolver o cromatograma até
a distancia ou tempo prescritos. Retirar o papel, marcar o
percurso do eluente, secar e visualizar da maneira prescrita
na monografia.

5.2.17.3 CROMATOGRAFIA EM COLUNA

Cromatografia preparativa em coluna ¢ um método
de separacdo que desempenha um papel importante
na purificagdo de compostos de valor na investigacao,
na operacdo de planta piloto e producdo de produtos
farmacéuticos. E um método que pode ser utilizado,
de maneira rapida e econdmica, para a obtencdo de
substincias com pureza elevada. Na pratica, adsorventes
padronizados sao utilizados, pois fornecem um alto grau de
confiabilidade do método, a transferéncia direta de escala
de analise e um processamento otimizado. Os tipos de
cromatografia em coluna podem ser: por adsorcao (liquido-
s6lido), por parti¢ao (liquido-liquido) ou por troca idnica.
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EQUIPAMENTO

Os aparelhos utilizados para procedimentos em colunas
cromatograficas consistem de um tubo cromatografico
cilindrico, em posicdo vertical, de vidro (ou outro
material inerte e transparente especificado em monografia
individual) de comprimento e didmetros varidveis em cuja
parte inferior hé estrangulamento (de passagem reduzida)
e torneira para regulagem da vazdo dos vérios tipos de
solventes ou sistemas de eluicdo utilizados. Em algumas
colunas, a parte inferior apresenta em sua base, um disco
de vidro poroso cuja finalidade ¢ evitar a saida da fase fixa
(silica-gel). As colunas tém dimensdes varidveis, porém, em
analise farmacéutica, as faixas mais comumente utilizadas
sdo de 10 a 30 mm de diametro ao longo do tubo e de 3
a 6 mm na sua parte inferior, onde a torneira encontra-se
acoplada. O comprimento do tubo ¢ usualmente de 150 a
400 mm. Na parte superior da coluna podera haver uma
dilatacdo de forma esférica, destinada a conter um maior
volume de solvente seguido de uma conexao esmerilhada,
cilindrica tamponada por uma rolha cilindrica de plastico,
de vidro, ago inoxidavel, aluminio (ou outro material
especificado em monografia individual) firmemente fixada
a veia. A veia da haste ¢ substancialmente menor que o
didmetro da coluna e possui, no minimo, 5 cm a mais em
relacdo ao efetivo comprimento da coluna. A rolha tem um
didmetro menor em aproximadamente 1 mm em relag@o ao
didmetro interno da coluna.

PROCEDIMENTO

Cromatografia em coluna por adsor¢do

Iniciar o preparo da coluna, se necessario, tamponando-
se a parte inferior, proxima a torneira, com um pedago de
algoddo ou 12 de vidro na base do tubo a fim de impedir a
passagem do material adsorvente e a entrada de ar (evitando
formac¢do de bolhas). Preencher entdo uniformemente
o tubo (conforme altura especificada) com esse material
adsorvente (tal como alumina ativada ou silica-gel, silica
diatoméceas ou silica calcinada) previamente suspensa
na fase movel (sistema de solventes), realizando retirada
do excesso de eluente. Apos sedimentacdo do material
adsorvente, aplicar a mistura de substincias previamente
solubilizada em uma pequena quantidade de solvente no
topo da coluna até que penetre no material adsorvente.
Uma certa quantidade de solvente pode ser adicionada ao
topo para ajudar na adsor¢do das substancias no material
adsorvente, deixando-se, em seguida, sedimentar por
acdo da gravidade ou pela aplicacdo de pressdo positiva
de ar ficando a mistura adsorvida em uma estreita faixa
horizontal no topo da coluna. A taxa de movimentacao de
uma determinada substancia ¢ determinada ou afetada por
diversas variaveis, incluindo a baixa ou alta adsortividade
do material adsorvente, o tamanho de particula e a area
superficial (superficie de contato), a natureza e polaridade
do solvente, a pressdo aplicada e a temperatura do sistema
cromatografico.

7

Um cromatograma de fluxo ¢ amplamente utilizado e
¢ obtido por um processo em que solventes percorrem
a coluna, até que a substancia seja separada em solugdo

efluente, conhecido como eluato. O eluato é controlado,
recolhendo-se  fragdes conforme especificado na
monografia e examinando-se cada fragdo por método
adequado. A substancia pode ser determinada no eluato
por varios métodos: titulagdo, colorimetria, espectrometria
ou ser isolada (purificada) quando da evaporacdo do
solvente. A eficiéncia da separagdo pode ser aferida por
cromatografia em camada delgada (CCD) de cada fragdo
recolhida ao longo da corrida cromatografica.

Cromatografia em coluna por partig¢do

Na cromatografia de partigdo, as substincias a serem
separadas sdo repartidas entre dois liquidos imisciveis, um
dos quais, a fase fixa, ¢ adsorvido em um suporte solido,
apresentando assim uma area de superficie bastante ampla
para o solvente circulante ou fase movel. O elevado nimero
de sucessivos contatos entre liquido-liquido permite uma
separacdo efetiva, a qual ndo ocorre através da extragdo
liquido-liquido habitual.

O suporte solido geralmente ¢ polar, enquanto a fase
fixa adsorvente ¢ mais polar do que a fase moével. O
suporte solido mais utilizado consiste em terra silicosa
cromatografica cujo tamanho de particula ¢ satisfatorio
para a vazdo apropriada do eluente. Na cromatografia de
particdo de fase reversa, a fase adsorvida fixa é menos
polar do que a fase movel, e o adsorvente sélido, torna-
se apolar por tratamento com um agente silanizante (ex.:
diclorodimetilsilano; parafinas), para produzir uma areia
cromatografica silanizada.

A amostra a ser cromatografada geralmente é inserida em
um sistema cromatografico de duas maneiras: (a) uma
solugdo da amostra em um pequeno volume da fase movel
no topo da coluna; ou (b) uma solugdo da amostra em um
pequeno volume da fase fixa ¢ misturada com o suporte
solido e transferida para a coluna formando uma camada
transversal sobre o material adsorvente.

O desenvolvimento e a eluicdo sdo atingidos através da
“corrida” do solvente circulante. O solvente (fase movel)
geralmente ¢ saturado com o solvente (fase fixa) antes do uso.

No caso de cromatografia de particdo liquido-liquido
convencional, o grau de particgio de um determinado
composto entre as duas fases liquidas ¢ expresso através
de seu coeficiente de particdo ou distribuigdo. No caso
de compostos que se dissociam, pode-se controlar a
distribui¢do ao modificar o pH, constante dielétrica, forca
ionica, e outras propriedades das duas fases. A eluigdo
seletiva dos componentes da mistura pode ser atingida
com a mudanga bem-sucedida da fase movel para uma que
proporcione um coeficiente de partigdo mais favoravel,
ou alterando o pH da fase fixa in situ com uma fase fixa
constituida da solu¢do de um acido ou uma base apropriados
em um solvente organico.

Salvo disposi¢do contraria da monografia individual,
ensaios e testes empregando cromatografia de particdo em
coluna sdo realizados em consonancia com os métodos
convencionais descritos a seguir.
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Suporte solido — Utilizar areia de silica purificada. Para
fase reversa de cromatografia de partigdo, utilizar areia de
silica cromatografica.

Fase estacionaria — Utilizar o solvente ou solugdo
especificada na monografia individual. Se for utilizada uma
mistura de liquidos na fase estaciondria, misturar antes de
introduzir o suporte sélido.

Fase movel — Utilizar o solvente ou solucdo especificados
na monografia individual. Equilibrar com 4gua, se a fase
estacionaria for uma solugdo aquosa; se a fase estacionaria
for um fluido polar orgénico, equilibrar com este fluido.

Preparagdo de uma Coluna Cromatogrdfica — O tubo
cromatografico mede cerca de 22 mm de didmetro interno
e de 200 a 300 mm de comprimento, sem disco de vidro
poroso, no qual ¢ acoplado um tubo de distribuigdo,
sem torneira, com cerca de 4 mm de didmetro interno e
aproximadamente 50 mm de comprimento. Introduzir um
tampdo delgado de 13 de vidro na base do tubo. Adicionar
a quantidade especificada de suporte sélido em um
béquer (proveta) de 100-250 mL e misturar até produzir
uma pasta homogénea. Transferir a mistura para o tubo
cromatografico, tampar, pressionando-o levemente, até
obter uma massa uniforme. Se a quantidade de suporte
solido especificada for mais de 3 g, transferir a mistura para
a coluna em porgdes de aproximadamente 2 g, tampando
cada por¢do. Se o ensaio ou teste requisitar uma coluna
multissegmentada, com uma fase estacionaria diferente
para cada segmento, tampar apds a adigdo de cada
segmento, ¢ adicionar cada segmento seguinte diretamente
ao anterior. Se uma solucdo do analito for incorporada na
fase estacionaria, completar a transferéncia quantitativa
para o tubo cromatografico através da lavagem do béquer
utilizado para a preparagdo da mistura de ensaio com uma
mistura de aproximadamente 1 g de suporte solido e varias
gotas do solvente utilizado para preparar a solucdo de
ensaio. Introduza um tampao delgado de 13 de vidro em
cima da coluna de enchimento completa. A fase movel flui
através de uma coluna adequadamente preenchida como
uma corrente moderada ou, se for utilizada a cromatografia
de fase reversa, lentamente, gota a gota.

Transferir a fase movel para o espago da coluna sobre
a coluna de preenchimento, ¢ deixe-a fluir através da
coluna sob agdo da gravidade. Umedecer a ponta da
coluna cromatografica com cerca de 1 mL da fase movel
antes de cada mudanga de composicdo da fase movel
e apos completar a elui¢do. Se o analito for introduzido
na coluna como uma solu¢do da fase moével, deixe-o
passar completamente pela coluna de preenchimento,
entdo adicione a fase movel em varias porgdes menores,
permitindo que cada uma seja completamente removida
antes de adicionar a fase movel estocada.

Cromatografia em coluna por troca iénica

Utilizar como fase estacionaria resina de troca i6nica. A
troca de ions consiste em intercdmbio reversivel de ions
presentes na solu¢ao com ions do polimero resinoso (celulose
modificada ou suporte de silica-gel). A escolha da resina, forte
ou fraca, anidnica ou catidnica, dependera em grande parte

do pH no qual devera ocorrer a troca idnica ¢ da natureza
dos ions (dnions ou cations) a serem trocados. As resinas
fortemente 4cidas e fortemente basicas sdo convenientes para
a maioria das aplicagdes analiticas. Emprega-se, na pratica,
grande excesso (200 - 300%) de resina sobre a quantidade da
amostra estequiometricamente calculada; a capacidade das
resinas varia de 2 a 5 mM/g (peso seco).

Tratamento da resina e preparo da coluna - Suspender a
resina de troca i0nica em agua e deixar em repouso por
24 horas. Introduzi-la em coluna adequada e, tratando-se
de resina anionica, converté-la em basica passando através
da coluna, solucgdo de hidréxido de sédio SR, a velocidade
de 3 mL/ min., até que o eluato fornega reagdo negativa
para cloreto. Passar, em seguida, agua isenta de didxido
de carbono. Em caso de resina catidnica, a conversdo para
a forma 4cida se da pela passagem de acido cloridrico SR
através da coluna, seguida de lavagem com agua isenta de
didxido de carbono até que o eluato forneca reagdo neutra.

Desenvolve-se coluna de troca idnica de maneira andloga
a descrita para cromatografia de adsorcdo. Terminada a
operagdo, regenera-se a resina lavando-a com hidréxido
de sodio SR (colunas anidnicas) ou com acido cloridrico
SR (colunas catidnicas) e, em seguida, com agua isenta de
diéxido de carbono até que fornega reagdo neutra.

5.2.17.4 CROMATOGRAFIA A LiQUIDO
DE ALTA EFICIENCIA

A cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) é uma
técnica de separacdo fundamentada na distribuicdo dos
componentes de uma mistura entre duas fases imisciveis,
a fase movel, liquida, e a fase estacionaria sélida, contida
em uma coluna cilindrica. As separagdes sao alcangadas
por parti¢do, adsorcdo, troca idnica, exclusdo por tamanho
ou interagdes estereoquimicas, dependendo do tipo de fase
estacionaria utilizada. A CLAE apresenta vantagens sobre
a cromatografia a gas para as andlises de combinagdes
organicas. Amostras ndo volateis e termolabeis sdo,
preferencialmente, analisadas por CLAE. A maioria das
analises farmacéuticas estd baseada no método de separagdo
por parti¢do e devem ocorrer em tempo curto de analise.
Viérios fatores quimicos e fisico-quimicos influenciam na
separacdo cromatografica, os quais dependem da natureza
quimica das substancias a serem separadas, da composi¢do
e vazdo da fase movel, da composicao e area superficial da
fase estacionaria.

APARELHAGEM

O equipamento utilizado consiste em um reservatorio
que contém a fase movel, uma bomba com a finalidade
de impelir a fase movel pelo sistema cromatografico, um
injetor para introduzir a amostra no sistema, uma coluna
cromatografica, um detector e um dispositivo de captura
de dados, como um sofiware, integrador ou registrador.
Além de receber e enviar informagdes para o detector,
softwares sdo utilizados para controlar todo o sistema
cromatografico, proporcionando maior operacionalidade e
logistica de analise.
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Os sistemas cromatograficos modernos consistem de
bombas para pressurizar a fase movel, controladas por
software, que podem ser programadas para variar a relacdo
de componentes da fase mdvel, como ¢é requerido para
cromatografia por gradiente de solvente, ou para misturar,
de forma isocrética, a fase moével (fases moveis com relagdo
fixa de solventes). Pressdes operacionais de até 5000 psi
(cerca de 345 bar) e vazao de até 10 mL por minuto podem
ser utilizadas. Pressdes superiores ficam condicionadas a
evolucdo do instrumental.

Apds dissolver a amostra na fase mével ou em outro
solvente adequado, a solugdo ¢ injetada no sistema
cromatografico, de forma manual, utilizando seringa
apropriada, ou por meio de um injetor ou amostrador
automatico. Este consiste em um carrossel ou bandeja,
capaz de acomodar diversos frascos contendo as amostras.
Alguns amostradores automadticos podem ser programados
para injetar diferentes volumes de amostra, diversas
quantidades de injecdes, controlar o intervalo entre
injegdes e outras varidveis operacionais.

Quando se trabalha a altas pressdes, uma valvula de
injegdo ¢ essencial. Essa apresenta um sistema calibrado,
com volume definido, denominado anel de inje¢do ou alga
de amostragem, que sera preenchido com a solugo a ser
analisada e, posteriormente, transferida a coluna.

Para a maioria das analises farmacéuticas, a separagdo ¢
alcangada por partigdo dos componentes, presentes na
solugdo a ser analisada, entre as fases movel e estacionaria.
Sistemas que consistem de fases estacionarias polares e
fases moveis apolares sdo definidos como cromatografia
em fase normal, enquanto o oposto, fases moveis
polares e fases estacionarias apolares, sdo denominados
de cromatografia em fase reversa. A afinidade de uma
substancia pela fase estacionaria e, consequentemente, seu
tempo de retengdo na coluna, ¢ controlado pela polaridade
da fase movel.

As fases estacionarias utilizadas em cromatografia em fase
reversa consistem, tipicamente, de uma molécula organica
quimicamente ligada as particulas de silica ou outros
suportes, como grafita porosa. O didmetro das particulas é
de, normalmente, 3 pm a 10 pm. Quanto menores o didmetro
da particula e a pelicula que recobre o suporte, mais rapida
e eficiente serd a transferéncia das substancias entre as fases
estacionarias e moveis. A polaridade da coluna depende
dos grupos funcionais presentes, sendo os mais comuns
os grupos apolares octil, octadecil, fenil, cianopropil e
polar, nitrila. A propor¢ao de grupos silandis ndo ligados
ao grupo funcional influencia, significativamente, na
eficiéncia da separagcdo cromatografica e no formato do
pico eluido. Comercialmente, estdo disponiveis colunas
cromatograficas com diferentes qualidades de fases
estacionarias, inclusive aquelas com pequena proporgao de
grupos silandis livres, denominadas capeadas. Geralmente,
colunas de silica em fase reversa apresentam vida qtil
na faixa de pH de 2 a 8, entretanto, colunas contendo
grafita porosa ou materiais poliméricos, como o estireno-
divinilbenzeno, sdo estaveis em uma faixa mais ampla
de pH. De forma menos comum, podem ser utilizados

liquidos, ndo ligados, como revestimento do suporte de
silica e, portanto, devem ser imisciveis com a fase movel.
As colunas normalmente usadas para separagdes analiticas
tém didmetros internos de 1 mm a 5 mm. Essas podem ser
aquecidas, proporcionando separagdes mais eficientes, mas
s6 raramente sdo utilizadas temperaturas superiores a 60
°C, devido ao potencial de degradagéo da fase estacionaria
ou a volatilidade da fase movel. A menos que especificado
na monografia da substéncia a ser analisada, as colunas sao
utilizadas em temperatura ambiente.

Os detectores mais frequentemente utilizados em
cromatografia a liquido de alta eficiéncia sdo os
espectrofotométricos (UV/Vis). Os detectores
espectrofotométricos sdo utilizados para detectar
compostos com grupamento cromoéforo. Tais detectores
consistem de uma célula de fluxo localizada no término
da coluna cromatografica. A radiagdo ultravioleta
atravessa, constantemente, pela célula de fluxo e ¢
recebida no detector. Com o sistema em funcionamento,
as substancias sdo eluidas da coluna, passam pela célula de
detector e absorvem a radiagdo, resultando em alteragoes
mensuraveis no nivel de energia. Esses detectores podem
apresentar comprimento de onda fixo, variavel ou multiplo.
Detectores de comprimento de onda fixo operam em um
unico valor, tipicamente 254 nm, emitido por uma lampada
de mercurio de baixa pressdo. Aqueles com comprimento
de onda variavel contém uma fonte continua de emissio,
como uma lampada de deutério ou xendnio de alta pressao,
e um monocromador ou um filtro de interferéncia, de modo
a gerar radiacdo monocromatica a um valor selecionado
pelo operador, podendo, ainda, ser programados para
alterar o comprimento de onda durante o desenvolvimento
da analise. Os detectores de comprimento de onda multiplo
medem, simultaneamente, a absorvancia em dois ou mais
comprimentos de onda, sendo denominados de detectores
de arranjo de diodos (DAD). Nestes, a radiagdo ultravioleta
¢ transmitida através da célula de fluxo, absorvida pela
amostra e entdo separada em seus componentes originais,
que sdo detectados, individualmente, pelo detector de
fotodiodos, registrando dados de absorvancia em toda a
faixa do espectro do ultravioleta e visivel e, adicionalmente,
os espectros de cada pico registrado no cromatograma.

Os detectores de indice de refracdo medem a diferenca
entre o indice de refracdo da fase movel pura e da fase
movel contendo a substincia a ser analisada. Sdo utilizados
para detectar substancias que ndo absorvem no ultravioleta
ou visivel, entretanto sdo menos sensiveis que os detectores
espectrofotométricos. Os detectores de indice de refragao
apresentam a desvantagem de serem sensiveis a pequenas
mudangas da composi¢do dos solventes da fase movel,
taxa de fluxo e temperatura.

Os detectores fluorimétricos sdo utilizados para detectar
compostos com grupamento fluoréforo ou que podem ser
convertidos em derivados fluorescentes, por transformagéo
quimica ou adicionando reagentes fluorescentes a grupos
funcionais especificos. Se a reagdo quimica é requerida,
pode-se realiza-la no momento da prepara¢do da amostra
ou, alternativamente, o reagente pode ser introduzido na
fase movel, com a reagdo ocorrendo antes da detecgdo.
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Os detectores potenciométricos, voltamétricos ou
eletroquimicos sdo uteis para quantificagdo de substancias
que podem ser oxidadas ou reduzidas em um eletrodo.
Esses detectores sdo altamente seletivos, sensiveis e
seguros, mas requerem fases moveis livres de oxigénio e
ions de metais redutiveis. Uma bomba de fluxo continuo
deve ser utilizada, assegurando que o pH, a for¢a idnica,
e a temperatura da fase movel permanecem constantes.
Detectores eletroquimicos com eletrodo especificos
de carbono podem ser utilizados, vantajosamente,
para quantificar nanogramas de substincias facilmente
oxidaveis, como fendis e catecois.

Os detectores de espectrometria de massas tém a
capacidade de medir a massa molar de uma substancia,
combinados com a cromatografia liquida proporcionam
uma alta seletividade uma vez que picos nao resolvidos
podem ser isolados monitorando-se um valor de massa
selecionado. Esses detectores podem ser de quadrupolo
simples denominados (MS) ou tandem (MS/MS), quando
associados, para exemplificar alguns dos modelos
utilizados. As fontes de ionizacdo mais comuns s3o os do
tipo “ionizacdo por eletrospray” e a “ionizacdo quimica a
pressdo atmosférica”.

Os detectores de condutividade tém aplicagdo na
cromatografia de troca idnica e medem a condutividade
da fase movel continuamente que ¢ modificada com a
presenca de analitos na célula.

Atualmente, sistemas de coleta de dados modernos estdo
disponiveis com as fungdes de receber e armazenar os sinais
provenientes do detector e, posteriormente, proporcionar
o manejo dessas informagdes, gerando os cromatogramas
com os dados de area e altura do pico, identificagdo da
amostra ¢ métodos. As informagdes também podem ser
coletadas em sistemas simples de gravacdo de dados, como
registradores, para a garantia da integridade dos dados
gerados.

PROCEDIMENTO

O comprimento e o didmetro interno da coluna, o tipo e o
tamanho das particulas da fase estacionaria, a temperatura
da operacdo, a composicao e a vazdo da fase movel e o tipo
de deteccao sdo descritos nas monografias individuais.

A composigdo da fase movel tem influéncia significativa
na performance cromatografica e na separacdo das
substancias presentes na soluc@o a ser analisada. Para uma
analise quantitativa precisa, reagentes de elevado grau de
pureza ou solventes organicos de pureza cromatografica
devem ser utilizados. A agua, de qualidade adequada, deve
apresentar baixas condutividade e absor¢do na faixa do
ultravioleta. Na cromatografia de particdo, o coeficiente
de parti¢do e, consequentemente, a separacdo podem ser
modificados pela adig@o de outro solvente a fase movel. Na
cromatografia de troca-idnica, a retengdo das substancias é
afetada pelo pH, pela forga idnica e por outras modificagdes
na composicdo da fase movel. A técnica de modificar
continuamente a composicéo dos solventes da fase movel
durante a corrida cromatografica ¢ denominada de eluigao
gradiente, e ¢ aplicada para separar misturas complexas

de substancias com diferentes fatores de capacidade.
Entretanto, detectores que sdo sensiveis a modifica¢cdes na
composic¢ao da fase movel, como os refratometros, tém sua
utilizacdo limitada com a técnica de eluigdo gradiente.

O detector deve apresentar uma ampla faixa de atuagdo e
as substancias a serem analisadas devem estar separadas de
qualquer interferente. A faixa linear para uma substancia
¢ aquela na qual a resposta do detector ¢ diretamente
proporcional a sua concentragao.

Os sistemas de CLAE sdo calibrados comparando-
se as respostas dos picos obtidos com as respectivas
concentragdes de substincias quimicas de referéncia
(SQR). Resultados quantitativos confidveis sdo obtidos por
meio de calibragdo com padrdo externo, quando injetores
ou amostradores automadticos sdo preferencialmente
utilizados. Esse método envolve a comparagao direta das
respostas obtidas com os picos, separadamente analisados,
das solucdes padrio e amostra. Nos casos em que a
padronizagdo externa ¢ utilizada, os calculos podem ser
realizados segundo a equagdo:

Ca = Cp(Ra /Rp)
em que,

Ca = concentragdo da solugdo amostra;

Cp = concentragdo da solugdo padrao;

Ra = resposta (area ou altura) do pico da solucdo amostra;
Rp = resposta (area ou altura) do pico da solugdo padrio.

Se a inje¢@o ¢ realizada por meio de seringa, melhores
resultados quantitativos sdo obtidos por meio de calibracao
com padrio interno, adicionando-se uma quantidade
conhecida de uma substancia quimica de referéncia ndo
interferente as solucdes padrdo e amostra. A relagdo das
respostas obtidas com a substancia a ser analisada e com
0 padrdo interno ¢ utilizada para expressar o resultado
quantitativo. Nos casos em que a padronizacdo interna
¢ utilizada, os célculos podem ser realizados segundo a
equagao:

(Ra / Rai)

Ca=Cp—t"2"

(Rp / Rpi)
em que,

Rai = resposta (area ou altura) do pico do padrao interno
na solugéio amostra;

Rpi = resposta (area ou altura) do pico do padrao interno
na solug@o padrdo.

Devido a variagdes normais entre equipamentos, solventes,
reagentes e técnicas, ¢ necessario um teste de adequacdo
do sistema para assegurar que o método descrito seja
aplicado de forma irrestrita. Os principais parametros da
adequacao do sistema estdo descritos em Interpretagdo dos
cromatogramas e em Adequagdo do sistema.

INTERPRETACAO DOS CROMATOGRAMAS

Na Figura 1 ¢é representada uma separagdo cromatografica
tipica de duas substancias, sendo ¢, e ¢, os respectivos
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tempos de retengdo. Os termos 1, h/2e W, ,

correspondem a altura, a meia altura e a largura a meia altura, respectivamente,

e W representa a largura do pico na linha de base, pelo método da triangulagéo. O sinal relativo ao tempo morto, ¢ , refere-

se a uma substancia ndo retida na coluna cromatografica.

LR

resposie do detector

W

Figura 1 — Separacio cromatogrifica de duas substincias.

Tempo de retengdo (t), Fator de retengdo (k) e Tempo de
retengdo relativo

O tempo de retengdo em cromatografia ¢ caracteristico
da substincia analisada, entretanto ndo é exclusivo. A
comparagdo entre os tempos de retengcdo da amostra e da
substancia quimica de referéncia pode ser utilizada como
indicativo da identidade da substancia, porém ¢ insuficiente
para garantir a total caracterizacdo da amostra. O tempo
de retengdo absoluto pode variar entre equipamentos e
conforme o uso de solventes e reagentes diferentes. Nesse
sentido, as comparacdes sdo feitas em termos de fator de
retengdo, k, calculado segundo a expressao:

t—t,
ZLO

k=

em que,

t =tempo de retengdo da substincia analisada;
t, = tempo morto.

O fator de retencdo, k, ¢ a razdo entre a quantidade
da substancia com afinidade pela fase estacionéria e a
quantidade com afinidade pela fase movel. Quanto maior a
afinidade da substancia pela fase estaciondria maior a sua
retencao.

O conceito de tempo de retengdo relativo também pode
ser aplicado. Para tanto, deve-se definir uma substancia,
de uma mistura, como a principal. Essa tera o tempo de
retencdo relativo de 1. Todas as outras substancias terdo
seus tempos de retengdo relacionados com o tempo de
retengdo da substancia principal.

Numero de pratos teoricos (N)

O namero de pratos tedricos, N, ¢ indicativo da eficiéncia
da coluna. Pode ser expresso em niimeros de pratos tedricos

por coluna ou numero de pratos teoricos por metro. Para
picos com formato gaussiano, o numero de pratos teoricos
por coluna ¢ calculado segundo as expressdes:

2
_ _t _ _r
N = ]6X(W) ouN = 5,54x] »

O valor de N depende da substancia a ser analisada e das
condigdes de analise, como fase movel, temperatura e fase
estacionaria.

Resolucdo (R)

A resolugdo, R, € o parametro cromatografico que indica o
grau de separagdo entre duas substincias em uma mistura,
e ¢ calculada segundo as expressoes,

R:V%%)OMR:],IS

(t-1)
(Wi + W)

em que,

t,et,=tempos de retengdo das duas substincias da mistura;
W, e W, = respectivas larguras dos picos na linha de base,
pelo método da triangulacdo;

W,,,eW,,,=respectivas larguras dos picos a meia altura.

A area ou a altura do pico sdo, usualmente, proporcionais
a quantidade da substancia eluida. A area sob o pico,
geralmente, ¢ mais utilizada, entretanto pode ser menos
precisa se houver outros picos interferentes. Para medidas
manuais, o grafico deve ser obtido em velocidade maior que
a usual, minimizando os erros na obten¢ao da largura e da
largura & meia altura dos picos. Para a analise quantitativa,
as substancias devem estar totalmente separadas de
qualquer substancia interferente.
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Fator de cauda (T)

O fator de cauda, 7, que indica a simetria do pico,
apresenta valor igual a 1 quando o pico ¢é perfeitamente
simétrico. Esse valor aumenta a medida que a assimetria
do pico se torna mais pronunciada. Em alguns casos,
valores inferiores a 1 podem ser observados. A medida
que a assimetria do pico aumenta, a integracao e a precisao
se tornam menos confiaveis. O fator de cauda ¢ calculado
segundo a expressao:

W

T="

em que,

W, ,s = largura do pico a 5% da altura;

f=valor da porg¢ao anterior do pico, em relagdo a largura a
5% da altura, de acordo com a Figura 2.

dpice do pica

Jrante do pico

cauda do pico

005k

Figura 2 - Cromatograma representando a assimetria do pico.

ADEQUABILIDADE DO SISTEMA

Os testes de adequabilidade do sistema sdo parte integrante
dos métodos de cromatografia liquida. Sao aplicados com
a finalidade de verificar se a resolucao e a reprodutibilidade
do sistema cromatografico estdo adequadas para as analises
a serem realizadas. Os principais pardmetros necessarios
para a verificagdo da adequabilidade do sistema sdo
descritos a seguir.

A resolugdo, R, ¢ fungdo da eficiéncia da coluna, N,
e ¢ especificada para garantir que substancias eluidas
proximamente, apresentem separagdo satisfatoria sem
interferéncias mutuas.

Replicatas de injecdes da solugdo padrio sdo trabalhadas,
estatisticamente, para verificar se 0s requerimentos
para a precisdo da analise foram atingidos. A menos que
especificado na monografia individual, sdo utilizados os
dados de cinco replicatas de inje¢des para calcular o desvio
padrdo relativo (DPR), se a especificagdo for igual ou
inferior a 2,0%. Se o desvio padrdo relativo especificado
for superior a 2,0%, os dados de seis replicatas devem ser
utilizados.

O fator de cauda, 7, que indica a simetria do pico, ¢ igual
a 1 para picos perfeitamente simétricos e maior que 1 para
picos que apresentam assimetria. Em alguns casos, valores
menores que | podem ser observados.

Esses testes sdo realizados apos coletar os resultados de
replicatas de injegdes da solucdo padrdo ou outra solugéo

especificada na monografia individual. A especificagdo
desses parametros cromatograficos, em uma monografia,
ndo impede a modificagdo das condi¢des de andlise.
Ajustes nas condi¢des de trabalho, de forma a atingir os
pardmetros de adequabilidade do sistema, podem ser
necessarios. A menos que especificado na monografia
individual, os pardmetros de adequabilidade do sistema
sdo determinados a partir dos dados obtidos com o pico da
substancia de interesse. A precisao do sistema, demonstrada
por meio de replicatas da solucdo padrdo, deve ser
alcancada antes das injecdes das solucdes amostras. A
adequabilidade do sistema deve ser verificada durante toda
a analise cromatografica, por inje¢@o de solucdo padrao em
intervalos de tempo apropriados. Quando houver mudanca
significativa no equipamento ou em um reagente, os testes
de adequabilidade do sistema devem ser realizados antes
das injecdes da amostra. A andlise ndo sera valida a menos
que os requerimentos do teste de adequabilidade do sistema
sejam alcancados.

5.2.17.4.1 Cromatografia de ions

A cromatografia de ions refere-se ao método de separagio
¢ determinagdo de ions utilizando cromatografia a liquido
de alta eficiéncia (CLAE). Esta técnica ¢ baseada em um
processo de separagdo dos componentes da amostra entre
duas fases: fase mdvel e fase estacionaria. O processo
de separagdo ¢ resultante de interagdes especificas entre
as espécies presentes na amostra em ambas as fases. O
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mecanismo de intera¢do com a fase estaciondria é a troca
idnica, onde as colunas utilizadas sdo constituidas por
um grupo funcional carregado, geralmente SO,, COO:,
NH,*, NR," ligado a uma matriz polimérica, como silica
ou copolimero do tipo poliestireno-divinilbenzeno. A
fase movel também contém espécies idnicas ocorrendo,
desta forma, uma competicdo entre a distribui¢do das
espécies presentes na amostra entre a fase movel ¢ a
fase estacionaria. Para cada ion, o processo de troca ¢
caracterizado pelo equilibrio de distribui¢do entre a fase
movel e a fase estacionaria.

Os trocadores utilizados podem ser classificados em fortes,
médios e fracos, dependendo do grupo funcional ligado a
matriz polimérica. Os trocadores ionicos fortes sdo aqueles
que se ionizam completamente em uma ampla faixa de
pH, como grupo sulfénico e amonio quaterndrio. O grau
de dissociagdo dos trocadores i0nicos fracos e médios
¢ dependente do pH e, desta forma, a capacidade destes
trocadores varia em funcdo do pH. Pode-se citar como
exemplo, o grupo carboxilico e poliamina.

Esta técnica permite que a condutividade elétrica seja
usada para a detecgdo e determinagdo quantitativa dos ions
em solucdo, apos a separacdo. Geralmente, a cromatografia
de ions com coluna de troca anidnica e detector por
condutividade pode ser utilizada para a determinacéo dos
ions F, CI,, Br, SO,*, PO*, I, entre outros. Em virtude
da condutividade elétrica ser uma propriedade comum
a todas as espécies i6nicas em solugdo, o detector por
condutividade tem a capacidade de monitorar todas as
espécies idnicas. O problema que ocorre na utilizagdo da
condutividade elétrica para quantificar as espécies iOnicas
eluidas pode ser causado pela alta condutividade dos ions
presentes na fase movel, principalmente devido ao ion
sodio, impossibilitando a quantificacdo de outros ions.
Este problema ¢ superado com o uso de um supressor do
eluente, posicionado apos a coluna de separagdo, onde
ocorre a conversdo dos ions do eluente em espécies que
contribuam para uma condutancia baixa ou nula. O acido
carbonico, resultante da troca catidnica, ¢ fracamente
dissociado, possuindo uma baixa condutividade (sinal de
condutividade da linha base ¢ menos significativo). Desta
forma, a sensibilidade, para a determinacdo de anions,
pode ser aumentada significativamente, em um fator de 10
vezes ou superior, quando sdo utilizados supressores.

Um equipamento de cromatografia de ions consiste,
basicamente, no mesmo sistema utilizado para CLAE.
Este sistema consiste de uma bomba de alta propulsdo,
uma valvula de inje¢@o com al¢a de amostragem adequada,
coluna de separacdo (para a separacdo de anions deve ser
utilizada uma coluna de troca anidénica), uma pds-coluna,
caso necessario, para conversdo dos ions do eluente em
espécies com menor condutividade e um detector de
condutividade.

PROCEDIMENTO

Para operar o cromatdgrafo de ions, recomenda-se seguir
as instrugdes do fabricante. As determinagdes sdo feitas
por comparagdo com solucdes de referéncia, contendo
concentragdes conhecidas do analito.

Fase movel: preparar a fase movel de acordo com as
especificagdes recomendadas pelo fabricante da coluna
de troca aniOnica utilizada. Recomenda-se a utiliza¢do
de fase movel composta por uma mistura de carbonato
e bicarbonato de soédio (Na,CO,/NaHCO,), na faixa de
concentragdo de 1,0 a 4 mmol/L, dependendo da coluna
utilizada. Utilizar a vazdo da fase modvel recomendada
pelo fabricante do equipamento e de acordo com a coluna
de troca idnica utilizada. Durante as analises utilizando
a deteccdo por condutividade, regenerar a coluna de
supressdo quimica, conforme recomendagdo do fabricante.
Recomenda-se a utilizagdo de H,SO, 0,005 mol/L e
posterior lavagem com agua purificada.

Calibragdo: preparar ao menos quatro solucdes de
referéncia do elemento a ser determinado, abrangendo
a faixa de concentracdo recomendada pelo fabricante
do equipamento para o analito em andlise e injetar,
separadamente, cada solugao de referéncia no equipamento,
utilizando al¢a de amostragem adequada. Recomenda-se o
uso de alca de amostragem de 20 a 100 pL. Registrar os
cromatogramas e integrar os sinais em area ou em altura
de pico. Apds a calibracdo, tracar a curva de calibragdo.
Preparar a solucdo da amostra conforme indicado na
monografia, ajustando sua concentracdo para que esta fique
situada dentro da faixa de concentracdo das solugdes de
referéncia. Injetar a amostra no cromatdgrafo, registrar a
leitura e repetir esta sequéncia trés vezes, adotando a média
das trés leituras. Determinar a concentracdo do elemento
pela curva de calibracdo. Caso seja feita a determinacdo
simultanea de varios anions, podem ser feitas solugdes de
referéncia contendo todos os analitos.

5.2.17.5 CROMATOGRAFIA A GAS

Cromatografia a gas (CG) ¢ uma técnica de separagdo
cromatografica baseada na diferenca de distribuicdo de
espécies de uma mistura entre duas fases ndo misciveis,
na qual a fase movel é um gas de arraste que se move
através da fase estacionaria contida em uma coluna. CG
esta baseada no mecanismo de adsorg¢do, distribuicdo de
massa ou exclusdo por tamanho. E aplicada a substancias
e seus derivados que se volatilizam sob as temperaturas
empregadas, e € utilizada para identificagdo, teste de
pureza e determinagdo quantitativa.

Quando um constituinte vaporizado ¢ conduzido pelo gas
de arraste para dentro da coluna, ele é particionado entre a
fase movel gasosa e a fase estacionaria por um processo de
distribui¢do contracorrente dindmico, apresentando uma
reten¢do maior ou menor devido a fendmenos de sor¢ao e
dessor¢ao sobre a fase estacionaria.

EQUIPAMENTO

O equipamento consiste em uma fonte de gas de arraste
e um controlador de fluxo, uma camara de injegdo, uma
coluna cromatografica contida em um forno, um detector
¢ um sistema de aquisi¢do de dados (ou um integrador ou
registrador). O gas de arraste circula pela coluna com fluxo
e pressdo controlados e segue diretamente para o detector.
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O injetor, a coluna e o detector apresentam temperatura
controlada. A cromatografia se realiza a temperatura
constante ou utilizando um programa de temperatura
adequado. Os compostos a serem cromatografados, tanto
em solu¢@o como gases, sdo injetados, entrando em contato
com o gas de arraste na cdmara de inje¢do. Dependendo
da configuragdo do equipamento, a mistura a ser analisada
deve ser injetada diretamente na coluna ou deve ser
vaporizada na camara de injecdo e misturada no gas de
arraste antes de entrar na coluna.

Uma vez na coluna, os constituintes da mistura sdo
separados em fung¢do de seus diferentes indices de reten¢ao
linear, os quais sdo dependentes da pressdo de vapor e
do grau de interacdo com a fase estaciondria. O indice
de retencdo, que define a resolucdo, o tempo de retencdo
e a eficiéncia da coluna em relacdo aos componentes da
mistura, também ¢ temperatura-dependente. O uso de
programas de temperatura para o forno onde estd a coluna
apresenta uma vantagem na eficiéncia de separagdo dos
compostos que se comportam diferentemente na pressiao
de vapor.

Os compostos saem separados da coluna, passando por
um detector, que responde a quantidade de cada composto
presente. O tipo de detector a ser utilizado depende da
natureza dos compostos a serem analisados e € especificado
em cada monografia. Os detectores sdo aquecidos para
evitar a condensag@o dos compostos eluidos. A saida do
detector ¢ dada em fung@o do tempo de retengdo, gerando
um cromatograma, que consiste de uma série de picos
no eixo do tempo. Cada pico representa um composto
da mistura vaporizada, embora alguns picos possam sair
sobrepostos. O tempo de eluicdo é caracteristico de um
composto individual e a resposta do instrumento, medido
como a area do pico ou a altura do pico, é em fungdo da
quantidade presente.

Injetores

Injecdes diretas de solugdes é o modo usual de injegdo, a
menos que seja indicado diferentemente na monografia. A
injecdo pode se realizar diretamente na cabeca da coluna
utilizando uma seringa ou uma valvula de injeg¢@o, ou em
uma camara de vaporizagdo que pode estar equipada com
um divisor de fluxo. A quantidade de amostra que pode
ser injetada em uma coluna capilar sem saturara ¢ menor
quando comparada a quantidade que pode ser injetada
em colunas empacotadas. Colunas capilares, portanto,
frequentemente sdo utilizadas com injetores capazes de
dividir a amostra em duas fragdes (modo splif), uma menor
que entra na coluna e outra maior que ¢ descartada. Esses
injetores podem ser utilizados sem divisor de amostra
(modo splitless) para analises de componentes em menor
quantidade ou em tragos.

As injecdes da fase de vapor podem ser efetuadas por
sistema de injecdo em espago confinado (headspace)
estatico ou dinamico.

Sistema de injecdo em espago confinado (headspace)
estatico (purge e trap) inclui um dispositivo de

concentragdo, por onde as substincias volateis da solugdo
sdo arrastadas até uma coluna adsorvente, mantida a baixa
temperatura onde sdo adsorvidas. As substincias retidas
sdo entdo dessorvidas em uma fase mével por aquecimento
rapido da coluna adsorvente.

Sistema de injecdo em espaco confinado (headspace)
dindmico inclui uma cdmara de aquecimento das amostras,
termostaticamente controlada, na qual se colocam frascos
(vials) fechados onde amostras solidas ou liquidas sdo
colocadas por um periodo de tempo determinado, para
permitir que os componentes volateis das amostras atinjam
o equilibrio entre a fase ndo gasosa e a fase de vapor.
Depois de estabelecido o equilibrio, uma quantidade pré-
determinada do espago confinado do frasco é injetada no
cromatografo.

Fases estacionarias

As fases estacionarias estdo contidas em colunas que
podem ser:

* Uma coluna capilar de silica fundida cuja
parede estd revestida com a fase estacionaria;

* Uma coluna empacotada com particulas inertes
impregnadas com a fase estacionaria;

*  Uma coluna empacotada com a fase estacionaria sélida.

As colunas capilares, usualmente feitas de silica fundida,
apresentam um didmetro interno (@ ) de 0,102 0,53 mm e
um comprimento de 5 a 60 m. A fase liquida ou estaciondria
que pode estar quimicamente ligada a superficie interna,
¢ um filme de 0,1 a 5,0 um de espessura, embora fases
estacionarias ndo polares possam atingir 5 pm de espessura.

As colunas empacotadas, de vidro ou metalicas, apresentam
comprimento de 1a 3 m com um didmetro interno ( @ ) de
2 a 4 mm. As fases estaciondrias consistem, geralmente,
em polimeros porosos ou suportes soélidos impregnados
com a fase liquida chegando a, aproximadamente, 5%
(p/p). Colunas de alta capacidade, com a fase liquida
chegando a, aproximadamente, 20% (p/p), sdo utilizadas
para uma ampla faixa de compostos e para determinagao
de compostos com baixo peso molecular como a agua.
A capacidade requerida influencia a escolha do suporte
solido.

Os suportes para analise de compostos polares em
colunas empacotadas com uma fase estacionaria de baixa
polaridade e baixa capacidade devem ser inertes para evitar
um excessivo prolongamento dos picos. A reatividade dos
materiais de suporte pode ser reduzida por silanizagdo
antes do preenchimento com a fase liquida. Geralmente se
utiliza terra de diatomaceas lavadas com acido e calcinadas.
Os materiais estdo disponiveis em diversos tamanhos de
particula, sendo as particulas mais comumente utilizadas
de 150 a 180 um (80 a 100 mesh) e de 125 a 150 um (100
a 120 mesh).

Fases moveis

O suprimento do gas de arraste pode ser obtido a partir
de um cilindro de alta pressdo ou por um gerador de gas
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de alta pureza. Em ambos os casos, o gas passa por uma
valvula de redugdo de pressdo e o fluxo ¢ medido para,
entdo, entrar na camara de inje¢do e na coluna. O tempo
de retengdo e a eficiéncia do pico dependem da qualidade
do gas de arraste; o tempo de retencdo ¢ diretamente
proporcional ao comprimento da coluna e a resolugdo ¢
proporcional a raiz quadrada do comprimento da coluna.
Para colunas empacotadas, a média de fluxo do gas
carreador ¢ usualmente expressa em mililitros por minuto,
a pressdao atmosférica e temperatura ambiente. O fluxo
médio é medido na saida do detector, ou com um dispositivo
mecanico calibrado ou com um tubo de “borbulhamento”,
enquanto a coluna esta com temperatura de funcionamento.
A velocidade linear do gas de arraste através da coluna
empacotada ¢ inversamente proporcional a raiz quadrada
do didmetro interno da coluna para um dado volume de
fluxo. Fluxos de 60 mL/min em uma coluna de 2 mm de
didmetro interno ¢ 15 mL/min em uma coluna de 2 mm
de didmetro interno, proporcionam velocidades lineares
idénticas e, com isso, tempos de retengdo similares. A
menos que especificado na monografia, a média de fluxo
para colunas empacotadas ¢ de, aproximadamente, 30 a
60 mL/min. Para colunas capilares, a velocidade do fluxo
linear é usualmente utilizada ao invés da média de fluxo.
Isto ¢ determinado a partir do comprimento da coluna e
do tempo de retengdo de uma amostra de metano diluida,
utilizando um detector por ionizagdo de chama. Operando
a altas temperaturas, existe pressdo de vapor suficiente para
que ocorra uma gradual perda da fase liquida, um processo
chamado sangramento.

Hélio ou nitrogénio sdo, geralmente, empregados como
gases de arraste para colunas empacotadas, enquanto que
os gases de arraste utilizados para colunas capilares sdo
nitrogénio, hélio e hidrogénio.

Detectores

Detectores por ionizagdo de chama sdo os mais utilizados
mas, dependendo da finalidade da analise, outros detectores
podem ser empregados, incluindo: condutividade térmica,
captura de elétrons, nitrogénio-fosforo, espectrometria de
massas, espectrometria no infravermelho com transformada
de Fourier, entre outros. Para analises quantitativas, os
detectores devem apresentar uma ampla variagao dindmica
linear: a resposta deve ser diretamente proporcional a
quantidade de composto presente no detector em uma
ampla faixa de concentra¢des. Detectores por ionizagdo de
chama apresentam uma ampla faixa linear e s@o sensiveis a
maioria dos compostos. A resposta dos detectores depende
da estrutura e da concentragdo do composto e da média de
fluxo da combustdo, do ar e do gas de arraste. A menos que
especificado diferentemente na monografia, detectores por
ioniza¢do de chama operam tanto com hélio quanto com
nitrogénio como gas de arraste para colunas empacotadas,
e com hélio ou hidrogénio para colunas capilares.

Os detectores por condutividade térmica empregam fio de
metal aquecido localizado na corrente do gas de arraste.
Quando um analito entra no detector com o gas de arraste,
a diferenca na condutividade térmica da corrente de gas
de arraste (gas e componentes da amostra) relativo a um

fluxo de referéncia do gas de arraste sem analito ¢ medido.
Em geral, detectores por condutividade térmica respondem
uniformemente a compostos volateis sem considerar sua
estrutura; entretanto, sdo considerados menos sensiveis
que o detector por ionizagdo de chama.

Detectores por ioniza¢do de chama alcalina, também
chamado NP ou detector nitrogénio-fosforo, contém uma
fonte termidnica, com um sal metal-alcali ou um elemento
de vidro contendo rubidio ou outro metal, que resulta numa
eficiente ionizacdo de nitrogénio organico e compostos
contendo fosforo. E um detector seletivo que apresenta
baixa resposta para hidrocarbonetos.

Detectores por captura de elétrons contém uma fonte
radioativa de radiacdo ionizante. Exibem uma resposta
extremamente alta a compostos halogenados e grupo nitro,
mas pouca resposta a hidrocarbonetos. A sensibilidade
aumenta com o nimero € o peso atdmico de atomos de
halogénio.

Dispositivos para tratamento de dados

Estagdes de tratamento de dados conectadas na saida dos
detectores calculam a area e a altura dos picos, e apresentam
os cromatogramas completos contendo os pardmetros da
corrida e os dados dos picos. Os dados dos cromatogramas
podem ser armazenados e reprocessados por integragdo
eletronica ou outro tipo de calculo que seja necessario.
Essas estacbes de tratamento de dados sdo utilizadas
também para programar as corridas cromatograficas.

PROCEDIMENTO

Colunas empacotadas e capilares devem ser condicionados
antes do uso até que a linha de base esteja estavel. Isso
deve ser realizado operando a uma temperatura acima da
especificada pelo método ou por repetidas injecoes do
composto ou da mistura a ser cromatografada. O fabricante
da coluna geralmente fornece instrugdes para o adequado
procedimento de condicionamento da coluna. Em caso de
polisiloxanos metil e fenil substituidos termicamente estavesis,
uma sequéncia especial aumenta a eficiéncia e a inatividade:
manter a coluna a temperatura de 250 °C por 1 hora, com
fluxo de gas hélio, para remover o oxigénio e solvente. Para o
fluxo de hélio, aquecer até 340 °C por 4 horas, e entdo reduzir
0 aquecimento até temperatura de 250 °C, e condicionar com
fluxo de hélio até a estabilidade da linha de base.

Apds o procedimento de condicionamento, equilibrar a
coluna, o injetor e o detector as temperaturas e fluxo dos
gases especificados na monografia até a obtencdo de uma
linha de base estavel. Preparar a(s) solugdo(des) amostra
e de referéncia como descrito. As solu¢des devem estar
isentas de particulas solidas.

Muitos farmacos sdo moléculas polares reativas. Nesse
caso, pode ser necessaria a conversdo destes a derivados
menos polares e mais volateis, por tratamento dos grupos
reativos com reagentes apropriados.

Os ensaios requerem comparacdo quantitativa de um
cromatograma com outro. A maior fonte de erro ¢ a
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irreprodutibilidade da quantidade de amostra injetada,
notadamente quando inje¢des manuais sao realizadas com o
auxilio de uma seringa. Os efeitos de variabilidade podem ser
minimizados pela adigdo de um padrdo interno, um composto
ndo interferente adicionado na mesma concentragdo nas
solu¢des amostra ¢ padrdo. A média das respostas do pico
do analito em relag@o ao padrdo interno é comparada entre
os cromatogramas da amostra ¢ do padrdo. Quando o padrido
interno € quimicamente similar a substancia a ser analisada,
existe também uma compensagdo para variagdes menores
na coluna e nas caracteristicas do detector. Em alguns
casos, 0 padrdo interno pode ser conduzido através da
preparacdo da amostra antes da analise cromatografica para
controlar outros aspectos quantitativos do ensaio. Injetores
automaticos aumentam a reprodutibilidade das inje¢des das
amostras e reduzem a necessidade de padrdes internos.

5.2.17.5.1 Cromatografia a gas em espago
confinado (headspace)

A cromatografia a gas em espaco confinado (headspace) é
uma técnica particularmente adequada para a separago e
determinag@o de compostos volateis presentes em amostras
solidas e liquidas. Este método estd baseado na analise de
uma fase de vapor em equilibrio com uma fase sélida ou
liquida.

EQUIPAMENTO

O equipamento consta de um cromatdgrafo a gas ao qual
se adapta um dispositivo para a introduc¢ao da amostra, que
pode estar conectado a um moddulo de programacdo que
controle automaticamente a pressio e a temperatura. Se for
necessario, pode-se acoplar um dispositivo de eliminag&o
de solventes. A amostra a ser analisada ¢ introduzida em um
frasco provido de um obturador adequado que o fecha e de
um sistema de valvulas que permite a entrada de um gas de
arraste. O frasco € colocado em uma camara termostatizada
a determinada temperatura para a amostra ser examinada. A
amostra ¢ deixada nesta temperatura por tempo suficiente
para permitir que se estabeleca o equilibrio entre a fase
solida ¢ a fase gasosa. O gas de arraste ¢ introduzido no
frasco e, depois de determinado tempo, uma valvula é
aberta para permitir que o gas se expanda até a coluna
cromatografica, arrastando os componentes volateis.

Ao invés de utilizar um cromatégrafo especialmente
adaptado para a introdu¢do das amostras, também
podem-se utilizar seringas herméticas e um cromatdgrafo
convencional. Neste caso, o equilibrio entre as duas
fases ¢ conduzido em uma camara separada e a fase de
vapor ¢ transferida para a coluna, tomando as precaugdes
necessarias para evitar qualquer modifica¢ao do equilibrio.

PROCEDIMENTO

Ajustar as condigdes de trabalho do equipamento a fim de
obter uma resposta satisfatoria, utilizando as solugdes de
referéncia.

Calibragdo direta

Introduzir separadamente, em frascos idénticos, a
preparacdo a examinar e¢ cada uma das solugdes de
referéncia, segundo as condicdes descritas na monografia
e evitando o contato entre a amostra e o dispositivo de
inje¢do. Fechar hermeticamente os frascos e introduzi-los
na camara termostatizada a temperatura e pressao descritas
na monografia. Apos atingir o equilibrio, proceder 4 analise
cromatografica nas condigdes descritas.

Adigdo de padrado

Adicionar, a uma série de frascos idénticos, volumes
iguais da solug@o a examinar. Adicionar a todos os frascos,
exceto a um deles, quantidades crescentes de uma solugdo
de referéncia, de concentracdo conhecida da substancia a
examinar. Deste modo, se obtém uma série de preparagdes
contendo quantidades crescentes de determinada
substancia. Fechar hermeticamente os frascos e introduzi-
los na camara termostatizada, segundo condi¢des de
temperatura e pressao descritas na monografia. Apos
alcangar o equilibrio, proceder 4 analise cromatografica
nas condi¢des descritas.

Calcular a equag@o da reta por regressdo linear, utilizando
o método dos minimos quadrados e, a partir dela, obter a
concentragdo da substidncia em exame na preparagdao da
amostra, indicada pelo intercepto da equag@o.

5.2.18 POLAROGRAFIA

A polarografia, método analitico eletroquimico,
fundamenta-se na medida da corrente elétrica resultante
da eletrolise de substincias eletroativas (reduziveis
ou oxidaveis) sob determinado potencial de eletrodo e
condigdes controladas. Em outras palavras, a técnica
implica no registro do aumento da corrente em eletrodo
polarizavel, durante a eletrolise de substancia dissolvida
no meio eletrolitico, em fun¢do do aumento da tensdo
aplicada ao sistema. O grafico desta evolugdo da corrente
em relag@o a tensdo - o polarograma - fornece informagdes
quali e quantitativas sobre constituintes eletro-redutiveis
ou eletro-oxidaveis da amostra.

Dentre as variantes de metodologia polarografica, a
mais simples ¢ a técnica em corrente continua. Requer, a
exemplo da potenciometria, o emprego de dois eletrodos, o
de referéncia (geralmente eletrodo de calomelano saturado,
ECS) e o microeletrodo indicador (geralmente eletrodo de
mercurio gotejante, EMG). Em alguns casos emprega-se
um terceiro eletrodo, auxiliar. O ECS - de elevada area
superficial - fornece potencial constante durante o ensaio,
enquanto o EMG - gotas de mercario de dimensdes
reprodutiveis fluindo periodicamente da extremidade de
capilar ligado ao reservatorio do metal - assume o potencial
que lhe é conferido pela fonte externa. O equipamento
polarografico compreende, além dos eletrodos, a célula
polarografica (cuba de eletrolise), fonte de alimentagdo
variavel, dotada de voltimetro e microamperimetro
(galvanometro) e registrador grafico ou digital.
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De forma simplificada, a técnica consiste na dissolugdo da
amostra (o método tem sensibilidade para concentragdes
de espécie eletroativa na faixa de 10% a 10* M) em
eletrolito de suporte, responsavel pela manutengdo de
pequena corrente residual, mas que se mostra inerte na
faixa de potencial de transformagdo da amostra (janela
de potencial). Inicialmente, sem aplicacdo de tensdo na
fonte, (potenciostato de precisdo), a tensdo fornecida ao
microeletrodo é nula e ndo havera indica¢do de corrente
no microamperimetro. O crescente aumento de tensdo
fara com que pequeno potencial alcance os eletrodos.
Sob esta tensdo, ainda reduzida, eventuais impurezas do
eletrolito suporte e pequenas concentragdes de oxigénio
podem sofrer redugdo no EMG (catodo, neste caso),
reduzindo-se e provocando a indicacdo de pequena
passagem de corrente. A elevagdo progressiva da tensdo
aplicada acentuara o processo de redugdo e o aumento
quase proporcional da corrente. Atinge-se, finalmente, o
potencial necessario a redugdo do analito na solugdo da
amostra, o que se reflete em elevag@o acentuada da corrente
lida no microamperimetro (galvandmetro) e registrada no
polarograma. Ha, contudo, limite para a proporcionalidade
da elevagdo tensdo-corrente. Enquanto a corrente se eleva
(e a redugdo se processa), ocorre diminuigdo progressiva
da concentracdo da espécie eletroativa original junto a
superficie do eletrodo. Em dado momento - a velocidade
da eletrolise sendo constante - tal concentragdo atinge
nivel insuficiente para permitir elevagdo adicional da
corrente e esta ultima passa a ser limitada pela difusdo
com a qual a espécie eletroativa consegue se difundir no
seio (interior) da solugdo eletrolitica para a superficie do
EMG. Surge o patamar observado no polarograma (Figura
1), sendo a corrente medida - entdo denominada corrente
de difusdo — um pardmetro proporcional a concentragido
de espécie eletroativa na amostra (aspecto quantitativo
da polarografia). Superado determinado nivel de tensdo, a
corrente volta a se elevar. Esse aumento é causado pela
rea¢do do eletrolito suporte. Sua presenca, em elevadas
concentragdes, impede que as moléculas eletroativas da
amostra alcancem o microeletrodo por migragéo elétrica e
assegura, por isso, que a corrente limite seja efetivamente
regulada apenas por difusdo.

Ao se empregar um microeletrodo de merctrio gotejante, a
superficie do eletrodo é constantemente renovada (forma-
se gota nova a cada 3-5 segundos), ocorrendo, dai, variagdo
na corrente medida dentro de dado intervalo; a corrente é
mais baixa quando a gota se forma, chegando ao méximo
no instante da queda. O fendmeno explica a forma “dente
de serra” caracteristica da onda polarografica.

Corrente elétrica (uA)

Potencial (V vs. ECS)

Figura 1- Polarograma de espécie eletrorredutivel.

POLAROGRAMA

E ilustrado na Figura 1 um polarograma tipico (EMG),
caracterizado por 4 fases distintas. O segmento A ¢ devido
a corrente capacitiva, i, incorporada a corrente faradaica,
i, resultante da oxidacdo ou redugdo de impurezas do
eletrdlito suporte, ou da amostra e pequenas concentragdes
de oxigénio, quando esse ndo ¢ retirado por completo da
solugdo. O conjunto destas correntes denomina-se corrente
residual, i (i, =i+ i). No segmento B do polarograma
ocorre a corrente faradaica, i, devida a conversio da
substanciasob ensaio. A eletrodecomposicio levaa escassez
desta substancia junto ao microeletrodo, verificando-se o
patamar (segmento C) onde aparece a corrente limite, i,.
Esta compreende a soma das correntes residual e de difusdo
(i,=1i +1i,) em que a corrente de difusdo - proporcional a
concentragdo da espécie eletroativa na amostra - tem seu
valor determinado por:

1d:11-i-1r

Duas outras correntes indesejaveis - a de migragdo ¢ a de
convecgao - podem incorporar a corrente limite. A primeira
¢ suprimida pelo emprego de eletrolito suporte inerte na
faixa de potencial empregada, em concentragdes, no
minimo, 100 vezes maiores que as da espécie eletroativa.
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A corrente de convecgdo, por sua vez, ¢ eliminada pela ndo
agitacdo da solugdo.

Finalmente, o segmento D do polarograma, no qual
ocorre reversdo da proporcionalidade tensdo-corrente,
corresponde & reducdo de outras espécies eletroativas,
quando presentes, ou, mais frequentemente, a eletr6lise do
suporte.

Equacdo de Ilkovic

A equagdo de Ilkovic estabelece relagdes entre varidveis
compreendidas na medida polarografica e a corrente de
difusdo no EMG:

i, = 708nD’Cm’t’
em que

i, = corrente de difusdo, em pA

708 = constante dependente de diversos parametros,
incluindo a unidade adotada para as variaveis, dimensao da
gota de mercurio e instante da medida de i,

n =namero de elétrons necessarios a reduc¢do ou oxidagao
de uma molécula ou ion de substancia eletroativa,

D = coeficiente de difusdo, em cm?/s,

C=concentrag¢do de substancia eletroativa, em milimoles/L,
m = massa do fluxo de mercurio, em mg/s,

t = tempo de vida da gota, em s.

A constante 708 - englobando constante natural e o valor do
faraday - ¢ estabelecida para operagdo a 25 °C e ¢ aplicavel a
polarografia de corrente continua amostrada, na qual, em vez
do registro continuo de corrente, efetua-se apenas a leitura da
corrente ao término da vida da gota de mercurio, permitindo
obtencdo de polarograma linear. Entretanto, ao empregarem-
se instrumentos dotados de amortecedor de “dente de serra”
no registrador, considera-se a corrente média dos pulsos. A
corrente de difusdo obtida segundo a equacao de Ilkovic passa
a ser a média para toda a vida da gota de mercurio. Neste caso
a constante adquire o valor 607.

As variaveis compreendidas na equacgdo de Ilkovic
devem ser controladas para que a corrente de difusdo
seja efetivamente proporcional a concentragdo de espécie
eletroativa na amostra analisada. Alguns ions e moléculas
organicas em solugdo aquosa modificam seu coeficiente
de difusdo a razdo de 1 a 2% para cada grau centigrado
aumentado, tornando necessario que a célula polarografica
tenha sua temperatura controlada com tolerancia de + 0,5
°C Os parametros m e t, relacionados com dimensdo e
velocidade de renovagdo da gota de merctrio, dependem
da geometria do capilar, sendo a corrente de difusdo
proporcional a raiz quadrada da altura da coluna de
mercurio. Alturas adequadas - medindo-se da extremidade
do capilar até o nivel de mercurio no reservatorio - situam-
se entre 40 e 80 cm. O didmetro interno do capilar neste
caso ¢ de 0,04 mm para comprimentos entre 6 ¢ 15 cm. A
altura exata do capilar ¢ ajustada para permitir a formagao
de uma gota a cada 3-5 segundos, com circuito aberto e
capilar imerso no eletrolito sob ensaio.

Assim, se durante um ensaio em particular todos os
pardmetros - a excecdo da concentragdo da espécie
eletroativa - forem mantidos constantes, a equagdo de
Ilkovic pode ser escrita como

i,=KC
em que K representa o conjunto de variaveis mantidas
constantes.

Esta relagdo direta entre corrente de difusdo e concentragéo
¢ usualmente adotada mediante a determinagdo prévia
da corrente de difusdo de solugdo padrdo de referéncia,
de concentra¢do conhecida. Em seguida, sob condigdes
idénticas, determina-se a corrente de difusdo da amostra e,
finalmente, sua concentracdo:

@)r_ G
(i) Ca

em que P e A correspondem, respectivamente, a padrio e
amostra.

Uma vez que polarografos, em sua maioria, sdo dotados
de registradores automaticos, ¢ mais facil determinar
graficamente correntes de difusdo pela medida da altura da
onda polarografica (ver Figura 1). Os valores anotados,
em cm, podem ser diretamente aplicados a formula, sem
necessidade de sua conversdo em unidades de corrente

elétrica:

em que A, e A, correspondem as alturas das ondas
polarograficas do padrao e da amostra, respectivamente.

Potencial de meia-onda

A medida da altura da onda polarografica para fins de
analise quantitativa deve ser efetuada tragando-se linhas
retas rentes aos picos das oscilagdes da corrente residual
e da corrente limite e unindo-se, por meio de terceira reta
paralela ao eixo das abcissas, os prolongamentos das duas
primeiras. A reta vertical ¢ tragada passando pelo ponto de
inflexdo da onda polarografica, correspondendo a metade
da distancia entre a corrente residual e a corrente limite (I
=1/2i,). A projegdo desta reta sobre o eixo das ordenadas
fornece o chamado potencial de meia-onda, pardmetro
empregado para caracterizar substincias eletroativas
(aspecto qualitativo da polarografia). O potencial de
meia-onda, E , ¢ dado em volts versus ECS (eletrodo de
referéncia), salvo quando houver especificagao diferente, e
seu valor como parametro de identificacdo decorre de sua
independéncia da concentragdo e caracteristicas do EMG.
Entretanto, este parametro varia em fun¢do da composigao,
pH e temperatura do meio eletrolitico. Cabe ressaltar que,
para os equipamentos modernos, a medida da altura da onda
polarografica pode ser feita automaticamente empregando
programas especificos para aquisicdo e processamento de
dados.
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Remocdo de oxigénio

O oxigénio é reduzido no EMG em duas etapas,
convertendo-se inicialmente em peroxido de hidrogénio
e, em seguida, em agua. O fato de tais reacdes ocorrerem
em potenciais mais negativos que zero volts, versus ECS,
podendo assim interferir com a onda polarografica da
amostra, torna necessario eliminar o géas dissolvido na
solucdo previamente a determinacdo. A melhor forma
consiste em borbulhar nitrogénio isento de oxigénio
através da solucdo durante um periodo de 10 a 15 minutos
imediatamente antes do ensaio, tomando a precaucdo de
previamente saturar o nitrogénio (para evitar alteragdes na
solucdo eletrolitica devidas a evaporagao) borbulhando-o
através de pequeno volume de solucdo eletrolitica em
recipiente separado.

E importante manter a cuba eletrolitica parada e sem
vibragdes durante o registro polarografico com o intuito
de se evitar a formacdo de correntes de convec¢do. Em
consequéncia, € necessario retirar o tubo de nitrogénio
da soluc¢do durante o registro, e deixar o tubo sobre a
superficie da solu¢do para preencher a parte superior da
célula polarografica com nitrogénio (N2(g)) prevenindo,
assim, a entrada de ar na cé€lula polarografica. Solucdes
alcalinas podem ser desoxigenadas pela adigdo de bissulfito
de sodio, desde que este ndo interaja com integrantes da
soluc¢do eletrolitica.

Maximo polarografico

Efetuada a redugdo da espécie -eletroativa (EMG
catodizado), muitas vezes a onda polarografica eleva-se
acentuadamente, muitas vezes, antes de cair, de forma
igualmente acentuada, até o valor da corrente limite.
O fendémeno ¢ denominado maximo polarografico ¢ a
corrente correspondente recebe o nome de corrente de
adsorgdo (i ). Traz o inconveniente de dificultar a medida
da onda polarografica (corrente de difusdo) e suas causas
- ainda pouco esclarecidas - compreendem a adsorgdo de
eletrolito a superficie da gota de mercurio. A eliminagio
do maximo polarografico €, contudo, facilmente efetuada
mediante adi¢@o de quantidades diminutas de determinados
tensoativos (supressores de maximo) ao meio eletrolitico.
Sobressaem, para tal fim, o uso de solugdo de gelatina a
0,005% (p/v) e solucdo de vermelho de metila a 0,01%
(p/v), entre outras.

Adverténcia

Vapores de merctrio sdo toxicos. Ao manusear o metal,
trabalhar em 4rea ventilada e evitar derrames que, caso
ocorram, devem ser imediata e cuidadosamente recolhidos.

POLAROGRAFIA DE PULSO

Polarografia de pulso consiste em uma variante de técnica,
superior, pela precisdo e sensibilidade, a polarografia de
corrente continua no doseamento ¢ na identificagdao de

elevado niimero de substancias em baixas concentragdes,
incluindo elementos de trago, metabdlitos e, evidentemente,
farmacos. Sua sensibilidade, cerca de 10 vezes mais
elevada que a da polarografia DC, permite determinagdes
na ordem de 10 M.
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Figura 2 - Medida da corrente em relagio ao tempo na
polarografia de corrente continua (A); na polarografia de
pulso (B); e na polarografia de pulso diferencial (C).

Em lugar da aplicacdo linearmente progressiva de potencial
e medida continua da corrente desenvolvida, a polarografia
de pulso compreende a aplicagdo de pulsos de potencial
crescente a0 EMG, coincidentes com o periodo final
de vida das gotas de mercurio, cada pulso apresentando
potencial ligeiramente superior ao anterior. A corrente, por
sua vez, ¢ amostrada no instante final de durag@o do pulso
de potencial, periodo no qual a corrente capacitiva adquire
valor praticamente nulo e a corrente residual se compde
quase que exclusivamente da corrente de difuséo.
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Figura 3 - Polarograma obtido na
polarografia de pulso diferencial.

Por outro lado, a técnica de pulsos ndo provoca diminuigdo
acelerada da camada de difusdo (concentracdo de espécies
eletroativas junto ao eletrodo), propiciando a obtengao de
correntes de difusdo mais elevadas para concentracdes
equivalentes. Dai o aumento de sensibilidade inerente a
técnica. Outro aspecto favoravel da polarografia de pulso é
a maior facilidade na medida da corrente limite, isenta de
oscilagdes, ao contrario do que ocorre na polarografia de
corrente continua.

Na polarografia de pulso diferencial, pulsos constantes,
de pequena amplitude, sdo sobrepostos a uma rampa de
potencial de tensdo lincarmente crescente. A medida da
corrente € efetuada duas vezes a cada pulso - imediatamente
antes da aplicag@o do pulso e, novamente, em seu instante
final - registrando-se apenas a diferenga entre os dois valores
medidos (Figura 2). O registro grafico deste sistema de
medida diferencial fornece curva semelhante a derivada da
onda polarografica, mostrando pico caracteristico (Figura
3). O potencial do pico polarografico corresponde a E,,
- AE/2 em que AE representa a altura do pico. Gragas a
natureza do polarograma, que apresenta picos em vez
de ondas polarograficas tradicionais, a polarografia de
pulso diferencial propicia resolucdo mais elevada, a
ponto de permitir determinagGes simultidneas de espécies
eletroativas com potenciais de meia-onda proximos entre
si, em concentragdes da ordem de 107 M.

5.2.19 DETERMINACAO DO PH

DETERMINACAO POTENCIOMETRICA DO pH

O valor de pH ¢ definido como a medida da atividade
do ion hidrogénio de uma solugdo. Convencionalmente
¢ usada a escala da concentragdo de ion hidrogénio da
solugdo. A agua ¢ um eletrolito extremamente fraco, cuja
autoionizagdo produz ion hidronio (hidrogénio hidratado)
e ion hidroxido:

HO+HO < H0" +OH

As concentragdes do ion hidronio nas solugdes aquosas
podem variar entre limites amplos, que experimentalmente

vdo de 1 a 10-14 M, que ¢é definida pela simplificada
relagdo:

pH = - log [H,0*] = log 1/[H,0],

Desta forma, a escala de pH ¢ uma escala invertida em
relacdo as concentragdes de ion hidrénio, ou seja, quanto
menor a concentragdo de ion hidrénio, maior o valor do
pH.

A determinagdo potenciométrica do pH ¢é feita pela
medidada diferenga de potencial entre dois eletrodos
adequados, imersos na solugdo em exame. Um destes
eletrodos ¢ sensivel aos ions hidrogénio e o outro ¢ o
eletrodo de referéncia, de potencial constante.

A equagio que expressa a medida potenciométrica de uma
célulaé:

pH=pH=(E-E)/K,
em que

E = potencial medido quando a célula contém a solugdo
amostra,

Et = potencial medido quando a célula contém a solugdo
tampao,

pH = valor de pH na solugdo amostra

pHt = valor de ph na solucdo tampao, e

K = variagdo do potencial por unidade de variagdo de pH -
teoricamente equivale a 0,0591631 + 0,000198 (t-25), em
que t corresponde a temperatura na qual se opera.

O valor de pH ¢ expresso pela equagdo em relagdo ao pH
da solucdo padrao (pHp) e determinado em peagdmetro
utilizando eletrodo de vidro.

Os aparelhos comercialmente utilizados para a
determinacdo de pH sdo instrumentos potenciométricos,
providos de amplificadores eletronicos de corrente com
célula de vidro-calomelano, os quais sdo capazes de
reproduzir valores correspondentes a 0,02 de unidades
de pH. A escala de pH ¢ calibrada ndo s6 em milivolts,
mas também em unidades correspondentes de pH. Dessa
forma, ndo ha necessidade de se aplicar a equagdo acima,
que traduz a medida eletrométrica de pH. Uma vez que as
medidas de atividade hidrogénica sdo sensiveis a variagdes
de temperatura, todos os medidores de pH sao equipados
com ajuste eletronico de temperatura.

Solugoes-tampdo para calibragdo do medidor de pH

Sdo empregadas visando a aferi¢@o do aparelho, permitindo
linearidade nas respostas em relagdo as alteragdes de
potencial observadas. As mais importantes s3o: tetraoxalato
de potassio 0,05 M, fosfato equimolar 0,05 M, tetraborato
de so6dio 0,01 M, carbonato de sodio e hidroxido de calcio
saturado a 25 °C.

As solugdes-tampao sdo preparadas da seguinte maneira:

Tetraoxalato de potassio, 0,05 M — Reduzir o tetraoxalato
de potassio a p6 fino e dessecar em dessecador com silica.
Dissolver exatamente 12,71g de KH,(C,0,)-2H,0 em 4gua
para perfazer 1000 ml.
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Biftalato de potassio, 0,05 — Reduzir o biftalato de
potassio a p6 fino e dessecar a 110 °C até peso constante.

Dissolver exatamente 10,21g de KHC,H,O,, previamente
dessecado a 100 °C durante 1 hora, em agua, para perfazer

1000 ml.

Fosfato equimolar, 0,05 — Reduzir o Na,HPO, e
KH,PO, a p¢ fino e dessecar a 110 °C até peso constante.
Dissolver 3,55g de Na,HPO, ¢ 3,40g de KH,PO,, em agua,
para perfazer 1000 ml.

Tetraborato de sodio, 0,01 - Dessecar o tetraborato
de sodio em dessecador contendo solugdo aquosa de
brometo de sodio até peso constante. Dissolver 3,81g de
Na,B,0.:10H,O, em é4gua, para perfazer 1000 ml. Evitar
absor¢do de dioxido de carbono.

Hidréxido de calcio, saturado a 25°C — Reduzir o hidroxido
de célcio a p6 fino e dessecar com silica em dessecador
até peso constante. Transferir 5 g a baldo volumétrico e
adicionar agua até 1000 ml. Agitar bem e manter em
temperatura de 25 °C + 2°C, para adequada saturag@o

(aproximadamente 0.02 M). Decantar a 25°C antes de usar.
Proteger de modo a evitar absor¢ao de didxido de carbono.

Carbonato de sodio — Dessecar o carbonato de sodio
em dessecador com silica gel até peso constante. Pesar
exatamente 2,10 g. Dessecar em estufa de 300 a 500 °C até
peso constante. Pesar 2,65 g. Dissolver ambas as amostras
em agua até 1000 ml.

Tais solugdes devem ser recém-preparadas com agua
isenta de didéxido de carbono e empregadas em prazo de
trés meses, tomando-se cautela para evitar o crescimento
de fungos e bactérias. Se aceita o emprego de conservantes
desde que ndo interfira na medi¢ao potenciométrica do pH.

A agua utilizada no preparo das solugdes deve ser
recentemente destilada, aquecida a ebuli¢do por, no minimo,
15 minutos, resfriada e mantida em recipiente impermeavel
a dioxido de carbono. Preparar, individualmente, as seis
solugdes-padrdo e armazena-las em frascos de vidro ou de
polietileno adequados. Observar o prazo de validade das
solugdes, uma vez que o pH sofre alteragdes com o passar

do tempo.

Tabela 1 - Relacdo entre as temperaturas e os valores de pH das soluces-tampio
para calibracio do medidor de pH

Tetraoxalato Biftalato Tetraborato Hidroxido de
Temperatura L. . Fosfato P P Carbonato
“C) de potdssio de potdssio imol de sodio cdlcio saturado de sédi
0,05M 0,05M cquumotar g 01m a 25°C ¢ sodio
10 1,67 4,00 6,92 9,33 13,00 10,18
15 1,67 4,00 6,90 9,27 12,81 10,12
20 1,68 4,00 6,88 9,22 12,63 10,07
25 1,68 4,01 6,86 9,18 12,45 10,02
30 1,68 4,01 6,85 9,14 12,30 9,97
35 1,69 4,02 6,84 9,10 12,14 9,93
40 1,70 4,03 6,84 9,07 11,99 -
PROCEDIMENTO de aferi¢do dos valores de pH. A dgua também se presta a

Aferi¢do do peagometro

Retirar o béquer contendo solugdo de KCI na qual esta
mergulhado o eletrodo quando o medidor ndo esta em uso;

Lavar o eletrodo com jatos de agua destilada e enxugar
com papel filtro;

Imergir o eletrodo em solugdo tampao de referéncia,
verificando-se a temperatura em que se vai operar;

Ajustar o valor de pH até o valor tabelado, mediante o
valor de calibragdo;

Lavar o eletrodo com varias por¢des da segunda solugdo
tampdo de referéncia, imergir o eletrodo e verificar o
valor de pH registrado. O valor de pH nao deve apresentar
variagdes que superem 0,07 do valor tabelado para a
segunda solugdo padrio. Héa aparelhos que possuem
frascos acoplados com detergentes anidnicos, empregados
como solucdes de lavagem entre cada uma das operagdes

essa fungao;

Se ndo houver precisdo nas medidas, verificar possiveis
danos nos eletrodos e troca-los.

Determinagdo do pH na solu¢do amostra

Apds a aferi¢do conveniente, lavar o eletrodo com agua
(ou solugdes proprias) e com varias porgdes da solugdo
amostra. Para diluicdo das amostras, usar agua destilada
isenta de dioxido de carbono;

A primeira determinagdo fornece valor variavel, havendo
necessidade de proceder a novas leituras. Os valores
encontrados posteriormente ndo deverdo variar mais do
que 0,05 de unidade em trés leituras sucessivas;

Para determinagdes que exijam alta precisdo, as
temperaturas das solugdes-tampao e amostra, dos eletrodos
¢ das aguas de lavagem ndo devem estar acima de 2 °C
entre si. Assim, para que se reduzam os efeitos de histerese
térmica ou elétrica dos eletrodos, as solu¢es devem estar
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a mesma temperatura por, no minimo, 30 minutos antes do
inicio da operagao;

E importante que, apos a utilizagdo do aparelho, se conserve
o eletrodo em solugdo apropriada, normalmente de KCI.

Contaminagdes das solucdes-estoque devem ser evitadas
pela adocdo de procedimentos sistematicos, tais como o
fechamento imediato dos frascos contendo as solugdes,
a fim de prevenir introdugdes acidentais de pipetas ou
bastdes, o uso de pipetas individuais para cada solucao.

DETERMINACAO COLORIMETRICA DO pH

Baseia-se no emprego de solugdes indicadoras ou de papéis
indicadores, que tem a propriedade de mudar de coloragdo
conforme a variagdo do pH. Neste caso, trata-se de medida
aproximada, indicando apenas uma faixa de valores,
mais ou menos larga, conforme o indicador empregado.
A determinagdo ¢ levada a efeito adicionando-se gotas da
solugdo indicadora a solugdo em exame ou umedecendo-se
papéis indicadores com a solu¢do em exame e observando-
se a mudanga de coloragdo. As cores desenvolvidas pelos
indicadores em diversas faixas de pH estdo relacionadas
em Indicadores (14.1)

ACIDEZ E ALCALINIDADE: ENSAIOS RAPIDOS

Uma solug@o é considerada neutra quando ndo modifica a
cor dos papéis azul e vermelho de tornassol, ou quando o
papel indicador universal adquire as cores da escala neutra,
ou quando 1 ml da mesma solugdo se cora de verde com
uma gota de azul de bromotimol SI (pH 7,0).

E considerada dcida quando cora em vermelho o papel
azul de tornassol ou 1 ml se cora de amarelo por uma gota
de vermelho de fenol SI (pH 1,0 a 6,6).

E considerada fracamente dcida quando cora levemente
de vermelho o papel azul de tornassol ou 1 ml se cora de
alaranjado por uma gota de vermelho de metila SI (pH 4,0
a 6,0).

E considerada fortemente dcida quando cora de azul o
papel de vermelho de congo ou 1 ml se cora de vermelho
pela adicdo de uma gota de alaranjado de metila SI (pH
1,0 a 4,0).

E considerada alcalina quando cora de azul o papel
vermelho de tornassol ou 1 ml se cora de azul por uma gota
de azul de bromotimol SI (pH 7,6 a 13,0).

E considerada fracamente alcalina quando cora de azul o
papel vermelho de tornassol ou 1 ml se cora de rosa por
uma gota de vermelho de cresol SI (PH 7,6 a 8§,8).

E considerada fortemente alcalina quando se cora de azul
por uma gota de timolftaleina SI (pH 9,3 a 10,5) ou de
vermelho por uma gota de fenolftaleina SI (pH 10,0 a 13,0).

5.2.20 DETERMINACAO DE
AGUA

Muitas substancias farmacopeicas encontram-se na forma
hidratada ou contém agua absorvida, tornando-se relevante
sua determinacdo por métodos especificos como o método
volumétrico (5.2.20.1); método da destilagdo azeotropica
(5.2.20.2), ou método semimicro (5.2.20.3), sendo indicado
na monografia especifica para cada substancia.

5.2.20.1 METODO VOLUMETRICO

Determinar o teor de dgua, pelo método direto, salvo quando
houver outra especificagdo na monografia especifica da
substancia em analise.

METODO DIRETO

Baseia-se na reagdo quantitativa da agua com solugdo
anidra de dioxido de enxofre e iodo em presenca de uma
solugdo tampao que reage com ions hidrogénio.

Na solugdo volumétrica, original, conhecida como
Reagente de Karl Fischer, o dioxido de enxofre e o iodo
sdo dissolvidos em piridina ¢ metanol. A amostra pode
tanto ser titulada diretamente (método direto) quanto por
retorno (método indireto).

Aparelhagem

Admite-se o emprego de qualquer equipamento que
permita a exclusdo adequada da umidade atmosférica e a
determinacdo do ponto final da titulagdo. Para substancias
incolores, ¢ possivel detectar-se o ponto de equivaléncia
pela mudanga de cor do reagente, de amarelo candrio para
ambar. O inverso ¢ observado ao se adotar a titulagdo por
retorno. Todavia, ¢ mais frequente e preciso determinar-se
o final da titulacdo eletrometricamente. Compreende o uso
de dispositivo elétrico capaz de gerar diferenca de potencial
de 200 mV entre dois eletrodos de platina imersos na
solucdo a titular. Ao ser atingido o ponto de equivaléncia,
ligeiro excesso de reagente provoca elevacao brusca do
fluxo de corrente entre 50 a 150 A, durante 30 segundos a
30 minutos, dependendo da natureza da amostra (o periodo
¢ menor quando a substancia ¢ soluvel no reagente).

Alguns tituladores automaticos possuem mecanismo para
fechamento imediato da valvula que controla a entrada do
titulante, assim que detecta a mudanca de potencial. Os
aparelhos comercialmente disponiveis possuem um sistema
fechado que consiste de uma ou duas buretas automaticas,
copo de titulagdo, agitador magnético e eletrodo especifico.
O ar no sistema é mantido seco, com o uso de dessecantes
adequados.

Reagente de Karl Fischer

Adicionar 125 g de iodo a uma solugéo contendo 670 mL
de metanol e 170 mL de piridina. Deixar resfriar. Transferir
100 mL de piridina para proveta de 250 mL, mantida fria
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em banho de gelo, passar corrente de didxido de enxofre
através do solvente até que seu volume atinja 200 mL.
Lentamente, ¢ sob agitacdo, adicionar essa solugdo a
mistura de iodo, fria, previamente preparada. Agitar até
completa dissolugdo do iodo e aguardar 24 horas antes de
padronizar. Quando recém-preparada, a solucdo reagente
neutraliza cerca de 5 mg de agua/mL, mas deteriora-se
com rapidez, portanto, recomenda-se a sua padronizagao
imediatamente antes do uso, ou diariamente, quando em
uso continuo. Proteger da luz quando em uso. Armazenar
o reagente sob refrigeragdo em frasco ambar, provido de
tampa esmerilhada hermética. Como opgéo ao preparo do
reagente, pode-se recorrer a solugdes reagentes comerciais.
Também, podem ser utilizados reagentes comerciais que
contenham outros solventes, base diferente da piridina ou
outro alcool que ndo o metanol. Esses reagentes podem
ser solugdes individuais ou obtidas pela mistura de dois
reagentes provenientes de solugdes distintas. Quando a
monografia especificar que o reagente deve ser diluido,
seguir as instru¢des do fabricante do produto. Como
diluente pode utilizar-se metanol ou outro solvente
adequado, como éter monoetilico de etilenoglicol.

Padronizagao do reagente

Colocar quantidade suficiente de metanol. ou outro solvente
apropriado no frasco de titulagdo para cobrir os eletrodos e
adicionar quantidade suficiente de reagente para fornecer a
cor caracteristica da viragem ou a indicacdo de (100 £ 50)
microamperes de corrente continua quando da aplicacdo de
200 mV entre os eletrodos.

Para a determinagdo de tragos de agua (menos de 1%), é
preferivel usar reagentes com um fator de equivaléncia de
agua inferior a 2,0, como o tartarato de sddio di-hidratado
(C,HNa,0.2H,0), previamente dessecado a 150 °C,
por 3 horas. Pesar, rapidamente, de 150 a 350 mg do sal,
exatamente pesados, por diferenga, no frasco de titulagdo
e titular até o ponto de equivaléncia. O titulo do reagente,
em mg de agua/mL de reagente, é fornecido pela equacao:

18,02 |( P

2X1230.08/\ v

em que

18,02 = peso molecular da agua

230,08 = peso molecular do tartarato de sodio di-hidratado
p = massa, em mg, da tomada de ensaio de sal,

v = volume, em mL, de reagente consumido na titulagdo.

Para a determinacdo precisa de quantidade significativa
de agua (mais de 1%), utilizar 4gua como referéncia.
Transferir de 25 a 250 mg de agua, exatamente pesados,
por diferenca, para o frasco de titulacdo e titular até o ponto
de equivaléncia. Calcular o titulo do reagente, T, em mg de
agua/mL de reagente, pela equacdo

_
1%

em que

p = massa, em mg, da agua,
v =¢ o volume, em mL, de reagente consumido.

Procedimento

Salvo quando na monografia especificar de modo diverso,
transferir 35 a 40 mL de metanol, ou outro solvente
apropriado, para o recipiente de titulacdo e titular com o
reagente padronizado até viragem visual ou eletrométrica,
com o intuito de eliminar toda a umidade que possa estar
presente (desconsiderar o volume consumido, pois ele ndo
entra nos calculos). Rapidamente, adicionar ao recipiente
de titulacdo quantidade, exatamente pesada da amostra,
que contenha 10 a 250 mg de agua, misturar e titular até
viragem visual ou eletrométrica. Calcular o teor de 4gua da
amostra, em mg, pela equacdo

Teor de agua (mg) =v x T
em que

v = volume, em mL, de reagente consumido;
T = titulo do reagente.

METODO INDIRETO

Segue o mesmo principio do método direto, porém, nesse
caso, incorpora-se excesso de reagente a amostra e, apds
aguardar-se o0 tempo necessario a reacdo quantitativa,
titula-se o excesso de reagente com solugdo padrdo de dgua
em metanol. Essa técnica, de uso irrestrito, ¢ especialmente
recomendada para substancias que liberam, lentamente,
seu conteudo de agua.

Aparelhagem e reagente

Utilizar os mesmos descritos no método direto.

Padronizacdo de solugdo padrado de dgua (método indireto)

Preparar solugdo padrdo de agua diluindo 2 mL de agua
em quantidade suficiente de metanol, ou outro solvente
adequado, para completar 1000 mL. Padronizar essa
solugdo conforme o procedimento anterior, utilizando
aliquotas de 25 mL. Calcular o conteudo de agua, em mg/
mL de solugdo, pela equacdo

vx T
25

em que

v’ =volume, em mL, de reagente consumido,
T = titulo do reagente, em mg/mL.

Procedimento

Quando na monografia assim especificar, transferir
35 a 40 mL de metanol, ou outro solvente apropriado,
para o recipiente de titulagdo e titular com o reagente
padronizado até viragem visual ou eletrométrica, com o
intuito de eliminar toda a umidade que possa estar presente
(desconsiderar o volume consumido, pois ele ndo entra
nos calculos). Rapidamente, adicionar ao recipiente de
titulagdo, quantidade, exatamente pesada da amostra, que
contenha 10 a 250 mg de 4gua e um volume em excesso,
exatamente medido, do reagente. Deixar em repouso pelo
tempo necessario para que a reacdo se complete e titular o
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reagente ndo consumido com solugdo padrio de agua, até
viragem visual ou eletrométrica. Calcular o contetido, em
mg, de agua na tomada de ensaio pela equagdo:

Conteiido de dgua =T [V'- (v x v,)]
em que

T = titulo do reagente,

v’ = volume, em mL, do reagente adicionado em excesso
apos a incorporacdo da tomada de ensaio,

v = volume, em mL, de solugdo padrdo de agua, necessario
a neutralizag@o do excesso de reagente,

v_=volume, em mL, de reagente por mL de solugéo padrio
de agua, determinado na padronizacdo dessa.

Caso seja especificado na monografia, calcular o teor de
agua em porcentagem.

METODO CULOMBIMETRICO

Para determinagdo culombimétrica da agua se utiliza o
reagente de Karl Fischer. O iodo, no entanto, ndo ¢ utilizado
como solugdo volumétrica, mas obtido por oxidagdo
anddica de uma solugdo contendo iodeto. A célula de
reagdo ¢ constituida de um amplo compartimento anddico
¢ de um restrito compartimento catddico; separados, entre
si, por um diafragma. Também, podem ser utilizados
outros tipos adequados de células de reagdo, como por
exemplo, sem o diafragma. Cada compartimento tem
um eletrodo de platina que conduz a corrente através da
célula. O iodo, que se produz no eletrodo anddico, reage,
imediatamente, com a agua que estd no compartimento.
Quando toda a agua for consumida, produz-se um excesso
de iodo que normalmente se detecta, eletrometricamente,
indicando o ponto final. Nao € necessario trocar o reagente
de Karl Fischer depois de cada determinag@o. Um requisito
necessario para esse método ¢ que cada componente da
amostra seja compativel com os demais componentes e
que ndo produzam reagdes secundarias. Normalmente as
amostras sdo transferidas ao recipiente de titulagdo, na
forma de solugdes, mediante a injegdo através de um septo.
Os gases podem ser introduzidos na célula utilizando um
tubo de entrada adequado. A precisdo do método depende,
fundamentalmente, da eliminag¢do da umidade no sistema. O
controle do sistema pode ser monitorado pela linha de base.
Esse método ¢, especialmente adequado, para substincias
quimicas inertes como hidrocarbonetos, alcodis e éteres.
Em comparagdo com o método volumétrico de Karl
Fischer, a culombimetria ¢ um método de microtitulagao.

Aparelhagem

Admite-se o emprego de qualquer equipamento disponivel
comercialmente que possua um sistema totalmente
hermético, equipado com eletrodos especificos e agitador
magnético. O microprocessador do equipamento controla
o procedimento analitico e possibilita a visualizagdo dos
resultados. Ndo ¢ necessario proceder a calibragdo prévia
do equipamento, ja que a corrente consumida pode ser
medida na forma absoluta.

Reagente

Utilizar o mesmo descrito no método direto.

Preparagdo da amostra

Se a amostra for soluvel, dissolver quantidade adequada,
exatamente pesada, em metanol anidro ou em outro
solvente adequado. Se a amostra for insoluvel, pode
extrair-se a dgua utilizando-se um solvente anidro que pode
ser injetado, em quantidade adequada, exatamente pesada,
na solugdo do analito. Alternativamente, pode utilizar-se
técnica de evaporacdo, em que a agua liberada é coletada
em um tubo de ar corrente de gas inerte e anidro.

Procedimento

Com uma seringa seca, injetar rapidamente, a amostra
previamente preparada conforme descrito em Preparagdo
da amostra, medido com exatiddo e com um conteudo
de agua estimado de 0,5 mg a 5 mg, ou de acordo com
as instrugdes do fabricante do equipamento. Misturar
e quantificar por culombimetria, determinando o ponto
final eletrometricamente. Determinar o contetido de agua
na amostra diretamente na planilha do equipamento e
calcular a porcentagem presente da substancia. Realizar
a determinacdo em branco e proceder as corregdes
necessarias.

5.2.20.2 METODO DA DESTILACAO
AZEOTROPICA

A semelhanga do método volumétrico, o azeotrdpico
possibilita a determinacdo de dgua contida em amostras de
natureza multipla. A d4gua presente ¢ destilada com tolueno,
solvente no qual é praticamente imiscivel, e separada em
tubo receptor apropriado apds resfriamento. Convém,
contudo, empregar tolueno previamente saturado com agua
para evitar resultados baixos devido a dissolug@o de agua
residual no solvente anidro.

APARELHO

Utilizar baldo de fundo redondo (A) com capacidade para
500 mL, conectado por um tubo cilindrico (D) ao tubo
receptor (B) (Figura 1). As dimensdes criticas das pegas
do aparelho sdo: tubo cilindrico de 9 a 11 mm de didmetro
interno; tubo receptor com capacidade de 5 mL, e porgdo
cilindrica, com 146 - 156 mm de comprimento, graduada
em subdivisdes de 0,1 mL, de modo que o erro de leitura
ndo seja superior a 0,05 mL para qualquer volume indicado,
podendo, opcionalmente, ser provido de torneira. A parte
superior do tubo cilindrico liga-se, sempre, por meio de
juntas esmerilhadas, ao condensador de refluxo vertical (C)
de, aproximadamente, 400 mm de comprimento por, pelo
menos, 8 mm de didmetro interno.

Partes do baldo e do tubo cilindrico podem ser guarnecidas
com tecido de amianto para maior isolamento térmico. O
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calor para a destilacdo deve ser, preferivelmente, fornecido
por aquecedor elétrico dotado de controle por reostato ou
banho de 6leo.

Limpar o tubo receptor e condensador com mistura
sulfocromica, enxaguar com 4gua e secar em estufa.
Introduzir no baldo seco 200 mL de tolueno e
aproximadamente 2 mL de agua e destilar durante 2 horas.
Resfriar e, apds cerca de meia hora, medir o volume de
agua acumulado no tubo graduado.

PROCEDIMENTO

Adicionar ao baldo quantidade de amostra, exatamente
pesada, que contenha de 2 a 4 mL de agua. Se a substancia
for de natureza pastosa, embrulha-la em folha de aluminio
de modo que a dimensdo do pacote seja suficiente somente
para a sua passagem pelo gargalo do frasco. Se a substancia
induzir a ebulicdo, adicionar areia lavada e seca em

quantidade suficiente para cobrir o fundo do baldo ou tubos
capilares de vidro, do tipo empregado para determinagdo
de ponto de fusdo, vedados em uma das extremidades.
Adicionar 200 mL de tolueno, ligar o equipamento e
aquecer, Moderadamente, durante 15 minutos. Quando o
tolueno comegar a ferver, regular o aquecimento para que
destile 2 gotas por segundo. Destilada praticamente toda a
agua, acelerar a velocidade de destilagdo para 4 gotas por
segundo. Concluida a destilagdo da agua, verter cerca de 10
a 15 mL de tolueno pela boca do condensador de refluxo
e prosseguir a destilagdo por mais 5 minutos. Remover a
fonte de calor, aguardar o resfriamento do tubo receptor a
temperatura ambiente ¢ deslocar eventuais goticulas de agua
retidas na parede do tubo receptor com o auxilio de arame
de cobre com extremidade envolta em borracha (latex). Uma
vez concluida a separacdo das fases, ler o volume de agua
depositado no tubo receptor (descontando o volume inicial)
e calcular a porcentagem de 4gua na tomada de ensaio.

CINECTINY (XTI (T D I

o

Figura 1- Aparelho para determinacio de Agua pelo método azeotrépico.
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5.2.20.3 DETERMINACAO DA AGUA
PELO METODO SEMIMICRO

A determinacdo da 4agua pelo método semimicro ¢
realizada em um aparelho de titulagdo de capacidade de
60 mL, munido de 2 eletrodos de platina, de um tubo
de admissdo para o nitrogénio, de uma rolha adaptada
a extremidade de uma bureta e de um tubo de admissao
de ar protegido por um agente de secagem. A tomada de
ensaio ¢ introduzida por um tubo lateral munido de uma
rolha esmerilada. Durante a titulac@o, a agitagdo deve ser
assegurada mediante o auxilio de um agitador mecanico ou
através do borbulhamento de nitrogénio seco.

O término da reagdo ¢ determinado pela intensidade da
amperagem. Um circuito apropriado, constituido por
um potencidometro de aproximadamente 2000 Q, ligado
a uma pilha de 1,5 V, permite aplicar uma diferenca de
potencial variavel. Essa é ajustada de maneira a conduzir
uma corrente inicial fraca através dos eletrodos de platina
ligados em série a um microamperimetro. A agulha do
microamperimetro desvia-se apds cada adigdo do reagente,
voltando imediatamente a sua posi¢do inicial. O fim
da reagdo ¢ indicado por um desvio que persiste por, no
minimo, 30 segundos.

Utilizar o iodossulfuroso SR apds determinar seu
equivalente em agua. As solugdes e os reagentes utilizados
devem ser mantidos em condi¢ao anidra e preservados da
umidade atmosférica durante o doseamento ou qualquer
manipulagao.

O iodossulfuroso SR deve ser conservado ao abrigo da
luz, de preferéncia num frasco munido de uma bureta
automatica.

As solucdes de iodossulfuroso SR, comercialmente,
disponiveis apresentam (ou podem apresentar) uma
composicdo que difere da solugdo de iodossulfuroso
SR por substituicdo da piridina por diversos compostos
basicos. O emprego dessas solugdes reagentes deve ser
precedido de avaliacdo que permita, em cada caso, verificar
estequiometria e auséncia de incompatibilidade entre a
substancia a ser ensaiada e o reagente. Salvo indicagdo
contraria, o Meéetodo A deve ser utilizado.

Método A. Introduzir no frasco de titulagdo cerca de 20 mL
de metanol anidro ou o solvente prescrito na monografia.
Adicione a reagente iodossulfuroso SR solugdo até a
viragem amperomeétrica. Introduzir, rapidamente, a tomada
de ensaio, agitar durante 1 minuto e titular com a solugéo
iodossulfuroso SR até nova viragem.

Método B. Introduzir no frasco de titulacdo cerca de
10 mL de metanol anidro ou do solvente prescrito na
monografia. Adicionar iodossulfuroso SR até a viragem
amperométrica. Introduzir, rapidamente, a tomada de
ensaio da substincia num estado de divisdo conveniente,
e em seguida um volume de iodossulfuroso SR, suficiente
para obter um excesso de aproximadamente 1 mL. Nesse
caso, também, pode ser utilizado o volume prescrito
na monografia. Deixar em repouso em frasco fechado
¢ ao abrigo da luz durante 1 minuto ou durante o tempo

prescrito na monografia, agitando ocasionalmente. Titular
o excesso de iodossulfuroso SR com metanol anidro ou
com outro solvente prescrito na monografia, adicionado de
uma quantidade de dgua conhecida e proxima de 2,5 g/L,
até regressar a fraca corrente inicial.

5.2.21 ANALISE DE
SOLUBILIDADE POR FASES

A solubilidade de substancia pura em dado solvente,
a temperatura constante, ¢ parametro caracteristico da
substéncia, podendo, pois, servir para fins de identificacdo
e avaliacdo de grau de pureza. Nesse principio, baseia-se a
analise de solubilidade por fases. O procedimento consiste
na adigdo de porg¢des crescentes de amostra a volumes
constantes de solvente no qual a substincia analisada
mostra apenas ligeira solubilidade, visando a obtenc¢ao de
solu¢do saturada dessa substancia. Uma vez promovido
o equilibrio do sistema - por agitacdo prolongada, sob
temperatura constante - determina-se o conteudo total de
soluto na solucdo sobrenadante (geralmente por técnica
gravimétrica) e traca-se o diagrama de solubilidade
por fases, plotando a composi¢ao da solugdo, em mg de
soluto por g de solvente (ordenadas), pela composi¢ao do
sistema, em mg de amostra adicionada por g de solvente
(abscissas). A Figura 1 ilustra diagrama desse tipo. Ao
longo do segmento AB, a totalidade do sélido dissolve
e ¢ encontrada na solucdo (inclinacdo corresponde a
unidade). No ponto B a amostra satura a solucao e adigoes
subsequentes nao acarretam aumento em sua concentragao.
A inclinagdo do segmento de reta BC ¢é, portanto, nula e a
interse¢do do prolongamento dessa reta com o eixo dos Y
fornece o valor da solubilidade da substancia.

Composigio da solugio (mgfg)
T
1

A | | [ | | | | !
mg de amostra por g de solvente

Figura 1 - Diagrama de solubilidade por fases de
amostra constituida por uma so6 substincia.

Se a amostra for constituida de duas substancias (uma
delas impureza da outra, por exemplo), o diagrama assume
a forma ilustrada na Figura 2. O segmento AB apresenta
inclinacdo unitaria; o ponto B indica saturac¢do da solugdo
com relacdo a um dos componentes da amostra (geralmente
aquele que esta presente em maior propor¢do); o segmento
BC indica a solubilizagdo do segundo componente e
o segmento CD a saturagdo da solugdo com este ultimo
(inclinagdo nula).
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mg de soluto por g de solugio
|
I

A | | I ] | | | i
mg de amostra por g de sl solvente

Figura 2 - Diagrama de solubilidade por fases
de amostra contendo duas substincias.

O valor da inclinagdo do segmento BC - fase em
que somente o segundo componente ¢ solubilizado -
corresponde a propor¢ao deste componente na amostra. A
subtragdo deste valor da unidade fornece o contetdo do
primeiro componente na amostra, permitindo o emprego
da férmula (1-1).100 para a obtengdo do teor. A inclinag@o,
i, € obtida pela formula (Y,-Y)) / (X,-X)), em queY Y,
e X,, X, correspondem, respectivamente, a projecdes
de pontos do segmento de reta BC sobre a ordenada
(composi¢ao da solugdo) e a abcissa (composicdo do
sistema). A extrapola¢do do segmento BC fornece o limite
de solubilidade, S,, em mg de soluto por g de solvente,
do primeiro componente, enquanto o prolongamento da
reta do segmento CD até o eixo dos Y leva a soma das
solubilidades dos dois componentes, S, +S..

A ocorréncia de desvios pronunciados nos pontos que
constituem os segmentos de reta do diagrama indica falta
de equilibrio no sistema, embora estes também possam
ser atribuidos a existéncia de solucdo solida ou a desvios
do comportamento tedrico. Se necessario, a inclinagdo I
pode ser calculada por aproximagao grafica ou a partir do
método estatistico dos minimos quadrados.

Uma peculiaridade da analise de solubilidade por fases ¢ ndo
ser técnica aplicavel a misturas cujos componentes estao
presentes na amostra na propor¢ao de suas solubilidades.
Neste caso particular, ambos os componentes promovem
saturacdo no mesmo ponto, fornecendo, como resultado,
diagrama de fases equivalente ao de substancia pura.

ESCOLHA DE SOLVENTE

A escolha de solvente para analise de solubilidade por fases
¢ baseada na solubilidade do componente presente em
maior propor¢ao na amostra e no método de doseamento
adotado para a determinacdo da concentragdo da solugdo
formada. Sendo mais usual a técnica gravimétrica, convém
ao solvente apresentar volatilidade suficiente para permitir
sua evaporagdo a vacuo, mas insuficiente para dificultar
operagdes de transferéncia e pesagem. Recomendam-se
solventes com ponto de ebuligdo entre 60 °C e 150 °C.
Em termos de solubilidade, é conveniente que o solvente
apresente capacidade de solubilizagdo de amostra em

propor¢do ndo inferior a 4 mg/g nem superior a 50 mg/g.
A solubilidade 6tima compreende a faixa de 10 a 20 mg.

Recomendacdes adicionais incluem a inércia do solvente
frente aos componentes da amostra (prevendo-se, inclusive,
a possibilidade de formagdo de solvatos ou sais) € o
emprego de solvente de pureza e concentracdo conhecida
(tracos de impurezas afetam intensamente a solubilidade),
admitindo-se, contudo, o emprego de misturas.

APARELHAGEM

Compreende banho-maria termostatizado, frascos e
ampolas apropriadas e balanca analitica, com precisao de
+ 10 pg.

O banho d’agua ¢ provido de termostato com tolerancia de
controle de temperatura nio superiora 0,1 °C, especialmente
na faixa de 25-30 °C, usual para os ensaios. O banho ¢
equipado com haste horizontal rotativa (25 rpm) provida
de garras fixadoras para as ampolas. Como alternativa,
pode ser usado vibrador (100 a 120 vibragdes / segundo)
igualmente provido de garras fixadoras de ampolas.

A ampola - com capacidade para 15 mL - ao lado do
chamado frasco de solubilidade também empregado
nos ensaios, estd ilustrada na Figura 3. Recipientes
de especificacdo diferente sdo admissiveis desde que
herméticos e apropriados a técnica descrita.
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Figura 3 — Ampola utilizada na anilise de solubilidade por fases.
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PROCEDIMENTO

Composi¢do do sistema

Pesar com exatiddo um minimo de 7 ampolas de 15 mL
rigorosamente limpas. Transferir quantidades crescentes
exatamente pesadas de amostra para cada ampola, de modo
que a primeira contenha quantidade apenas ligeiramente
menor que a solubilizavel em 5 mL de solvente e a tltima
contenha ligeiro excesso de amostra. Apds transferir 5,0
mL de solvente para cada ampola, resfria-las em mistura
de gelo seco ¢ acetona e sela-las com magarico ar/gas,
tomando a precaugdo de guardar fragmentos de vidro
resultantes do processo.

Permitir as ampolas atingir a temperatura ambiente e pesa-
las, juntamente com seus respectivos fragmentos de vidro.
Calcular a composicdo do sistema, em mg/g, para cada
ampola, pela formula: 1000(M-M,)/(M,-M,), em que M,
corresponde a massa da ampola contendo amostra; M € a
massa da ampola vazia e M, € a massa da ampola contendo
amostra, solvente e eventuais fragmentos de vidro.

Equilibrio

O periodo necessario ao estabelecimento de equilibrio
nos sistemas contidos nas ampolas é variavel de acordo
com a natureza da amostra, método de agitagdo (rotagdo
ou vibragdo) e temperatura. A experiéncia indica prazo
médio de 1 a 7 dias para agitagdo por vibracdo ¢ 7 a 14
dias para o processo rotacional. Para confirmar a promogao
de equilibrio, aquecer a penultima ampola da série a 40
°C com o intuito de obter supersaturagdo. O resultado ¢é
positivo se o ponto correspondente a esta ampola for
coerente com os demais no diagrama de fases. Todavia,
resultado diverso ndo significa necessariamente ndo ter
sido atingido o equilibrio. Ha substancias com tendéncia a
permanecer em solugdo supersaturada e, sendo este o caso,
cabe a execucdo de série de analises, variando-se o periodo
de espera com o fim de assegurar a coeréncia dos pontos da
curva de solubilidade.

Composi¢do da solugdo

Atingido o equilibrio, colocar as ampolas em suporte
apropriado para que permane¢am em posicdo vertical,
com os gargalos acima do nivel da agua do banho
termostatizado. Aguardar a decantagdo dos sélidos nas
ampolas, abri-las e coletar 2,0 mL de cada uma por meio de
pipeta provida de chumago de algodao ou de outro material
capaz de atuar como filtro. Remover o material filtrante
da pipeta e transferir o liquido limpido para frasco de
solubilidade (Figura 3) tarado e devidamente identificado,
pesando cada frasco ap6s a operagdo. Esfriar os frascos em
banho de gelo seco e acetona e, em seguida, evaporar o
solvente sob pressdo reduzida. Aumentar gradativamente
a temperatura de evaporagdo, tomando a precaugdo de
ndo exceder o limite compativel com a estabilidade da
amostra e dessecar o residuo até peso constante. Calcular
a composi¢do da solucdo em cada frasco, em mg/g, pela

formula 1000 (P, -P))/(P, -P,), em que P, corresponde a
massa do frasco contendo o residuo da evaporagdo; P ¢ a
massa do frasco de solubilidade vazio (tara) e P, ¢ a massa
do frasco contendo a solugdo.

Tracar diagrama de fases com base nos valores obtidos e
determinar a pureza porcentual da amostra em fungdo da
inclinacao do segmento de reta.

APLICACAO DA ANALISE DE SOLUBILIDADE POR
FASES NA PURIFICACAO DE SUBSTANCIAS

Enquanto as solugdes obtidas no processo analitico descrito
contém essencialmente todas as impurezas presentes na
amostra em propor¢do aumentada em relagdo a amostra
original, prestando-se - apds evaporacdo do solvente — a
determinacdo qualitativa das impurezas, a fase ¢ adequada,
pela elevada pureza, ao preparo de padrdes de referéncia
para outros ensaios analiticos.

Procedimento

Pesar quantidade apropriada de amostra e suspendé-la em
solvente adequado de modo a - alcangado o equilibrio -
dissolver somente 10% do material. Fechar o frasco e
aguardar estabelecimento do equilibrio & temperatura
ambiente (em geral, 24 horas sdo suficientes). Em seguida,
recolher a solugdo sobrenadante limpida e evaporar, a
temperatura ambiente ou proxima desta, até secura. Pelo
fato de a solugdo conter as impurezas da amostra original,
obtém-se, por este procedimento, material em que a
propor¢ao de impurezas encontra-se aumentada, sendo a
rela¢do de enriquecimento aproximadamente igual a razéo
da massa da amostra pela massa de sé6lidos dissolvidos no
volume de solvente empregado. Purificar o residuo nao
dissolvido por lavagem e secagem (padrio de referéncia).

5.2.22 ELETROFORESE

PRINCIPIOS GERAIS

Por ag¢do de um campo elétrico, as particulas carregadas
dissolvidas ou dispersas numa solugdo eletrolitica migram
emdirecdo ao eletrodo de polaridade oposta. Na eletroforese
em gel, o deslocamento das particulas é retardado pelas
interacdes com o gel da matriz que constitui o meio de
migracdo e comporta-se como um tamis molecular.

As interagdes de oposicao da forga elétrica e da tamizagao
molecular resultam na taxa de diferencial de migragao
de acordo com o tamanho, forma e carga de particulas.
Devido as suas propriedades fisico-quimicas diferentes,
as diversas moléculas contidas numa mistura migrardo
a velocidades diferentes durante a eletroforese, ficando
assim separadas em fragdes bem definidas. As separagdes
eletroforéticas podem ser conduzidas em sistemas sem fase
de suporte (por exemplo, separa¢do em solugdo livre na
eletroforese capilar), e ou em meios estabilizados como
placas de camada fina, filmes ou géis.




130

Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢do

ELETROFORESE DE FRONTEIRA, OU DIVISAO, OU
LIMITE LIVRE, OU EM MOVIMENTO

Esse método ¢ principalmente utilizado na determinagao
de mobilidades, sendo as caracteristicas experimentais
diretamente mensurdveis e reprodutiveis. Aplica-
se, sobretudo, a substidncias de massa moleculares
relativamente elevadas, pouco difusiveis. As divisdes sdo,
inicialmente, demarcadas por um processo fisico como a
refratometria ou a condutimetria. Apds a aplicacdo de um
campo elétrico definido, durante um tempo determinado,
obtém-se novas divisdes e suas respectivas posi¢cdes sao
observadas. As condicdes operacionais possibilitam a
determinagdo das divisdes e dos constituintes.

ELETROFORESE EM SUPORTE, OU ELETROFORESE
DE ZONA

Esse método € usado apenas para amostras reduzidas. A
natureza do suporte, como papel, gel de agarose, acetato
de celulose, amido, agarose, metacrilamida ou gel misto,
introduz um nimero de fatores adicionais que modificam
a mobilidade:

a) devido a sinuosidade da canalizagdo do suporte, a
distancia aparentemente percorrida que é menor que a
distancia real;

b) certos suportes ndo sdo eletricamente neutros e, como o
meio constitui uma fase estaciondria, pode algumas vezes
originar uma consideravel corrente eletro-endosmotica
importante;

¢) o aquecimento devido ao efeito de Joule pode produzir
certa evaporacdao do liquido do suporte, o que conduz,
por capilaridade, a um deslocamento da solugdo das
extremidades para o centro; assim, a forca i0nica tende a
aumentar progressivamente.

A velocidade de migragdo depende de quatro fatores
principais: mobilidade da particula, corrente de eletro-
endosmotica, corrente de evaporagdo e intensidade
do campo. Por essas razdes ¢ necessario proceder em
condigdes experimentais bem determinadas e utilizar, se
possivel, padrdes de referéncia.

Aparelhagem
Um aparelho de eletroforese consta de:

— um gerador de corrente continua de tensdo controlavel e
de preferéncia estabilizada;

—uma cuba de eletroforese. Geralmente retangular, de vidro
ou de material plastico rigido, com dois compartimentos
separados, anodico e catddico, que contém a solucdo
tampao condutora. Em cada compartimento mergulha um
eletrodo, de platina ou de grafite, esses sdo conectados
por meio de um circuito devidamente isolado da fonte
de alimentagdo do terminal correspondente para formar,
respectivamente, o anodo e catodo, ligados por um circuito
convenientemente isolado ao borne correspondente do
gerador. O nivel do liquido nos dois compartimentos ¢ igual
para evitar o efeito de sifonagem. A cuba de eletroforese

deve ser equipada com uma tampa hermética, permitindo
manter no seu interior uma atmosfera saturada de unidade
e atenuar assim, a evaporagdo do solvente durante a
migracdo. Utiliza-se um dispositivo de seguranga que corte
a corrente, quando se retira a tampa da cuba. Se a medida
de corrente elétrica exceder a 10 W ¢ preferivel resfriar o
suporte;

— um dispositivo de suporte:

Eletroforese em tiras. Na eletroforese as tiras no suporte, sao
previamente impregnadas com a mesma solucdo condutora
e cada extremidade mergulhada no compartimento do
eletrodo. As tiras ficam bem estendidas, fixadas sobre
um suporte apropriado para evitar a difusdo da solucdo
condutora como, por exemplo, uma moldura horizontal,
um suporte em V invertido, ou uma superficie uniforme,
com pontos de contato em intervalos adequados.

Eletroforese em gel. Na eletroforese em gel, o dispositivo
consiste numa placa de vidro, como, por exemplo, uma
simples lamina de microscopio, na qual se deposita uma
camada de gel aderente e de espessura uniforme em toda
a superficie da lamina. O contato entre o gel e a solugdo
condutora varia em fungdo do tipo do aparelho utilizado.
Evita-se qualquer condensag@o de umidade ou secagem da
camada solida;

—um dispositivo de medi¢do ou meios de detecgao.

Procedimento. Colocar a solu¢do de eletrdlito nos
compartimentos dos eletrodos. Colocar o suporte,
convenientemente embebido com a solucdo do eletrdlito
na cuba, de acordo com o tipo de aparelho utilizado. Tragar
a linha de partida e aplicar a amostra de ensaio. Deixar
passar a corrente durante o tempo indicado; em seguida
desligar a corrente, retirar o suporte da cuba, secar e revelar.

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM
TUBO CILINDRICO

Na eletroforese em gel de poliacrilamida, cilindrico (em
tubo) a fase estacionaria ¢ constituida por um gel preparado
a partir de acrilamida ¢ de N,N’-metilenobisacrilamida. Os
géis sdo preparados em tubos, geralmente com 7,5 cm de
comprimento e 0,5 cm de diametro interno (gel cilindrico);
uma Gnica amostra ¢ aplicada em cada tubo.

Aparelhagem. O aparelho é constituido de dois reservatorios
destinados a receber as solugdes tampao e construidos
com um material apropriado, tal como o polimetacrilato
de metila. Estdo dispostos, verticalmente, um acima do
outro, e sdo munidos, cada um, de um eletrodo de platina.
Esses dois eletrodos sdo ligados a uma fonte de corrente
possibilitando operar com intensidade e tensdo constantes.
Para géis cilindricos, o aparelho tem na base superior do
reservatorio um niimero de juntas de elastdmero situadas a
igual distancia do eletrodo.

Procedimento. De um modo geral, recomenda-se
desgaseificar as solug¢des antes da polimerizagéo e utilizar
o gel imediatamente apds a sua preparagdo. Preparar
o gel segundo as indicagdes da monografia. Colocar a
mistura de gel nos tubos de vidro apropriados, fechados
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na extremidade inferior com uma rolha, até uma altura
igual em todos eles, a distancia de cerca de 1 cm do bordo
superior do tubo. Evitar a introdugdo de bolhas de ar nos
tubos. Cubra a mistura com uma camada de agua a fim de
impedir o contato com o ar e deixar de repouso. A formagao
do gel requer, geralmente, cerca de 30 minutos e esta
completa quando aparece uma delimitag@o nitida entre o
gel e a camada aquosa. Eliminar a camada aquosa. Encher
o reservatorio inferior com a solug@o tampao, prescrita e
remover as rolhas dos tubos. Encaixar os tubos nas juntas
do reservatorio superior de modo que a sua parte inferior
mergulhe na solugdo tampao do reservatério inferior e
ajuste de forma que o fundo dos tubos esteja imersos na
solugdo tampdo do reservatorio inferior. Delicadamente
encher os tubos na solug@o do reservatorio inferior. Preparar
as solugodes problema e padrao contendo o corante indicado
prescrito. Encher, cuidadosamente, os tubos com a solugéo
tampdo indicada. Aplicar as solugdes, cuja densidade
foi aumentada, por adi¢do de sacarose, por exemplo, a
superficie do gel, utilizando um tubo diferente para cada
solugdo. Colocar a mesma solugdo tamp@o no reservatdrio
superior. Ligar os eletrodos a fonte de corrente e proceder
a eletroforese, utilizando a corrente de intensidade ou de
tensdo constante ¢ & temperatura prescrita na monografia.
Interrompa a corrente quando o indicador corado atingir
o reservatorio inferior. Retirar, imediatamente, os tubos e
proceder a extrus@o do gel. Localizar a posi¢ao das bandas
nos eletroforetogramas segundo o procedimento indicado.

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA
COM DODECILSULFATO DE SODIO (DSS-EGPA)

Campo de aplicagdo. A eletroforese em gel de
poliacrilamida ¢ utilizada para a caracterizagdo qualitativa
das proteinas contidas em preparagdes bioldgicas, para
controles de pureza e determinagdes quantitativas.

Finalidade. A anlise por eletroforese em gel é um processo
adaptado a identificacdo e ao controle da homogeneidade
das proteinas contidas em preparacdes farmacéuticas. E
utilizada como rotina para avaliar a massa molecular das
subunidades protéicas e determinar as subunidades que
compdem as proteinas purificadas. No mercado existe uma
grande variedade de géis e reagentes prontos para serem
utilizados em vez dos que se descrevem a seguir, desde que
os resultados obtidos sejam equivalentes e que possam ser
satisfeitas as condi¢des de validade descritas em Validagdo
do ensaio.

Caracteristicas dos géis de poliacrilamida

As propriedades de tamis dos géis de poliacrilamida
estdo relacionadas com a sua estrutura particular que é a
de uma rede tridimensional de fibras e poros resultantes
da formagdo de ligagdes cruzadas entre a bisacrilamida
bifuncional e as cadeias adjacentes de poliacrilamida. A
polimerizagdo ¢ catalisada por um gerador de radicais livres
composto de persulfato de amoénia (PSA) e N,N,N’ N’-
tetrametiletilenodiamina (TEMED). O tamanho real dos
poros de um gel ¢ tanto menor quanto mais elevada for a
sua concentragdo em acrilamida. Como a concentra¢do de
acrilamida do gel aumenta, a sua porosidade efetiva diminui.

A porosidade real de um gel ¢ definida de modo operacional
pelas suas propriedades de tamis molecular, isso ¢, a
resisténcia que ele opde a migragdo das macromoléculas.
Existem limites para as concentragdes de acrilamida que
podem ser utilizadas. Em concentragdes muito elevadas
os géis desfazem-se mais facilmente e tornam-se dificeis
de manipular. Quando o tamanho dos poros de um gel
diminui, a velocidade de migra¢ao de uma proteina nesse
gel diminui, também. Ajustando a porosidade de um
gel, alterando a concentracdo em acrilamida, € possivel
otimizar a resolu¢do do método para um determinado
produto proteico. Desse modo, as caracteristicas fisicas de
um gel dependem, portanto, do seu teor em acrilamida e
em bisacrilamida. Além da composi¢do do gel, o estado
da proteina constitui outro fator importante para a sua
mobilidade eletroforética.

No caso das proteinas, a mobilidade eletroforética depende
do pK dos grupos com carga elétrica e do tamanho da
molécula. E igualmente afetada pela natureza, concentragio
e pH do tampdo, pela temperatura, intensidade do campo
elétrico e pela natureza do suporte.

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM
CONDICOES DESNATURANTES

O método descrito a titulo de exemplo ¢ aplicavel a
analise dos polipeptideos mondmeros de massa molecular
compreendida entre 14 000 e 100 000 daltons. E possivel
ampliar esse intervalo por diferentes técnicas (por exemplo,
pelos empregos de géis em gradiente ou de sistemas
tampdo especiais), mas tais técnicas ndo fazem parte
deste texto. A eletroforese em gel de poliacrilamida em
condi¢des desnaturantes usando o dodecilsulfato de s6dio
(DSS-EGPA) ¢ a técnica de eletroforese mais utilizada para
avaliar a qualidade farmacéutica dos produtos proteicos e ¢
sobretudo o foco deste texto. De modo geral, a eletroforese
analitica das proteinas ¢ realizada em gel de poliacrilamida
em condi¢des que favorecem a dissociacao das proteinas nas
suas subunidades polipeptidicas e que limitam o fendmeno
de agregacdo. Utiliza-se frequentemente esse efeito do
dodecilsulfato de sddio (DSS) um detergente fortemente
anidnico, para dissociar as proteinas antes da sua aplicagdo
no gel, em combinagcdo com o calor. Os polipeptideos
desnaturados ligam-se ao DSS, adquirem cargas negativas
e caracteriza-se por uma relagdo carga/massa constante
qualquer que seja o tipo de proteina considerada. Sendo
a quantidade de DSS ligada quase sempre proporcional a
massa molecular do polipeptideo e independente da sua
sequéncia, os complexos DSS-polipeptideo migram nos
géis de poliacrilamida com mobilidades que sdo funcdo do
tamanho do polipeptideo.

A mobilidade eletroforética dos complexos detergente-
polipeptideos resultantes apresenta sempre a mesma
rela¢do funcional com a massa molecular. A migragéo dos
complexos DSS ¢, como seria de se prever, em diregdo ao
anodo a velocidade mais elevada para os complexos de
baixa massa molecular do que para os de alta. E, assim,
possivel determinar a massa molecular de uma proteina a
partir da sua mobilidade relativa, apés comparagdo com
solugdes padrdo de valor de massa molecular conhecida
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e a observagdo de uma banda Unica constitui um critério
de pureza. Todavia, as modificagdes eventuais na
constitui¢do do polipeptideo, por exemplo, uma N- ou
uma O-glicosilagdo, t€ém um impacto significante ndo
negligenciavel sobre a massa molecular aparente de uma
proteina, ndo se liga a uma molécula de carboidratos
de forma semelhante a um polipeptideo. Com efeito, o
DSS ndo se liga da mesma maneira aos agrupamentos
glicidicos ou aos agrupamentos peptidicos, de modo que a
constancia da relagdo carga/massa deixa de ser verificada.
A massa molecular aparente das proteinas que sofreram
modificagdes pods-translacionais ndo reflete realmente a
massa da cadeia polipeptidica.

Condig¢ées redutoras

A associagdo das subunidades polipeptidicas ¢ a estrutura
tridimensional das proteinas baseiam-se, muitas vezes,
na existéncia de pontes dissulfeto. Um dos objetivos a
atingir na analise DSS- EGPA em condigdes redutoras ¢
romper essa estrutura por reducdo das pontes dissulfeto.
A desnaturacdo e a dissociagdo completas das proteinas
por tratamento com 2-mercaptoetanol ou com ditiotreitol
(DTT) provocam um desdobramento da cadeia
polipeptidica seguida de uma complexacdo com o DSS.
Nessas condigdes, a massa molecular das subunidades
polipeptidicas pode ser calculada por regressdo linear com
a ajuda de padrdes de massa molecular apropriada.

Condig¢oes ndo redutoras

Para certas analises, a dissociagdo completa da proteina
em subunidades peptidicas ndo ¢ desejavel. Na
auséncia de tratamento pelos agentes redutores, como
0 2-mercaptoetanol ou o DTT, as pontes dissulfeto
covalentes permanecem intactas e a conformagdo
oligomérica da proteina ¢ preservada. Os complexos DSS-
oligbmero migram mais lentamente que as subunidades
DSS-peptidicas. Além disso, as proteinas nio reduzidas
podem ndo ser, totalmente, saturadas em DSS e, por
consequéncia, nao se ligam ao detergente numa relacio de
massa constante. Essa circunstancia torna a determinacao
da massa molecular dessas moléculas pelo DSS- EGPA
mais dificil que a analise de polipeptideos totalmente
desnaturados, pois, para que a comparagdo seja possivel
¢ necessario que os padrdes e as proteinas desconhecidas
tenham configuragdes semelhantes. Entretanto, a obtengao
no gel de uma unica banda corada permanece como critério
de pureza.

CARACTERISTICAS DA ELETROFORESE DE GEL
EM SISTEMA TAMPAO DESCONTINUO

O método eletroforético mais divulgado para a
caracterizagdo das misturas complexas de proteinas
fundamenta-se no emprego de um sistema tampao
descontinuo que inclui dois géis continuos, mas distintos:
um gel (inferior) de separagdo ou de resolugdo e um
gel (superior) de concentragdo. Esses dois géis sdo de
porosidade, pH e forca idnica diferentes. Alem disso, os
diferentes ions méveis sdo usados nos géis e nos tampdes

do eletrodo. A descontinuidade do sistema tampao conduz
a uma concentracdo de grande volume das amostras no gel
de concentragdo e, portanto, a uma melhoria da resolugéo.
Quando o campo elétrico é aplicado, um gradiente de
tensdo negativo instaura-se através da solug@o da amostra
e arrasta as proteinas do gel de concentragdo para o gel
de empilhamento. Os ions glicinato contidos no tampao
do eletrodo seguem as proteinas no gel de empilhamento.
Forma-se, rapidamente, uma zona de divisdo moével cuja
frente € constituida pelos ions cloreto de alta mobilidade e a
parte de tras pelos ions glicinato mais lentos. Um gradiente
de alta tensdo localizado instaura-se entre as frentes iGnicas
da cabega e da cauda e leva os complexos DSS-proteina
a concentrarem-se numa banda muito estreita que migra
entre as fragdes cloreto e glicinato.

Em larga escala, independentemente do volume da amostra
aplicado, o conjunto dos complexos DSS-proteina sofre
um efeito de condensagdo e penetra no gel de separagdo
na forma de uma banda estreita, bem definida, de alta
densidade proteica. O gel de empilhamento, de poros
largos, ndo retarda, geralmente, a migrag@o das proteinas,
mas desempenha, principalmente, o papel de meio
anticonvequitivo. Na interface dos géis de empilhamento
e de separacdo, as proteinas sdo confrontadas com um
brusco aumento do efeito de retardamento devido ao
pequeno didmetro dos poros do gel de separacdo. Quando
penetram no gel de separacdo, esse retardamento prossegue
devido ao efeito de tamis molecular exercido pela matriz.
Os ions glicinato ultrapassam as proteinas cuja migragio
prossegue, entdo, num meio de pH uniforme constituido
pela solugdo tampao de trometamina (TRIS) e pela glicina.
O efeito de tamis molecular conduz a uma separag¢do dos
complexos DSS-polipeptideo com base na sua respectiva
massa molecular.

PREPARACAO DE GEIS DE POLIACRILAMIDA DSS
VERTICAIS DE TAMPAO DESCONTINUO

Montagem do molde

Com um detergente suave, limpar as duas placas de
vidro (por exemplo de tamanho 10 cm x 8 cm), o pente
de politetrafluoroetileno, os dois espacadores e o tubo de
borracha de silicone (por exemplo, didmetro de 0,6 mm x
350 mm), e enxaguar, abundantemente, com agua. Secar
todos os elementos com papel toalha ou tecido. Lubrificar
os espacadores e o tubo com lubrificante que ndo seja a base
de silicone. Colocar os espacadores a 2 mm da borda ao
longo dos dois lados curtos e de um dos lados compridos da
placa de vidro. Esse ultimo correspondera ao fundo do gel.
Comecar a instalar o tubo sobre a placa de vidro utilizando
um dos espacadores como guia. Atingida a extremidade
do espagador, dobrar o tubo com precaugdo para fazé-lo
seguir o lado longo da placa de vidro. Mantenha o tubo
no seu lugar com um dos dedos, dobre-o de novo para
fazé-lo seguir o segundo lado curto da placa, utilizar o
espagador como guia. Colocar a segunda placa no lugar,
alinhando-a, perfeitamente, sobre a primeira, ¢ mantenha o
conjunto por pressdo manual. Colocar duas pingas em cada
um dos lados curtos do molde e depois, com precaugao,
quatro outras pingas no lado longo que constituird a base
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do molde. Verificar se o tubo segue a borda das placas e
ndo se deslocou apds a colocagdo das pingas. O molde esta
pronto e o gel pode ser colocado nele.

Preparagdo dos géis

Para os géis do sistema tampao descontinuo, recomenda-se
colocar primeiro o gel de separagdo e deixa-lo polimerizar
antes de colocar o gel de concentrag¢do, porque o teor em
acrilamida-bisacrilamida nos dois géis, no tampao e do pH
¢ diferente.

Preparacgdo do gel de separagdo. Num erlenmayer preparar
o volume apropriado de uma solu¢do de acrilamida de
concentragdo desejada, usando os valores indicados na
Tabela 1. Misturar os componentes pela ordem indicada.
Antes de adicionar a solugdo de persulfato de amoénia
e a de tetrametiletilenodiamina (TEMED), filtrar, se
necessario, por suc¢ao usando uma membrana de acetato
de celulose (diametro dos poros; 0,45 pm); mantenha sob
suc¢do agitando a unidade de filtragdo até ndo mais formar
bolhas na solucdo. Adicionar as quantidades apropriadas
de solucdo de PSA e de TEMED (Tabela 1), agitar e
introduzir, imediatamente, no espaco que separa as duas
placas de vidro do molde. Deixar uma altura livre suficiente
para o gel de concentragdo (altura de um dente do pente
mais 1 cm). Usando uma pipeta de vidro afilada, recubra,
com precaucao, a solugdo com alcool isobutilico saturado

de 4gua. Deixar polimerizar o gel em posigdo vertical, a
temperatura ambiente.

Preparacio do gel de empilhamento. Quando a
polimerizacdo terminar (cerca de 30 minutos), esgotar o
alcool isobutilico e lavar varias vezes a superficie do gel
com agua para eliminar completamente o alcool isobutilico
e, se necessario, a acrilamida ndo polimerizada. Deixar o
minimo de liquido na superficie do gel e, eventualmente,
absorva a agua residual com a ponta de uma toalha de
papel. Num erlenmyer, preparar um volume apropriado
de uma solucdo de acrilamida de concentracdo desejada
usando os valores registrados na Tabela 2. Misturar os
componentes pela ordem indicada.

Antes de juntar a solucdo de PSA e de TEMED, filtrar
se necessario, por sucgdo por uma membrana de acetato
de celulose (diametro dos poros: 0,45 p); mantenha
sob succdo agitando a unidade de filtragdo até ndo mais
formar bolhas na solugdo. Adicionar as quantidades
apropriadas de solugdes de persulfato de amoénia e de
TEMED (Tabela 2), agitar e adicionar, imediatamente,
sobre o gel de separagdo. Colocar, imediatamente, no
lugar um pente de politetrafluoroetileno limpo na solugao
do gel de concentracdo, tomando a precaugdo de evitar a
formagao de bolhas de ar. Adicionar solugdo para o gel de
concentragdo de modo a encher totalmente os intersticios
do pente. Deixar polimerizar o gel em posicdo vertical, a
temperatura ambiente.
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Tabela 1 - Preparacio do Gel de Resolugio.

Volume dos componentes em mL por volume do molde do gel de:
Componentes da solugdo

SmL | 10mL | 15mL | 20mL | 25mL | 30 mL | 40 mL | 50 mL

6% de Acrilamida

Agua 2,6 53 7,9 10,6 13,2 15,9 21,2 16,5
Solu¢do de acrilamida® 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 8,0 10,0
Tris 1,5 M pH 8,8@ 1,3 2,5 3,8 5,0 6,3 7,5 10,0 12,5
(DSS) 100 g/L de Dodecil Sulfato de Sédio® 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
(PSA) 100 g/L de Persulfato de Aménia® 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
(TEMED) Tetrametiletilenodiamina® 0,004 0,008 0,012 0,016 0,02 0,024 0,032 0,04
8% de Acrilamida

Agua 2.3 4,6 6,9 93 11,5 13,9 185 232
Soluc¢do de acrilamida® 1,3 2,7 4,0 53 6,7 8,0 10,7 13,3
Tris 1,5 M pH 8,8® 1,3 2,5 3.8 5,0 6,3 75 10,0 12,5
(DSS) 100 g/L de Dodecil Sulfato de S6dio® 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
(PSA) 100 g/L de Persulfato de Amonia® 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
(TEMED) Tetrametiletilenodiamina® 0,003 0,006 0,009 0,002 0,005 0,008 0,024 0,03
10% de Acrilamida

Agua 1,9 4,0 5,9 7,9 9,9 11,9 15,9 19,8
Solug¢do de acrilamida® 1,7 33 5,0 6,7 8,3 10,0 13,3 16,7
Tris 1,5 M pH 8,8 @ 1,3 2,5 3,8 5,0 6,3 7,5 10,0 12,5
(DSS) 100 g/L de Dodecil Sulfato de S6dio® 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
(PSA) 100 g/L de Persulfato de Amoénia® 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
(TEMED) Tetrametiletilenodiamina® 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,002 0,016 0,02
12% de Acrilamida

Agua 1,6 33 4,9 6,6 8,2 9,9 13,2 16,5
Solugdo de acrilamida® 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0 16,0 20,0
Tris 1,5 M pH 8,8 @ 1,3 2,5 3,8 5,0 6,3 7,5 10,0 12,5
(DSS) 100 g/L de Dodecil Sulfato de Sodioc® 0,05 0,1 0,15 02 025 03 0,4 0,5
(PSA) 100 g/L de Persulfato de Aménia® 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
(TEMED) Tetrametiletilenodiamina® 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,016 0,02
14% de Acrilamida

Agua 1,4 2,7 3,9 53 6,6 8,0 10,6 13,8
Solugio de acrilamida® 2,3 4,6 7,0 9,3 11,6 13,9 18,6 23,2
Tris 1,5 M pH 8,8 @ 1,2 2,5 3,6 5,0 6,3 7,5 10,0 12,5
(DSS) 100 g/L de Dodecil Sulfato de Sodioc® 0,05 0,1 0,15 02 025 03 0,4 0,5
(PSA) 100 g/L de Persulfato de Aménia® 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
(TEMED) Tetrametiletilenodiamina® 0,002 0,004 0006 0008 001 0012 0016 0,02
15% de Acrilamida

Agua 1,1 2,3 3,4 4,6 5,7 6,9 9,2 11,5
Solu¢do de acrilamida® 2,5 5,0 7,5 10,0 12,5 15,0 20,0 25,0
Tris 1,5 M pH 8,8@ 1,3 2,5 3,8 5,0 6,3 7,5 10,0 12,5
(DSS) 100 g/L de Dodecil Sulfato de Sédio® 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
(PSA) 100 g/L de Persulfato de Amoénia® 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,4 0,5
(TEMED) Tetrametiletilenodiamina® 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,016 0,02

(1) Solugéo de acrilamida: acrilamida/bisacrilamida (29:1) a 30% (p/v) SR
(2) Tris 1,5 M pH 8,8: tampao de triscloridrato 1,5 M pH 8,8.
(3) DSS 100 g/L: solugdo de dodecilsulfato de sodio a 10% (p/v).

(4) PSA 100 g/L: solugdo de persulfato de amoénio a 10% (p/v). O persulfato de amonio fornece os radicais livres que induzem a polimerizagdo da
acrilamida e da bisacrilamida. A solug@o de persulfato de amonia decompde-se, lentamente, e ¢ renovada toda a semana.

(5) TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina.
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Tabela 2 - Preparacio do gel de empilhamento.

Volume dos componentes em mL por volume do molde do gel de:

Componentes da solugdo
ImL | 2mL | 3mL | 4mL | 5SmL | 6 mL | 8mL | 10 mL

Agua 0,68 1,4 2,1 2,7 3,4 4,1 5,5 6,8
Solugio de acrilamida® 0,17 0,33 0,5 0,67 0,83 1,0 1,3 1,7
Tris M pH 6,8® 0,13 0,25 0,38 0,5 0,63 0,75 1,0 1,25
(DSS) 100 g/L de Dodecil Sulfato de S6dio® 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,08 0,1
(PSA) 100 g/L de Persulfato de Aménia® 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,08 0,1
(TEMED) Tetrametiletilenodiamina® 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,008 0,01

(1) Solugéo de acrilamida: acrilamida/bisacrilamida (29:1) a 30% (p/v) SR

(2) Tris M pH 6,8: tampao de triscloridrato M de pH 6,8.
(3) DSS 100 g/L: solugdo de dodecilsulfato de sodio a 10% (p/v).

(4) PSA 100 g/L: solugdo de persulfato de amonia a 10% (p/v). O persulfato de amonia fornece os radicais livres que induzem a polimerizagdo da
acrilamida e da bisacrilamida. A soluc@o de persulfato de amonia decompde-se, lentamente, e ¢ renovada toda a semana.

(5) TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina.

Montagem do gel no aparelho de eletroforese e separagdo
eletroforética

Quando a polimerizacdo terminar (cerca de 30
minutos), retirar o pente com precaugdo. Lavar os pocos
imediatamente com agua ou tampao de eletroforese DSS-
EGPA para eliminar a acrilamida eventualmente ndo
polimerizada. Se necessario, endireitar os dentes do gel
de empilhamento, com uma agulha hipodérmica, de ponta
partida, anexada a uma seringa, de um dos lados curtos da
placa, retirar com precaugdo o tubo e recolocar as pingas.
Proceda do mesmo modo do outro lado curto e depois na
base do molde.

Introduzir o gel no aparelho de eletroforese. Introduzir
os tampdes de eletroforese nos reservatorios superior e
inferior. Eliminar as bolhas, eventualmente aprisionadas,
na base do gel entre as placas de vidro. E recomendavel
empregar para esse fim uma agulha hipodérmica dobrada
fixada numa seringa. Nunca estabeleca tensdo elétrica no
gel sem as amostras porque pode destruir a descontinuidade
do sistema tampao. Antes de depositar a amostra, lave
ou preencha os pogos com precaugdo com tampdo de
eletroforese DSS-EGPA. Preparar as solu¢des problema
e padrdo utilizando o tampdo para amostra recomendada
e tratar como se especifica na monografia da substancia a
ser analisada. Aplicar nos pocos do gel de concentragdo
o volume apropriado das diferentes solugdes. Proceda a
eletroforese nas condigdes recomendadas pelo fabricante
do aparelho. Certos fabricantes de aparelhos para DSS-
EGPA fornecem géis de diversas superficies ¢ espessuras.
Para obter uma separagdo 6tima, pode ser necessario fazer
variar a duracdo da eletroforese e os parametros elétricos
como indicado pelo fabricante. Verificar que a frente de
coloragdo se desloca no gel de separagio, cla atinge a base
do gel, parar a eletroforese. Retirar o molde do aparelho
e separar as duas placas de vidro. Retirar os espagadores,
separar e rejeitar o gel de empilhamento e proceder,
imediatamente, a coloragdo.

DETECCAO DAS PROTEINAS NOS GEIS

A coloragdo com azul de Coomassie ¢ o método mais
correntemente utilizado para as proteinas, com um nivel de
deteccdo da ordem de 1 pg a 10 pg de proteina por banda.
A colorag@o com nitrato de prata ¢ o método mais sensivel
para a visualizagdo das proteinas em géis; possibilita a
deteccdo de bandas com 10 ng a 100 ng de proteina. Todas
as etapas da coloracdo dos géis sao realizadas a temperatura
ambiente; com agitagdo moderada e com movimento
orbital num equipamento apropriado. E necessario o uso
de luvas para evitar depositar no gel impressdes digitais
que também ficariam coradas.

Coloragdo com azul de Coomassie. Mergulhar o gel
durante, pelo menos, uma hora num grande excesso de
azul de Coomassie SR. Eliminar a solugdo de coloragdo.
Mergulhar o gel num grande excesso de solucdo de
descoloragdo (consiste em uma mistura de 1 volume de
acido acético glacial e 4 volumes de metanol e 5 volumes
de agua). Renovar varias vezes a solugdo de descoloragao
até que as bandas protéicas aparegam, nitidamente, sobre
fundo claro. Quanto mais forte for a descoloragao do gel,
tanto menor quantidades de proteinas sdo detectaveis
por esse método. E possivel acelerar a descoloragio
incorporando na solugdo de descoloracdo alguns gramas
de resina de troca i6nica ou uma esponja.

Nota : as solugdes acido-alcoolicas utilizadas nesse método
ndo fixam totalmente as proteinas do gel. Pode, portanto,
haver perda de certas proteinas de massa molecular baixa
durante as operagdes de coloracdo e descoloragdo dos
géis finos. Pode ser conseguida uma fixagdo permanente
colocando o gel durante 1 hora numa mistura de 1 volume
de acido tricloroacético, 4 volumes de metanol e 5 volumes
de 4gua, antes de se mergulhar na azul de Coomassie SR.

Coloragdo com nitrato de prata. Mergulhar o gel durante 1
hora num grande volume de solugdo de fixagdo (consiste em
adicionar 0,27 mL de formaldeido em 250 mL de metanol e
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diluir para 500 mL com agua). Eliminar e renovar a solugao
de fixac@o e deixar incubar durante, pelos menos, 1 hora, ou
durante toda a noite, se assim for mais pratico. Eliminar a
solugdo de fixacdo e colocar o gel num volume em excesso
de agua durante 1 hora e, em seguida, mergulhar durante
15 minutos em solugdo de glutaraldeido a 1% (v/v). Lavar
o gel colocando-o por duas vezes num volume excessivo
de agua durante 15 minutos e, em seguida, mergulha-lo
durante 15 minutos, ao abrigo da luz, em nitrato de prata
SR1 recentemente preparado. Lavar o gel colocando-o
por trés vezes num volume excessivo de agua durante 15
minutos e, em seguida, mergulha-lo durante cerca de 1
minuto em solug@o de desenvolvimento (consiste em diluir
2,5 mL de acido citrico monoidratado a 2% (p/v) ¢ 0,27
mL de formaldeido em agua a 500 mL) até obter coloragéo
satisfatoria. Suspenda o desenvolvimento por imersao
durante 15 minutos em solug¢do de acido acético a 10%
(v/v). Lavar com agua.

Secagem dos géis de poliacrilamida DSS corados

O tratamento dos géis ¢ ligeiramente diferente conforme
o método de coloragdo utilizado. No caso da coloragdo
com Coomassie, a ctapa de descoloragdo ¢ seguida de
uma imersdo do gel em solugdo de glicerol a 10% (p/v)
durante, pelo menos, 2 horas (ou uma noite). No caso
da coloracdo com prata, a lavagem final ¢ seguida de
uma imersdao em solugdo de glicerol a 2% (p/v) durante
5 minutos. Mergulhar duas folhas de celulose porosa em
agua durante 5 a 10 minutos. Colocar uma das folhas numa
moldura de secagem. Levantar, delicadamente, o gel ¢
deposita-lo sobre a folha de celulose. Eliminar bolhas que,
eventualmente, tenham ficado aprisionadas e adicionar
alguns mililitros de agua ao longo das bordas do gel. Cobrir
com a segunda folha e eliminar eventuais bolhas de ar
aprisionadas. Terminar o conjunto do quadro de secagem.
Colocar na estufa ou deixar secar a temperatura ambiente.

DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR

A massa molecular das proteinas ¢ determinada por
comparag¢do da sua mobilidade com a mobilidade de varios
marcadores proteicos de peso molecular conhecidos.
Existem, para a padronizagdo dos géis, misturas de
proteinas de massa molecular exatamente conhecida
que possibilitam obter uma coloracdo uniforme. Tais
misturas estdo disponiveis para diferentes faixas de massa
molecular. As solu¢des mae concentradas das proteinas
de massa molecular conhecida sdo diluidas em tampao
para amostragem apropriada e depositadas no mesmo gel
que a amostra proteica a examinar. Imediatamente apds
a eletroforese, determinar a posicdo exata do corante de
marcacdo (azul de bromofenol) para identificar a frente de
migracdo dos ions. Para esse efeito, pode cortar-se uma
pequena por¢do da borda do gel, ou mergulhar no interior
do gel, no nivel da frente de migracdo do corante, uma
agulha molhada em tinta da China. Apds a coloragdo do
gel, determinar a distdncia de migracdo de cada banda
protéica (marcadores e bandas desconhecidas) a partir
do bordo superior do gel de separacdo e dividir cada uma
dessas distancias de migracdo pela distancia percorrida pelo
corante de marcacdo. As distdncias de migragdo, assim,

obtidas sdo chamadas mobilidades relativas das proteinas
(em referéncia a frente de coloragdo) e, convencionalmente,
representadas por Rf Construir um gréafico usando os
logaritmos da massa molecular relativa (Mr) dos padrdes
proteicos em fung@o dos Rf correspondentes. Os graficos
obtidos sdo ligeiramente sigmoides. O calculo das massas
moleculares desconhecidas pode ser calculado por
regressdo linear, ou por interpolagdo a partir da curva de
variagdo de log (Mr) em funcdo do Rf desde que os valores
obtidos para as amostras desconhecidas se situem na parte
linear do grafico.

Validagdo do ensaio

O ensaio s6 sera valido se as proteinas utilizadas como
marcadores de massa molecular distribuirem-se em 80%
do comprimento do gel ¢ se, no intervalo de separagdo
desejada (por exemplo, o intervalo que cubra o produto e o
seu dimero, ou o produto ¢ as suas impurezas aparentadas)
existir para as bandas proteicas em causa uma relagdo
linear entre o logaritmo da massa molecular e o valor
do Rf. Exigéncias de validacdo suplementares dizendo
respeito a preparacdo da amostra podem ser especificadas
nas monografias em particular.

DETERMINACAO QUANTITATIVA DAS IMPUREZAS

Quando for especificado numa monografia em particular
um teor em impurezas, ¢ conveniente preparar uma
solucdo padrdo correspondente a esse teor diluindo a
solugdo problema. Se, por exemplo, este limite for de 5%, a
solucdo padrao ¢ uma diluicdo a 1:20 da solucao problema.
O eletroforetograma obtido com a solu¢do problema nio
apresenta nenhuma banda devido a impureza (além da
banda principal) que seja mais intensa que a banda principal
do eletroforetograma obtido com a solucao padrdo. Desde
que se opere em condigoes validadas, € possivel quantificar
as impurezas por normalizagdo em relacdo a banda
principal, utilizando um densitdmetro integrador. Nesse
caso, ¢ verificada a linearidade das respostas.

5.2.22.1 ELETROFORESE CAPILAR

Eletroforese capilar (EC) ¢ um método fisico de analise
baseado na migragdo, dentro de um capilar, de solutos
carregados, dissolvidos em uma solucdo eletrolitica,
sob a influéncia de uma corrente elétrica. Atualmente,
a EC compreende uma familia de técnicas de separagdo
eletrocinéticas que separam compostos baseada, sobretudo,
na diferenca de mobilidade eletroforética, partigdo entre
fases, ponto isoelétrico, tamanho molecular, ou ainda, na
combinag¢do de uma ou mais destas propriedades.

PRINCIPIOS GERAIS

Em EC, a separacdo ¢ governada por dois fatores. O
primeiro corresponde ao movimento dos solutos no capilar
devido ao campo elétrico (E), também denominado de
velocidade eletroforética. O segundo ocorre em fungdo
do fluxo do eletrélito devido a superficie carregada na
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parede do capilar, sendo chamado de fluxo eletrosmético.
A mobilidade eletroforética de um soluto (uep) esta
relacionada a caracteristicas especificas como tamanho
molecular, forma e carga elétrica bem como propriedades
inerentes ao eletrolito no qual a migragdo ocorre (forca
ionica do eletrolito, pH, viscosidade e presenca de aditivos).
Sob a influéncia de tensdo, os solutos carregados migram
através do eletrolito com uma determinada velocidade, Vep,
dada em cm/s, e calculada pela equagéo:

a \[v

VepZHep.E: ﬁ' I

onde:

Mo, = mobilidade eletroforética;

E =tensdo aplicada;

q = carga efetiva do soluto;

1 = viscosidade do eletrodlito;

r =raio de Stoke’s;

V = voltagem aplicada ao sistema;
L = comprimento total do capilar.

Quando um campo elétrico ¢ aplicado ao longo do capilar,
um fluxo de eletrélito é gerado no interior do mesmo. A
migracdo de diferentes solutos ao longo do capilar em
direcdo ao detector, independente da presenga de carga
ionica, indica que além da mobilidade eletroforética, esta
envolvidauma for¢a adicional. Casonao houvesse esta forga
adicional, compostos com carga positiva migrariam pelo
capilar enquanto os anions permaneceriam a distancia do
detector e os solutos neutros simplesmente ndo migrariam.
A forga adicional que direciona todos os solutos através
do capilar é denominada de fluxo eletrosmoético (FEO) e
possui papel importante nos diversos tipos de EC.

O FEO tem sua origem a partir da ioniza¢do dos grupos
silandis na parede interna do capilar, que sdo transformados
em grupos silanoato (Si-O°), em pH acima de trés. Estes
grupos com carga negativa atraem os cations do eletrodlito,
formando uma camada interna na parede do capilar. A
dupla camada formada préxima a superficie do capilar ¢é
essencialmente estatica. A camada mais difusa, proxima a
dupla camada ¢ moével e, sob agdo de uma tensdo elétrica,
migra em dire¢do ao catodo carreando juntamente a agua de
hidratag@o. Entre as duas camadas existe um plano de atrito
e o desequilibrio elétrico gerado corresponde a diferenca
de potencial que atravessa as duas camadas, denominada
de potencial zeta ().

A velocidade do fluxo eletrosmético é dependente da
mobilidade eletrosmotica (u,) que, por sua vez, estd
diretamente relacionada a densidade de carga da parede
interna do capilar e as caracteristicas do eletrolito. A
velocidade do fluxo eletrosmético (V, ) pode ser calculada

pela equacdo:
3 _[E-C) [V
Voo = He. E—(—n ) (_L)

&= constante dielétrica do eletrolito;
€ = potencial zeta da superficie do capilar;
1 = viscosidade do eletrolito;

onde:

V = voltagem aplicada ao sistema;
L = comprimento total do capilar.

As mobilidades eletroforética e eletrosmotica de um soluto
podem atuar na mesma dire¢do ou em dire¢des opostas,
dependendo da carga (positiva ou negativa) do soluto e da
velocidade do soluto (v), conforme a equacao abaixo:

V="V,* V,

A soma ou diferenca entre as duas velocidades é usada na
dependéncia das mobilidades atuarem na mesma direcdo ou
em dire¢des opostas. Na eletroforese capilar na sua forma
mais usual, dnions migrardo em dire¢do oposta ao fluxo
eletrosmético e suas velocidades serdo menores do que a
velocidade do fluxo eletrosmotico. Cations migrardo na
mesma dire¢do do fluxo eletrosmético e suas velocidades
serdo maiores do que a velocidade do fluxo eletrosmotico.
Nesta condig@o, na qual existe uma rapida velocidade de
fluxo eletrosmoético em relagdo a velocidade eletroforética
dos solutos, cations e anions podem ser separados na
mesma corrida eletroforética.

O tempo (t) necessario para o soluto migrar uma distancia
(1) do terminal de inje¢do do capilar até a janela de deteccao
do capilar (comprimento efetivo do capilar) ¢ definido pela
equagao:

! i)

t= =
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onde:

/ = distancia do terminal de injecdo do capilar até a janela
de deteccao do capilar (comprimento efetivo do capilar);
Vep = velocidade eletroforética;

V,_, = velocidade do fluxo eletrosmotico.

A reprodutibilidade na velocidade de migrag@o dos solutos
esta diretamente relacionada a manutengdo de um valor
constante do fluxo eletrosmotico entre diferentes corridas
eletroforéticas. Para algumas aplicacdes especificas,
pode ser necessario reduzir ou mesmo suprimir o fluxo
eletrosmotico através de modificagdes na parede do capilar
ou na concentragdo, composi¢do e/ou pH da solucdo
eletrolitica.

Apds introdugdo da amostra no capilar, cada soluto
da amostra migra junto ao eletrolito como uma banda
independente, conforme sua mobilidade intrinseca. Sob
condigdes ideais o unico fator que pode contribuir para o
alargamento da banda ¢ oriundo da difusdo molecular do
soluto ao longo do capilar (difusdo longitudinal). Neste
caso, a eficiéncia da banda ¢ expressa como numero de
pratos tedricos (N) de acordo com a equag@o:

_ {.1‘-'9;: + .uao}' i

N
2DL

onde:
D = coeficiente de difusdo molecular do soluto no eletrodlito;

Os demais termos foram abordados anteriormente.
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A separagdo entre duas bandas pode ser alcangada pela
modificagdo da mobilidade eletroforética dos solutos,
pelo fluxo eletrosmético e pelo aumento da eficiéncia das
bandas de cada soluto em analise. A resolugdo pode ser
calculada através da equacdo:

BV, N(“epb - I.alepa)
Rs="Y_Ew" " et/
§ 4(Uep + Ueo)
onde:

Hepa © Mo = mobilidades eletroforéticas de dois solutos a
serem separados;

K., = mobilidade do fluxo eletrosmotico,

i, = mobilidade eletroforética média dos solutos {w ) )

EQUIPAMENTO
Um equipamento de eletroforese capilar é composto por:
- uma fonte de alta voltagem;

- dois reservatorios de eletrolitos, mantidos no mesmo
nivel, contendo solugdes anoddica e catddica;

- dois eletrodos (catodo e anodo), imersos nos reservatorios
dos eletrolitos e conectados a fonte de alta voltagem;

- um capilar de silica fundida provido de janela de detecgdo
para alinhamento a determinados tipos de detectores. Os
terminais do capilar sdo imersos nos reservatorios contendo
as solugdes eletroliticas. O capilar deve ser preenchido
com a solugdo eletrolitica prescrita na monografia;

- sistema de injecdo da amostra de soluto(s) por agdo
hidrodindmica ou eletrocinética. A escolha do processo
de injecdo e sua automagdo sdo imprescindiveis na
analise quantitativa por eletroforese capilar. A introdugao
da amostra pelo modo eletrocinético deve levar em
consideracdo a mobilidade eletroforética intrinseca de cada
soluto, permitindo adequada discriminagdo dos diferentes
componentes da amostra;

- detector capaz de monitorar a quantidade de solutos que
passam através do segmento de detecgdo do capilar em
intervalo especifico de tempo. Os detectores mais usuais
sd0 baseados em espectrofotometria de absor¢do (UV e
UV-VIS) ou fluorimetria. Andlises também podem ser
realizadas utilizando detectores eletroquimicos ou através
da espectrometria de massas;

- sistema de controle de temperatura capaz de manté-la
constante no interior do capilar. Alteragcdes de temperatura
implicam em falta de reprodutibilidade na separagdo de
solutos;

- sistema computadorizado para registro e integracdo dos
eletroferogramas.

A monografia de cada substancia deve detalhar o tipo
de capilar, as solugdes eletroliticas, o método de pré-
condicionamento, as condi¢des da amostra ¢ da migragdo
eletroforética.

A solugdo eletrolitica deve ser filtrada (filtro de 0,45 pm)
para remover particulas e desaerada para evitar a formagao
de bolhas que possam interferir no sistema de detecgdo

ou interromper o contato elétrico no capilar durante a
migragao eletroforética. Os métodos eletroforéticos devem
estabelecer um detalhado procedimento de lavagem do
capilar entre cada corrida a fim de permitir tempos de
migragao reprodutiveis dos solutos em analise.

5.2.22.1.1 Eletroforese capilar em solucao livre

PRINCIPIO

Nesta técnica os solutos sdo separados em um
capilar contendo apenas eletrélito sem qualquer meio
anticonvectivo. O mecanismo de separacdo estd baseado
nas diferengas apresentadas pela razdo carga / massa das
espécies analisadas que migram como bandas a velocidades
diferenciadas. Os solutos sdo separados pela combinagdo
entre a mobilidade eletroforética intrinseca e a magnitude
do fluxo eletrosmético no capilar. Capilares recobertos
internamente, com reduzido fluxo eletrosmotico, podem
ser utilizados para aumentar a capacidade de separagao dos
solutos que adsorvem na superficie do capilar.

A técnica em solucdo livre é adequada para analise de
solutos de pequena massa molecular (PM <2000) e elevada
massa molecular (2000 < PM < 100 000). Devido a alta
eficiéncia do sistema, moléculas com diferengas minimas
em sua razdo massa / carga podem ser discriminadas. A
técnica também permite separagdo de solutos quirais
através da adicdo de seletores quirais no eletrolito de
separacdo. A otimizac¢do da separagdo requer a avaliagdo
de diferentes parametros instrumentais e relacionados a
solugdo eletrolitica.

PARAMETROS INSTRUMENTAIS

Voltagem - o tempo de separacdo ¢ proporcional a
voltagem aplicada. Todavia, um aumento na voltagem
usada pode causar producdo de calor excessivo (efeito
Joule), determinando elevag@o da temperatura e gradientes
de viscosidade no eletrolito dentro do capilar, os quais
sdo responsaveis pelo alargamento da banda e redugao na
resolucdo dos solutos em analise;

Polaridade - a polaridade do eletrodo pode ser normal
(anodo na admissdo e catodo na saida). Neste caso o fluxo
eletrosmético move em direcdo ao catodo. Se a polaridade
do eletrodo for revertida, a dire¢cdo do fluxo eletrosmotico
¢ contraria a saida e apenas solutos carregados com
mobilidade eletroforética superior ao do fluxo eletrosmoético
migram em direc¢do a saida;

Temperatura - o principal efeito da temperatura ¢
observado na viscosidade e condutividade elétrica do
eletrolito. Alteragdes nestas duas propriedades do eletrdlito
determinam diferengas na velocidade de migragéo;

Capilar - o comprimento e didmetro interno influenciam
parametros analiticos como tempo de migragdo total dos
solutos, eficiéncia das separagdes e capacidade de carga.
Sob voltagem constante, o aumento do comprimento total e
efetivo do capilar pode diminuir a corrente elétrica que, por
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sua vez, determina o aumento no tempo de migragdo dos
analitos. Capilares com menor didmetro interno possuem
melhor capacidade de dissipacdo do calor gerado pela
corrente elétrica (efeito Joule), permitindo a elevacdo da
voltagem aplicada e redugdo no tempo de analise. O limite
de deteccdo do método também pode ser influenciado
pelo didmetro interno, dependendo do volume de amostra
injetado e do sistema de detecgdo utilizado. A eficiéncia
das separacdes também pode ser aumentada pela redugdo
do didmetro interno do capilar.

A adsorcdo de componentes da amostra na parede
interna do capilar pode limitar a eficiéncia. Por esta
razdo, estratégias para evitar estas interacdes devem
ser consideradas no desenvolvimento de um método de
separacdo por eletroforese capilar. Este ¢ um fator critico,
por exemplo, em amostras contendo proteinas. Uma destas
estratégias (uso de pH(s) extremos e adsorcao de eletrolitos
carregados com carga positiva) requer a modificagdo da
composicdo do eletrdlito para prevenir a adsorcdo das
proteinas. Alternativamente, ¢ possivel recobrir a parede
interna do capilar com um polimero através de ligacdes
covalentes, prevenindo a interacdo de proteinas com a
superficie da silica carregada negativamente. Para esta
proposta, capilares com a parede interna previamente
recoberta com polimeros de natureza neutro-hidrofilica,
catidnica e anidnica sdo disponiveis comercialmente.

PARAMETROS DA SOLUCAO ELETROLITICA

Natureza do tampdo e concentragdo - Os eletrolitos
para eletroforese capilar devem apresentar capacidade
tamponante adequada na faixa de pH escolhido e baixa
mobilidade a fim de minimizar a geracdo de corrente
elétrica. Para diminuir a distor¢do do pico eletroforético
¢ importante combinar a mobilidade do ion do eletrélito a
mobilidade do soluto. A escolha do solvente da amostra ¢
importante para alcangar uma uniformidade do soluto o qual
permite o aumento da eficiéncia de separagdo e melhora
a detecg@o. Além disso, um aumento na concentragao do
eletrolito em um pH especifico determina a diminuigdo do
fluxo eletrosmotico e da velocidade do soluto.

pH do eletrolito - O pH do eletrolito pode afetar a separacéo
através da modificagdo da carga do soluto ou de outros
aditivos, bem como da alteragdo do fluxo eletrosmético.
A mudanga no valor do pH do eletrdlito acima ou abaixo
do ponto isoelétrico de proteinas e peptideos influencia a
separacdo destes solutos, através da modificacdo da carga
liquida de carater negativo para positivo. Em geral, um
aumento no pH do eletrolito ocasiona elevagdo do fluxo
eletrosmético.

Solventes orgadnicos - Solventes organicos como metanol,
acetonitrila entre outros podem ser adicionados ao
eletrolito aquoso para aumentar a solubilidade do soluto
e/ou de outros aditivos presentes no eletrolito, ou ainda,
influenciar o grau de ionizacdo dos solutos da amostra. A
adigdo destes solventes no eletrélito geralmente provoca a
redugdo do fluxo eletrosmotico.

Aditivos para separagdes quirais - As separacdes
enantioméricas devem ser realizadas através da adig¢do

de seletores quirais ao eletrdlito de corrida. Os seletores
quirais mais utilizados sdo as ciclodextrinas. Porém,
éteres coroa, polissacarideos e proteinas também podem
ser empregados para esta finalidade. A discriminagdo
enantiomérica ¢ regida por diferentes interagdes entre o
seletor quiral e cada um dos enantidmeros do soluto em
analise. Assim, a escolha correta do seletor influencia
diretamente a resolucdo enantiomérica obtida para solutos
quirais. Durante o desenvolvimento de um método
para separagdo enantiomérica, ¢ recomendavel testar
ciclodextrinas de diferentes tamanhos de cavidade, (a, B,
), ciclodextrinas modificadas com grupamentos neutros
(metil, etil, hidroxialquil, etc.), ou com grupamentos
ionizaveis (aminometil, carboximetil, sulfobutiléter, etc.).
A resolugdo de separagdes quirais ¢ igualmente controlada
pela concentragdo do seletor quiral, da composi¢do e
pH do eletrdlito e da temperatura de analise. Aditivos
organicos como metanol ¢ Ureia podem ser empregados
para modificar a resolugdo obtida.

5.2.22.1.2 Cromatografia Eletrocinética Micelar
(CEM)

PRINCIPIO

NaCromatografia Eletrocinética Micelar, a separacdo ocorre
em uma solugdo eletrolitica que contém um tensoativo a
uma concentragdo acima da concentragdo micelar critica
(cmc). As moléculas do soluto sdo distribuidas entre
o eletrolito e a fase pseudo-estacionaria composta de
micelas, de acordo com o coeficiente de parti¢do do soluto.
E uma técnica que pode ser usada para separagio de solutos
neutros e/ou ionizados, mantendo a eficiéncia, velocidade
e adequabilidade instrumental da eletroforese capilar. O
tensoativo anidnico dodecil sulfato de so6dio (DSS) é um
dos tensoativos mais usados na CEM, apesar de outros
também serem utilizados, como, por exemplo, tensoativos
cationicos (sais de cetiltrimetilaménio).

Em pH neutro ou alcalino, um forte fluxo eletro-osmético é
gerado movimentando os ions do eletrdlito de separagdo na
direcdo do catodo. Se DSS for utilizado como tensoativo, a
migracdo eletroforética da micela anidnica sera na diregdo
oposta, em dire¢ao ao anodo. Como resultado, a velocidade
de migrag¢do micelar total ¢ reduzida, em comparagdo ao
fluxo da solugédo eletrolitica. No caso de solutos neutros,
uma vez que o analito pode estar distribuido entre a micela e
o eletrolito, e ndo ha mobilidade eletroforética, a velocidade
de migragdo do analito dependera somente do coeficiente de
particdo entre a micela e o eletrdlito. No eletroferograma,
os picos correspondentes a cada soluto neutro estdo sempre
localizados entre o marcador de fluxo eletrosmético e o da
micela (o tempo decorrido entre estes dois picos € chamado
dejanela de separagdo). Para solutos ionizados, a velocidade
de migragdo depende do coeficiente de particdo do soluto
entre a micela e eletrélito e da mobilidade eletroforética do
soluto na auséncia da micela.

Na CEM o mecanismo de solutos neutros e fracamente
ionizados ¢ essencialmente cromatografica. Assim, a
migracdo do soluto e a resolugdo podem ser representadas
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em termos de fator de retengdo do soluto (k), também
denominada de razdo de distribuicdo de massa (D_), que
¢ a relagdo entre nimero de moles do soluto no interior da
micela e na fase mével. Para uma substancia neutra, k pode
ser calculado através da seguinte equagao:

k_ tR_tO - KX VS
tox 1- tR ) ‘/M
[

onde

t, = tempo de migragdo do soluto;

t,=tempo de migra¢do de um soluto ndo retido (determinado
pela injecdo de um marcador de fluxo eletrosmético que
ndo se liga a micela, por exemplo, metanol);

t, . = tempo de migragdo da micela (determinado pela
inje¢do de um marcador de micela, como Sudan III, o
qual migra continuamente associado a micela ao longo da
migracao eletroforética);

K = coeficiente de parti¢do do soluto;

V.= volume da fase micelar;

V,, = volume da fase movel;

Igualmente, a resolucdo entre 2 picos adjacentes (R) €
VN

dada por:
g ( , )
- t
R, = e 1 kb me

X X
4 a ko + 1 to
I+ kax T
mc

N = ntimero de pratos tedricos de cada soluto;

o = seletividade;

k, e k, fatores de retencdo para ambos solutos
repectivamente (k, > k ).

onde:

De forma similar, porém nf3o idéntica, as equagdes
fornecem valores de k € R_para solutos com carga.

OTIMIZACAO

O desenvolvimento de métodos por CEM envolve
parametros instrumentais ¢ da solug@o eletrolitica:

Parametros instrumentais

Voltagem - O tempo de separagdo ¢ inversamente
proporcional & voltagem aplicada. Todavia, um aumento
na voltagem pode causar producdo excessiva de calor,
elevando os gradientes de temperatura e viscosidade do
eletrolito na secdo transversal do capilar. Este efeito pode
apresentar impacto relevante em eletrolitos que apresentem
maior condutividade como aqueles que contém sistemas
micelares. Os sistemas que apresentam menor capacidade
de dissipacao do calor determinam alargamento das bandas
€ menor resolugdo entre os picos.

Temperatura - Alteragdes na temperatura do capilar afetam
o coeficiente de partigdo do soluto entre o eletrdlito e as
micelas, a concentragdo micelar critica e a viscosidade
do eletrolito. Estes parametros influenciam diretamente

no tempo de migracdo dos solutos durante a separagdo
eletroforética. A utilizacdo de um adequado sistema de
refrigeracdo aumenta a reprodutibilidade do tempo de
migragao dos solutos.

Capilar - As dimensdes do capilar (comprimento e didmetro
interno) contribuem no tempo de analise e na eficiéncia das
separagdes. Um aumento do comprimento total e efetivo
do capilar pode diminuir a corrente elétrica (sob voltagem
constante), aumenta o tempo de migra¢do e melhora a
eficiéncia de separagdo. O didmentro interno do capilar
controla a dissipagdo do calor (em um dado eletrolito e
corrente elétrica) e consequentemente o alargamento das
bandas dos solutos.

Parametros da solucdo eletrolitica

Natureza do tensoativo e concentra¢do - A natureza
do tensoativo, de forma aniloga a fase estaciondria
em cromatografia, afeta a resolucdo, pois modifica a
seletividade da separacdo. O log k£ de uma substancia neutra
aumenta linearmente com a concentragao do tensoativo na
fase movel. Visto que a resolucdo em CEM alcanga um
maximo quando k apresenta valor préximo a

Vet

modificagdes na concentracdo de tensoativo presente na
fase moével determinam alteragdes na resolucio das bandas.

pH do eletrolito - o pH ndo altera o coeficiente de particdo
de solutos ndo ionizados, mas pode determinar mudangas
no fluxo eletrosmotico em capilares ndo recobertos. Uma
diminuig¢do no pH do eletrdlito reduz o fluxo eletrosmotico,
proporcionando um aumento na resolu¢do dos solutos
neutros ¢ no tempo de analise.

Solventes organicos - solventes organicos (metanol,
propanol, acetonitrila) podem ser adicionados a solucdo
eletrolitica para melhorar a separacdo de solutos
hidrofébicos. Em geral, a adi¢do destes modificadores
reduz o tempo de migragdo e a seletividade da separacdo. O
porcentual de solvente organico adicionado deve levar em
consideracdo a concentragdo micelar critica do tensoativo,
tendo em vista que valores excessivos podem afetar, ou
mesmo, inibir o processo de formacdo das micelas e,
por conseguinte, a auséncia do fendmeno de particdo. A
dissocia¢do de micelas na presenga de porcentuais elevados
de modificador ndo significa necessariamente melhores
resultados na separacdo. Em determinadas situagdes, a
interagdo hidrofobica entre o mondmero do tensoativo e
solutos neutros formam complexos solvofobicos que pode
ser separados eletroforeticamente.

Modificadores para separagdes quirais - a separagao
de enantiomeros em CEM pode ser obtida através da
inclusdo de seletores quirais ao sistema micelar, ligados
covalentemente ao tensoativo ou adicionados ao eletrolito de
separacdo. Micelas que possuem ligagdes com propriedades
de discriminagdo quiral incluem sais de N-dodecanoil- L —
aminoacidos, sais biliares, entre outros. A resolugdo quiral
também pode ser obtida através de seletores quirais, tais
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como as ciclodextrinas, adicionadas diretamente as solugdes
eletroliticas que contém tensoativos ndo quirais.

Outros aditivos - A seletividade pode ser modificada através
de varias estratégias, por adicdo de substancias quimicas ao
eletrolito. A adicao de diversos tipos de ciclodextrinas ao
eletrolito também pode ser utilizada para reduzir interagdo
de solutos hidrofobicos com a micela, aumentando assim a
seletividade para este tipo de soluto.

A adigdo de substancias capazes de modificar as interagdes
soluto-micela por adsorgdo nesta ultima tem sido usada
para aumentar a seletividade das separagdes em CEM.
Estes aditivos podem ser um segundo tensoativo (i6nico
ou ndo idnico) que origina mistura de micelas ou cations
metalicos que dissolvem a micela formando complexos de
coordenagao com os solutos.

QUANTIFICACAO

As areas dos picos devem ser divididas pelo tempo de
migragdo correspondente para fornecer a area correta com
o objetivo de:

- compensar o deslocamento no tempo de migracdo entre
corridas, reduzindo assim a variag¢@o da resposta;

- compensar as diferentes respostas dos componentes da
amostra com diferentes tempos de migragao.

Quando um padrado interno ¢ utilizado, deve-se verificar
se nenhum pico de soluto a ser analisado apresenta
sobreposi¢do ao pico do padrdo interno.

CALCULOS

O teor do componente (ou componentes) em analise
deve ser calculado a partir dos valores obtidos. Quando
prescritos, o teor porcentual de um ou mais componentes
da amostra a ser analisada ¢ calculado pela determinagio
da area corrigida (s) do pico (s) como uma porcentagem
do total das areas corrigidas de todos os picos, excluindo
aqueles resultantes de solventes ou reagentes adicionados
(processo de normalizagdo). E recomendavel a utilizagdo
de um sistema de integragdo automatica (integrador ou
sistema de aquisi¢do e processamento de dados).

ADEQUABILIDADE DO SISTEMA

Os parametros de adequabilidade do sistema sdo
empregados para verificar o comportamento do método por
eletroforese capilar. A escolha destes parametros depende
do tipo de Eletroforese Capilar utilizado. Os fatores
sdo: fator de retengdo (k) (apenas para cromatografia
eletrocinética micelar), nimero aparente de pratos tedricos
(N), fator de simetria (4,) e resolugdo (R ). As equagdes
que permitem calcular os valores de N e R através dos
eletroferogramas sdo fornecidas abaixo.

Numero aparente de pratos teoricos

O numero aparente de pratos teodricos (N) pode ser
calculado usando a expressdo:

onde:

2
t, = tempo de pNgracdy, §v4dxs€ﬂ£§a- dp linha de base a
partir do ponto de inje¢do até a W perpendicular do
ponto maximo do pico correspondente ao componente;

w, = largura do pico a meia altura

Resolugdo

A resolucdo (R) entre picos de alturas similares de 2
componentes pode ser calculada usando a expressdo:

R. = 1,18 X (tr2 - trr)
T Wi+ Wiz

Ir2> [R1
onde:
t, €t,, = tempos de migracdo ou distdncias da linha de
base a partir do ponto de injegdo até a linha perpendicular
do ponto maximo de dois picos adjacentes
w,, € w,, = largura dos picos a meia altura

Quando apropriado, a resolug@o pode ser calculada através
da medida da altura do vale (H ) entre 2 picos parcialmente
resolvidos em uma preparagdo padrdo e a altura do pico
menor (Hp), calculando a razdo pico/vale (p/v):

p_Hy
v Hy
Fator de simetria

O fator de simetria (4,) de um pico pode ser calculado
usando a expressdo:

W
Ay = 0,05
24
onde:
w, .= largura do pico determinada a 5% do valor da altura;

0,05
d = distancia entre a linha perpendicular do pico maximo e

a tangente do pico a 5% da altura do pico.

Testes para repetibilidade de area (desvio padrio das
areas ou da razdo area / tempo de migracdo) e para
repetibilidade do tempo de migracdo (desvio padrdo do
tempo de migrac¢do) sdo introduzidos como pardmetros
de adequabilidade. A repetibilidade do tempo de migragédo
fornece um teste para adequabilidade de procedimentos
de lavagem do capilar. Uma pratica alternativa para evitar
a falta de repetibilidade do tempo de migragdo é usar o
tempo de migragdo relativo a um padrdo interno.

Um teste para verificar a razdo sinal/ruido de uma
preparacdo padrio (ou a determinagdo do limite de
quantificacdo) também pode ser til para determinacao de
substancias relacionadas.
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Proporg¢do sinal : ruido

Os limites de deteccdo e quantificagdo correspondem a
razdo sinal : ruido de 3 e 10, respectivamente.

A proporgdo sinal : ruido (S/N) é calculada usando a
expressao:

5_2H
Nk

onde:

H = altura do pico correspondente ao componente

especifico, no eletroferograma obtido com a solucdo
referéncia, medida a partir do méaximo do pico até a linha
de base extrapolada do sinal observado ao longo de uma
distancia igual a 20 vezes a largura a meia altura do pico;

h = intervalo da linha de base em um eletroferograma
obtido apos injegdo do branco, observado a uma distancia
igual a 20 vezes a largura a meia altura do pico no
eletroferograma obtido com a solugdo referéncia, e se
possivel, localizado préximo do tempo de retengdo onde
este pico seria encontrado.

5.2.23 ANALISE
ENANTIOMERICA

FARMACOS QUIRAIS
Os enantidbmeros geralmente exibem  diferentes
propriedades farmacologicas e toxicoldgicas devido

aos principais alvos moleculares como proteinas,
acidos nucleicos e polissacarideos serem quirais. Por
exemplo, os enantidmeros do éter metilico do levorfanol,
o dextrometorfano e o levometorfano, sdo utilizados
diferentemente na terapéutica. Enquanto o dextrometorfano
¢ indicado como antitussigeno, o levometorfano ¢ indicado
como analgésico.

Devido ao reconhecimento da importancia do uso clinico
de farmacos enantiomericamente puros no tratamento
de diversas doengas, as industrias farmacéuticas sdo
incentivadas constantemente a disponibilizar farmacos
resolvidos em quantidades industriais.

Para garantir a seguranga ¢ a eficiéncia dos farmacos
disponiveis ¢ em desenvolvimento, ¢ necessario resolver
os enantidmeros e examinar cada um quanto as atividades
farmacoldgicas e toxicologicas. Apos a identificagdo
do enantidmero mais ativo (eutdmero) deve-se avaliar o
excesso enantiomérico do eutomero desde a sintese até o
consumo para garantir a qualidade do medicamento.

SEPARACAO E DETERMINACAO ENANTIOMERICA
DE FARMACOS

A separacdo, ou resolucdo, de enantidmeros por
cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) comegou
a ser aplicada desde os anos sessenta. Nos anos setenta,
com o aparecimento das colunas de pequenas particulas
para cromatografia a liquido, iniciou-se o desenvolvimento

das fases estaciondrias quirais para resolugdo de farmacos
racémicos.

A CLAE ¢ considerada uma das técnicas mais eficientes
para separacdo, detec¢do e quantificacdo de farmacos. O
uso de fase estacionaria quiral (FEQ) adequada torna-se
um poderoso método para a separacdo dos enantidmeros.

A resolugdo cromatografica dos enantiomeros pode ser
alcangada por varios métodos, todavia, ¢ sempre necessario
o uso de algum tipo de discriminador ou seletor quiral.
O método indireto e o direto sdo os dois caminhos para
separacdo dos enantidmeros utilizando cromatografia a
liquido.

No método indireto, os enantidbmeros sdo convertidos em
diastereoisdmeros pela reagdo com uma substancia quiral.
Os diasterecoisdmeros sdo substincias que apresentam
propriedades fisico-quimicas diferentes e, portanto, podem
ser separados utilizando fase estacionaria ndo quiral.

O método indireto foi largamente utilizado no passado.
Entretanto apresenta limitagdes como necessidade do
isolamento da substancia de interesse e sua derivatizacao.
Esses fatos dificultam o desenvolvimento do processo
automatizado para grande ntimero de amostras. Além
disso, a pureza enantiomérica dos agentes derivatizantes
¢ importante para evitar falsos resultados. Outra limitagdo
sdo as diferentes velocidades e/ou constantes de reag@o para
os enantidmeros ja que os estados de transi¢do reacionais
sdo diastereoisoméricos o que pode resultar em propor¢ao
diferente da composi¢do enantiomérica inicial.

No método direto, a mistura de enantibmeros a ser
resolvida ¢ injetada diretamente no cromatografo. Para a
separacao dos enantiomeros pode-se utilizar uma FEQ, ou
um solvente quiral, ou uma fase mével com aditivo quiral.
A resolu¢ao ocorre devido a formagdo de complexos
diastereoisoméricos entre a mistura enantiomérica ¢ o
seletor quiral utilizado para a resolugdo. O uso de FEQ ¢
hoje o método mais empregado para resolucéo por CLAE.

Nas tabelas a seguir (Tabelas 1, 2, 3,4 e 5) sdo apresentadas
as principais classes de fases estacionarias utilizadas para
a resolu¢do de misturas racémicas e alguns exemplos de
seletores quirais em cada classe. Consultar o fabricante
para a indicacdo do uso de cada seletor.

Tabela 1 - Fases estacionarias quirais do tipo Pirkle.

Discriminador quiral*
(R)-DNB-fenilglicina
(S)-DNB-fenilglicina
(R)-DNB-leucina
(S)-DNB-leucina

Fosfonato de dimetila de DNB-a-amino-2,2-dimetil-4-
pentenila

DNB-tetraidrofenantreno
Naftiletilamida

* A maioria das colunas do tipo Pirkle sdo disponiveis nas duas formas
enantioméricas.
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Tabela 2 - Fases estacionarias quirais do tipo proteina.

Discriminador quiral

a,-Glicoproteina acida
Albumina sérica bovina
Albumina sérica humana
Celobioidrolase I
Pepsina

“Ovomucoid”

Tabela 3 - Fases estacionarias quirais do tipo cavidade ou inclusdo.

Discriminador quiral

a-Ciclodextrina

B-Ciclodextrina

y-Ciclodextrina
O-(S5)-2-Hidroxipropil-B-ciclodextrina
O-(R/S) 2-Hidroxipropil-p-ciclodextrina
O-(S)-Natftiletilcarbamoil-B-ciclodextrina

Tabela 4 - Fases estacionarias quirais do tipo carboidratos.

Discriminador quiral

Tris(dimetilfenilcarbamoil)celulose
Tris(4-metilbenzoato)celulose
Tris(fenilcarbamoil)celulose
Triacetato de celulose

Tribenzoato de celulose

Eter tribenzilico de celulose

Tricinamato de celulose

Tabela 5 - Fases estaciondrias quirais do
tipo antibiéticos macrociclicos.

Discriminador quiral

Vancomicina
Teicoplanina

Ristocetina

5.2.24 CONDUTIVIDADE DA
AGUA

A condutividade elétrica da 4gua ¢ uma medida do fluxo
de elétrons o qual ¢ facilitado pela presenca de ions.
Moléculas de agua dissociam-se em ions em funcdo do
pH e da temperatura resultando em uma determinada
condutividade. Alguns gases, em especial o dioxido de
carbono, dissolvem-se em 4gua e interagem para formar
ions que afetam a condutividade e o pH da dgua. Esses ions
e sua condutividade resultante podem ser considerados
como intrinsecos a agua. A exposicdo da amostra a
atmosfera pode alterar a condutividade/resistividade,
devido a perda ou ganho de gases dissolvidos.

O ion cloreto e o ion amdnio sdo algumas das principais
impurezas encontradas na agua e, também, influenciam na
sua condutividade. Esses ions externos podem ter impacto
significativo na pureza quimica da agua e comprometer a
sua utilizagdo em aplicagdes farmacéuticas.

As condutividades combinadas dos ions intrinsecos
secos e dos ions externos variam em funcdo do pH e sdo
a base para as especificagdes da condutividade descritas
na tabela 3 e empregadas quando realizada a etapa 3 do
teste. Duas etapas preliminares sdo incluidas neste teste.
Se as condigdes do teste e os limites de condutividade sao
atendidos em qualquer uma destas etapas preliminares
(Etapas 1 e 2), a agua satisfaz as exigéncias deste teste e
ndo ¢ necessaria a aplicacdo da Etapa 3. Somente no caso
da amostra ndo obedecer as exigéncias da Etapa 3, a 4gua ¢
julgada como nio conforme com os requerimentos do teste
de condutividade.

INSTRUMENTACAO E PARAMETROS
OPERACIONAIS

A condutividade da agua deve ser medida usando
instrumentos calibrados com resolugdo de 0,1 pS/cm. O
termometro deve ter divisdes de 0,1 °C e cobrir a faixa de
23 a 27 °C. Os eletrodos devem ser mantidos conforme a
recomendacdo do fabricante do aparelho.

A constante de condutividade da célula ¢ um fator
usado como multiplicador para os valores da escala do
condutivimetro.

Constante da célula: o valor deve ser conhecido em =+
2%. Geralmente células de condutividade apresentam
constante na ordem de 0,1 cm?’, 1 cm! e 2 cm’. A
maioria dos equipamentos apresenta a constante da célula
definida. E necessario aferir essa constante com solugdo
de KCIl de referéncia descrita na Tabela 1. Normalmente
a verificagdo ¢é realizada utilizando somente uma solugao
de referéncia; nesse caso utilizar a solu¢do de referéncia
de menor condutividade. Porém, é recomendavel medir
periodicamente a condutividade dos demais padrdes e
observar a concordancia entre a leitura do condutivimetro
e o valor nominal de cada solucao de referéncia.

Calibragdo: conforme instrugdes do fabricante. A maioria
dos equipamentos de multiplas escalas possui um unico
ponto calibragdo, logo ¢ necessario calibrar sempre que
usar uma escala diferente. A leitura obtida deve estar entre
+ 0,1 uS/cm do valor nominal da solugdo de referéncia.

Para a calibracdo do condutivimetro, utilizar as solucdes de
referéncias descritas a seguir.

Solugdo A (0,01 M): pesar exatamente 0,7455 g de cloreto
de potassio seco a 105 °C durante 2 horas, transferir para
baldo volumétrico de 1000 mL e completar o volume com
agua.

Solug¢do B (0,005 M): pipetar 50 mL da Solugdo A para
baldo volumétrico de 100 mL e completar com agua.

Solugdo C (0,001 M): pipetar 10 mL da Solugdo A para
baldo volumétrico de 100 mL e completar com agua.
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Solu¢do D (0,0005 M): pipetar 5 mL da Solug¢do A para
baldo volumétrico de 100 mL e completar com agua.

Solugdo E (0,0001 M): pipetar 5 mL da Solucdo A para
baldo volumétrico de 500 mL e completar com agua.

Nota 1: para o preparo das solu¢bes acima utilizar
sempre agua isenta de dioxido de carbono, ou seja, com
condutividade inferior a 0,10 uS.cm™.

Nota 2: ndo utilizar compensagdo de temperatura e manter
as solugdes de referéncia a 25 °C durante a leitura.

Tabela 1 - Condutividade das solugdes
de cloreto de potassio (25°C).

Solucio Concentracdo Condutividade
¢ (mol/L) uS /cm)
A 0,01 1412
B 0,005 717,5
C 0,001 146,9
D 0,0005 73,9
E 0,0001 14,9
PROCEDIMENTO

O procedimento descrito a seguir é estabelecido para
medidas de &agua purificada e agua para injetaveis.
Alternativamente, a Etapa 1 pode ser realizada (com
modificagdes apropriadas de acordo com o item 1 da Etapa
1) usando-se instrumentag@o do tipo “em linha” que tenha
sido calibrada apropriadamente, cujas constantes de célula
tenham sido exatamente determinadas e cujas fungdes de
compensacdo de temperatura tenham sido desabilitadas.
A adequabilidade de tais instrumentos “em linha” para
testes de controle de qualidade ¢ também dependente
da localizagdo no sistema de agua. Evidentemente, o
posicionamento do instrumento precisa refletir a qualidade
da 4gua que sera usada.

Etapa 1

1 Enxaguar a célula com pelo menos trés porgdes da
amostra.

A determinacdo deve ser realizada em recipiente apropriado
ou como determina¢ao “em linha”. O valor obtido deve ser
inferior a 1,3 puS/cm, na temperatura de 25,0 °C + 0,1°C.

3 Na Tabela 2, localizar o valor de temperatura mais
proximo e menor que a temperatura na qual a condutividade
foi medida. O valor de condutividade correspondente a
essa temperatura € o limite. (No interpolar)

4 Se o valor de condutividade medido ndo ¢ maior que
o valor correspondente na Tabela 2, a agua atende as

exigéncias para a condutividade. Porém, se o valor medido
¢ maior que o da tabela, proceder a determinagéo de acordo
com a Etapa 2.

Tabela 2 - Valores limites para condutividade de
acordo com a temperatura (somente para valores de
condutividade sem compensag¢io de temperatura).

Temperatura (°C) Condutividade (uS/cm)
0 0,6
5 0,8
10 0,9
15 1,0

20 1,1
25 1,3
30 1,4
35 1,5
40 1,7
45 1,8
50 1,9
55 2,1
60 2,2
65 2,4
70 2,5
75 2,7
80 2,7
85 2,7
90 2,7
95 2,9
100 3,1

Etapa 2

1 Transferir quantidade suficiente de agua (100 mL ou
mais) para recipiente apropriado e agitar a amostra. Ajustar
a (25 = 1) °C e agitar a amostra vigorosamente observando
periodicamente a leitura do condutivimetro. Quando a
mudanc¢a na condutividade devido a absor¢ao de dioxido
de carbono atmosférico ¢ menor que 0,1 puS/cm por 5
minutos, registrar a condutividade.

2 Se a condutividade ndo ¢ maior que 2,1 uS/cm, a agua
obedece as exigéncias para o teste de condutividade. Se a
condutividade ¢ maior que 2,1 puS/cm, proceder conforme
a Etapa 3.

Etapa 3

Realizar este teste no maximo 5 minutos apés a Etapa 2 com
a mesma amostra mantendo a temperatura da amostra a (25
+ 1) °C. Adicionar solugdo saturada de cloreto de potassio
(0,3 mL para 100 mL de amostra) e determinar o pH com
precisao de 0,1 unidade de acordo com Determina¢io do
pH (5.2.19). Utilizando a Tabela 3 determinar o valor
limite para a condutividade de acordo com o pH.
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Tabela 3 - Valores limites de condutividade de
acordo com o pH (somente para amostras mantidas
em atmosfera e temperatura equilibradas).

pPH Condutividade (uS/cm)
5,0 4,7
5,1 4,1
52 3,6
5,3 3,3
5,4 3,0
5,5 2,8
5,6 2,6
5,7 2,5
5,8 2,4
5,9 2,4
6,0 2,4
6,1 2,4
6,2 2,5
6,3 2,4
6,4 2,3
6,5 2,2
6,6 2,1
6,7 2,6
6,8 3,1
6,9 3.8
7,0 4,6

Apo6s determinado o pH e estabelecido o limite de acordo
com a Tabela 3, a 4gua atende o teste se a condutividade
medida na Etapa 2 ndo ¢ maior que esse limite. Se a
condutividade for maior ou o valor do pH esta fora da faixa
de 5 a 7, a dgua ndo atende o teste para condutividade.

AGUA ULTRAPURIFICADA

Para a agua ultrapurificada, em geral os condutivimetros
ou resistivimetros instalados nos equipamentos de
purificacdo de 4gua possuem um circuito de compensacao
da temperatura para 25,0 °C e fornecem a leitura direta.
Esses equipamentos devem ser calibrados periodicamente.
A condutividade da agua ultrapurificada deve ser 0,055
puS/cm a 25,0 °C (resistividade > 18,0 MQ.cm) para uma
aplicagdo especifica.

Alternativamente, caso o equipamento nao fornega a leitura
direta da condutividade, proceder conforme abaixo:

1 Enxaguar a célula com pelo menos trés porgdes da
amostra.

2 Determinar simultaneamente a temperatura ¢ a
condutividade da 4gua sem compensacdo automatica
da temperatura. A determinag¢do deve ser realizada em
recipiente apropriado ou como determinagdo “em linha”.
O valor obtido deve ser inferior a 0,055 pS/cm, na
temperatura de 25,0 °C + 0,1°C.

3 Na Tabela 4, localizar o valor de temperatura mais
préoximo e menor que a temperatura na qual a condutividade
foi medida. O valor de condutividade correspondente a
essa temperatura ¢ o limite. (Nao interpolar)

4 Se o valor de condutividade medido ndo ¢ maior que o
valor correspondente na Tabela 4, a agua ultrapurificada
atende as exigéncias para a condutividade.

Tabela 4 - Valores limites para condutividade de
acordo com a temperatura (somente para valores de
condutividade sem compensag¢io de temperatura).

Temperatura (°C) Condutividade (uS/cm)
0 0,012
5 0,017
10 0,023
15 0,031
20 0,042
25 0,055
30 0,071
35 0,090
40 0,113
45 0,140
50 0,171
55 0,207
60 0,247
65 0,294
70 0,345
75 0,403
80 0,467
85 0,537
90 0,614
95 0,696

100 0,785

5.2.25 LIMPIDEZ DE LIiQUIDOS

PROCEDIMENTO

Utilizar tubos de vidro neutro, incolor e transparente, com
fundo chato e de 15 a 25 mm de didmetro interno, a menos
que indicado de maneira diferente na monografia. Introduzir,
em tubos separados, o liquido em exame e a suspensdo
de referéncia indicada na monografia, preparando-a
por ocasido do uso, conforme especificado na Tabela 1.
O liquido em exame e a suspensdo de referéncia devem
atingir, nos tubos, uma altura de 40 mm. Cinco minutos
apos o preparo da suspensdo de referéncia, comparar o
contetido dos tubos, observando-os, verticalmente, sob
luz visivel difusa e contra fundo preto. A difusdo da luz
deve ser tal que a suspensdo de referéncia I seja facilmente
distinguida da agua e da suspensdo de referéncia II.

Um liquido é considerado limpido quando, ao ser examinado
nas condi¢des anteriormente descritas, sua transparéncia
corresponde a da agua ou a do solvente utilizado, ou
quando sua opalescéncia ndo ¢ mais pronunciada que a da
suspensdo de referéncia 1.

Padrao de opalescéncia

Dissolver 1 g de sulfato de hidrazina em agua e completar
o volume para 100 mL com o mesmo solvente. Deixar em
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repouso por 4 a 6 horas. Adicionar 25 mL dessa solugdo
a uma solucdo contendo 2,5 g de metenamina em 25 mL
de agua. Misturar bem e deixar em repouso por 24 horas.
Essa suspensdo ¢ estavel por dois meses se conservada
em recipiente de vidro, com superficie livre de defeitos. A
suspensdo ndo deve aderir as paredes do recipiente ¢ deve
ser, vigorosamente, agitada, no recipiente original, antes
do uso. Para o preparo do padrdo de opalescéncia, diluir
15 mL da suspensdo para 1000 mL com agua. O padrdio
de opalescéncia deve ser preparado no momento do uso ¢
pode ser conservado por, no maximo, 24 horas.

Tabela 1 — Preparo das suspensdes de referéncia

Suspensdo de referéncia I | I0|\ar|mw
Padrao de opalescéncia (mL) 5 10 30 50
Agua (mL) 95 90 70 50

5.2.26 ALCOOMETRIA

Alcoometria € a determinagdo do grau alcoodlico ou titulo
etanolico das misturas de agua e alcool etilico.

O titulo alcoométrico volumétrico de uma mistura de agua
e alcool ¢é expresso pelo nimero de volumes de etanol a
20 °C contido em 100 volumes dessa mistura a mesma
temperatura. E expresso em % (V/v).

O titulo alcoométrico ponderal é expresso pela relagdo
entre a massa de etanol contida em uma mistura de agua e
etanol e a massa total dessa. E expresso em % (m/m).

O dlcool etilico contém, no minimo, 95,1% (v/v)
correspondendo a 92,55% (m/m) e, no maximo, 96,9%
(v/v) correspondendo a 95,16% (m/m) de C,H.O a 20 °C.
O élcool etilico absoluto contém, no minimo, 99,5% (v/v)
correspondendo a 99,18% (m/m) de C,H,O a 20 °C. Esses
valores podem ser observados na tabela alcoométrica
(Anexo D).

DETERMINACAO DO GRAU ALCOOLICO OU TiTU-
LO ALCOOMETRICO

O alcodmetro centesimal se destina a determinagao do grau
alcoolico das misturas de dgua e alcool indicando somente
a concentra¢do do alcool em volume e expresso pela sua
unidade de medida, grau Gay-Lussac (°G.L.).

As determinagdes do alcodmetro sdo exatas somente para a
mistura de agua e alcool a 20 °C, na qual o instrumento foi
graduado. Se a temperatura durante o ensaio for inferior ou
superior a 20 °C torna-se necessario corrigir a temperatura
do alcool para 20 °C.

A determinagao do grau alcodlico das misturas de agua em
volume ¢ realizada pelo alcodmetro.

Para a determinacdo do grau alcoodlico das misturas de
agua e alcool em massa, pode ser utilizado o método da
densidade relativa ou verificada a graduacdo na tabela
alcoométricaapos a determinagdo pelo alcodmetro.

5.2.27 ANALISE TERMICA

A analise térmica ¢ um conjunto de técnicas que possibilitam
medir as propriedades fisico-quimicas de uma substincia
em fungdo da temperatura. As técnicas mais comumente
utilizadas sdo as que medem as varia¢des de energia ou de
massa de uma substancia.

TERMOGRAVIMETRIA (TG)

A termogravimetria ¢ a técnica de andlise térmica em
que a variacdo de massa da amostra ¢ determinada como
uma fun¢do da temperatura, ou tempo de aquecimento,
utilizando um programa controlado de temperatura.

Aparelhagem

E constituido basicamente de uma termobalanga que ¢ uma
associagdo entre o forno elétrico ¢ uma balanga eletronica
de alta precisdo na qual a substancia ¢ inserida em um porta-
amostra sob atmosfera especificada e programa controlado
de temperatura. O dispositivo possibilita aquecer e medir
simultaneamente a massa do analito. Em certos casos, o
aparelho pode ser associado a um sistema que possibilita
detectar e analisar os produtos volateis.

Calibragdo e/ou aferi¢do da termobalanga. Transferir uma
quantidade adequada de oxalato de calcio monoidratado
SQR no porta-amostra. A termobalanca indicard com
grande precisdo e exatiddo a sua massa. Empregar a razao
de aquecimento de 10 °C/min e aquecer a amostra até 900
°C. Ao finalizar o processo térmico registrar: i) a curva
termogravimétrica (TG) marcando a temperatura no eixo
das abscissas (valores crescentes da esquerda para a direita)
e a massa percentual da amostra no eixo das ordenadas
(valores crescentes de baixo para cima); ii) a curva
termogravimétrica derivada (DTG), derivada primeira da
curva TG, que possibilita definir melhor onde se iniciou
e finalizou a perda de massa. Determine no grafico a
distancia entre os patamares inicial e final da curva massa-
temperatura, distancia que representa a perda de massa da
amostra no dado intervalo de temperatura. As perdas de
massas declaradas do oxalato de céalcio monoidratado SQR
sdo calculadas, estequiometricamente, a partir das trés
etapas de perdas de massas devido as sucessivas liberagdes
de: a) H,0; b) CO; c¢) CO,. A verificagdo da escala da
temperatura pode ser realizada utilizando a técnica do
gancho metalico fundivel (In, Pb, Zn, Al, Ag ¢ Au) de
acordo com as indicagdes do fabricante.

Procedimento

Utilizar o mesmo método descrito para calibragdo e/
ou afericdo adicionando uma quantidade adequada de
amostra. As curvas TG e DTG ilustradas na Figura 1
indicam uma etapa de perda de massa da amostra. Na curva
DTG, observa-se que entre os pontos ab situa-se o patamar
inicial. A perda de massa se inicia no ponto b e finaliza-se
no ponto c. Entre os pontos ed situa-se o patamar final.
O intervalo be corresponde ao intervalo reacional. Para
calcular a perda de massa da amostra na curva TG, utiliza-
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se a comparacgdo com a curva DTG para maior precisdo na
localizacdo dos pontos b e ¢. Tragar os prolongamentos dos
patamares inicial e final da curva TG no eixo das ordenadas
utilizando os pontos b e ¢. A distdncia medida corresponde
aperda de massa (Am) da amostra. As proje¢oes dos pontos
b e ¢ no eixo de abscissas correspondem, respectivamente,
a temperatura inicial (Ti) e final (Tf) da perda de massa.
Registrar o resultado em percentagem da relagdo m/m.

Nota 1: é necessaria a obten¢do de uma curva do ensaio em
branco (aquecimento nas mesmas condigoes experimentais
empregando-se o porta-amostra vazio) antes do ensaio da
amostra para subtragdo de linha base.

Nota 2: no caso da utilizagdo frequente do aparelho,
realizar, regularmente, a verifica¢do e/ou calibragdo. Em
caso contrario, realizar essas operagoes antes de cada
determinacao.

Nota 3: como a atmosfera pode afetar os resultados sdo
registradas a vazdo e a composi¢do do gds para cada
ensaio.

Patamar wicial

{massn constante) pertamar fimel

'\ll { missn constante b

e

Perda de massa

S

{upuen @ ) gy

-—
-

T, T
—— Tempemtura (L) ———

Figura 1 - Exemplo da curva termogravimétrica e suas medidas.

Aplicagoes

A determinacdo da variagdo da massa para uma substancia
em determinados intervalos de temperatura pode ser
utilizada para avaliagdo do comportamento térmico;
determinagdo do teor de umidade e/ou solventes;
determinag¢do da temperatura de ebulicdo e sublimagdo;
determinagdo da temperatura de decomposicao térmica e
determinagdo do teor de cinzas.

CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL
(DSC)

A calorimetria exploratoria diferencial é uma técnica
que possibilita avaliar os fenomenos energéticos, fisicos
e/ou quimicos produzidos durante o aquecimento (ou
resfriamento) de uma substancia. Essa técnica possibilita
medir o fluxo de calor diferencial entre a amostra e um
material de referéncia termicamente inerte em fungdo da
temperatura e/ou tempo de aquecimento sob um programa

controlado de temperatura. A amostra ¢ o material de
referéncia sdo mantidos a aproximadamente a mesma
temperatura durante o experimento. Podem-se determinar
as variagoes de entalpia; as mudancas de calor especifico
e a temperatura de eventos endo e exotérmicos. De acordo
com o método de medicdo utilizado, ha duas modalidades:
0 DSC com compensagdo de poténcia e o DSC com fluxo
de calor.

APARELHAGEM

O DSC com compensagdo de poténcia ¢ constituido por
uma célula calorimétrica que contém dois fornos, um
para o material de referéncia e o outro para a amostra.
O DSC com fluxo de calor constitui-se por uma célula
calorimétrica contendo um tUnico forno que dispde de
um sensor calorimétrico para a referéncia e amostra. Os
equipamentos comportam um dispositivo de programagao
controlada da temperatura, um ou varios detectores
térmicos e um sistema de registro que pode ser associado a
um sistema de tratamento de dados. As determinagdes sdo
efetuadas sob atmosfera especificada.

Calibragdo e/ou aferigdo do aparelho. Calibrar o aparelho
para o eixo de temperatura e de fluxo de calor utilizando
indio metalico de alta pureza ou qualquer outro material
certificado apropriado de acordo com as indica¢des do
fabricante. Para o ajuste da linearidade, utiliza-se uma
combina¢do de dois metais como o indio e o zinco para a
afericdo do eixo de temperatura.

PROCEDIMENTO

Para um porta-amostra adequado transferir uma quantidade
da amostra, rigorosamente conhecida. Fixar a temperatura
inicial e final do ensaio e a razéo de aquecimento. Iniciar o
aquecimento. Apos o ensaio, registrara curva da calorimetria
exploratoria diferencial escrevendo no eixo das abscissas a
temperatura, ou o tempo (valores crescentes da esquerda
para a direita) e o fluxo de calor no eixo das ordenadas,
indicando o sentido (endotérmico ou exotérmico). Na curva
DSC ilustrada na Figura 2 observa-se a variagdo entalpica
entre os pontos acd. O ponto de intersecgdo b, referente ao
prolongamento da linha de base com a tangente no ponto de
maior inclinac¢do (ponto de inflexdo) da curva, corresponde
a temperatura onset (inicio extrapolado do evento, T ),
empregado em eventos de fusdo como a temperatura inicial
da mudanga de estado. O fim do evento térmico ¢ marcado
pelo ponto ¢ (T, ), no entanto para finalidades do calculo
de area da curvas considera-se o ponto d (T, ). A variacdo
de entalpia (AH) do fendmeno ¢é proporcional a area sob
a curva limitada pelos pontos acd sendo determinado o
fator de proporcionalidade a partir da determinagdo da
entalpia de fusdo de uma substincia padrido conhecida
(indio, por exemplo) nas mesmas condigdes de trabalho.
Cada curva termo analitica ¢ registrada contendo os
seguintes dados: indicagdo da ultima calibragdo, tamanho
¢ identidade da amostra, tipo de porta-amostra, material de
referéncia, atmosfera (vazdo e composicdo do gas), taxa de
aquecimento e sensibilidade da célula calorimétrica.
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Figura 2 - Exemplo de uma curva DSC tipica e suas medidas.

Aplicagoes

A avaliagdo do fluxo de calor diferencial referente as
variagdes de capacidade térmica ¢ da entalpia das transigdes
de fase de uma substincia em funcdo da temperatura
pode ser utilizada para a determinagdo do ponto ¢ faixa
de fusdo; determinacdo da temperatura de sublimagio,
evaporagdo ¢ solidificacdo; determinagdo da temperatura
de transigdo vitrea; avaliacdo de polimorfismo, construgédo
de diagrama de fases, determinacdo da pureza (exceto as
substancias amorfas, os polimorfos instaveis na faixa da
temperatura experimental, os compostos que fundem
com decomposi¢do térmica ¢ as substancias que possuem
pureza inferior a 95%).

Determinagdo de pureza

O método ¢ baseado no fato de que a presenga de pequenas
quantidades de impurezas num dado material diminui o
seu ponto de fusdo e alarga a sua faixa global de fusdo.
A Figura 3 ilustra esse comportamento para trés amostras
hipotéticas, uma delas ¢ a padrdo e as outras duas contem
pequenas quantidades de impurezas.

Fluxo de calor

-—
Erdo

- Temperatura (*C) —————®

Figura 3 - Exemplo de curvas DSC de uma amostra
hipotética comdiferentes teores de pureza

Baseando-se na equacgdo de van’t Hoff (Equagdo 1), ¢
possivel a determinagdo da fragdo molar das impurezas X,
(nmimero de mols das impurezas pelo total de numero de

mols da amostra) considerando que ndo ha formagao de
fase solida durante a fuséo.

_ (T, — T,)AH;

RT, 2 (Equagido 1)

em que 7 representa a temperatura de fusdo da amostra; 7,
¢ o ponto de fusdo da substancia pura em graus Kelvin; R é
a constante dos gases (8,3143 J.K''. mol™'); AH ¢ o calor de
fusdo do principal componente expresso em J.mol™.

Quando nido ha formacao de fase sélida, a concentragdo de
impureza na fase liquida em uma dada temperatura durante
a fusdo ¢ inversamente proporcional a fracdo fundida
nessa temperatura e a diminui¢do do ponto de fusdo ¢
diretamente proporcional a fragdo molar de impureza. O
grafico da temperatura da amostra (7)) versus o inverso da
fragdo fundida (//F) na temperatura 7, resulta em uma reta
com inclinagdo igual a diminui¢do do ponto de fuséo (7 -
T ). O ponto de fusdo tedrico da substancia pura pode ser
obtido por extrapolagdo quando //F = 0.

_RT’X, (1/F)

AH,

y=T, (Equagdo 2)

Substituindo os valores experimentais obtidos para T - T,
AH e T, na equacio 1 ¢ possivel calcular a fragdo molar
das impurezas na amostra.

5.2.28 DETERMINACAO DA
OSMOLALIDADE

Osmolalidade ¢ uma forma pratica que dd uma medida total
da contribui¢do de varios solutos presentes na solucdo pela
pressdo osmdtica da solucdo. Uma aceitavel aproximacao
da osmolalidade em solugdo aquosa € dada por: & = vm®,
se o soluto ndo ¢ ionizado, v= 1; no entanto v é o numero
total de ions sempre presente ou formado pela lise da
solugdo de uma molécula de soluto; m = molalidade da
solucdo, que ¢ o nimero de moles do soluto por kilograma
de solvente; @ = coeficiente osmdtico molar o qual ¢
quantificado da intera¢do entre ions da carga oposta da
solugio. E dependente do valor de m. Se a complexidade
da solu¢do aumenta, @ comeca a ser dificil de medir. A
unidade de osmolalidade é osmol por kilograma (osmol/
kg), mas o submultiplo miliosmol por kilograma (mosmol/
kg) ¢ normalmente usado.

De outra forma descrita, a osmolalidade é determinada
pela medida da diminuigdo do ponto de congelamento.
Existe uma relago entre a osmolalidade e a diminui¢ao do
ponto de congelamento AT:

g, = AT/ 1,86 x 1000 mosmol/kg

EQUIPAMENTO

O equipamento — Osmdmetro - consiste de: contéiner
refrigerado para a medida; sistema de medicdo de
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temperatura munido de um termosensor, com um
dispositivo de medigdo de diferentes potenciais que
pode ser graduado para a diminuigdo da temperatura ou
diretamente na osmolalidade; e deve ser incluido um
recurso para homogeneizar a solugéo.

PROCEDIMENTO

Preparar a solucdo referéncia conforme descrito na Tabela
1. Determinar o zero do equipamento usando Agua. Calibrar

o equipamento usando a solugdo de referéncia: pipetar 50 a
250 uL da amostra a ser analisada; transferir para a célula de
medi¢do e iniciar o sistema de resfriamento. Normalmente,
um dispositivo de homogeneizar é programado para operar
atemperatura abaixo da esperada da diminuigao crioscopica
para prevenir super resfriamento. Um dispositivo indica
quando o equilibrio é alcangado. Antes de cada medigdo
rinsar a célula de medi¢do com a solugdo a ser examinada.

Tabela 1 - Informagdes para preparar-se a solucio de referéncia para a calibragio do Osmémetro.

Milssa em g da Osmolalidade real Osmolalidade ideal Coeficiente .D'”","’."ga‘:
solucdo de Cloreto de e crioscopica (°C)
sédio por kg de dgua (mosmol/kg) (mosmol/kg) osmotico molal

3,087 100 105,67 0,9463 0,186
6,260 200 214,20 0,9337 0,372
9,463 300 323,83 0,9264 0,558
12,684 400 434,07 0,9215 0,744
15,916 500 544,66 0,9180 0,930
19,147 600 655,24 0,9157 1,116
22,380 700 765,86 0,9140 1,302

Realizar a mesma operagdo com a amostra teste. Ler
diretamente a osmolalidade ou calcular pela medigdo
da diminui¢do do ponto de congelamento. O teste ¢
considerado valido quando o valor encontrado esta entre
dois valores da escala de calibragdo.

5.2.29 ENSAIOS FiSICOS E
FISICO QUIMICOS PARA
GORDURAS E OLEOS

5.2.29.1 DETERMINACAO DA
DENSIDADE RELATIVA

Proceder conforme descrito em Determinagcdo da
densidade de massa e densidade relativa (5.2.5).

5.2.29.2 DETERMINACAO DA
TEMPERATURA DE FUSAO

Proceder conforme descrito em Determinacdo da
temperatura e faixa de fusdao, Metodo III (5.2.2).

5.2.29.3 DETERMINACAO DA
TEMPERATURA DE SOLIDIFICACAO

SEPARACAO DOS ACIDOS GRAXOS

Transferir 75 mL de solugdo de hidréxido de potassio
em glicerol (25 g de hidroxido de potassio em 100 mL
de glicerol) para béquer de 1000 mL e aquecer a 150 °C.
Adicionar 50 mL de amostra tratada conforme indicado
na monografia especifica e prosseguir o aquecimento sob
agitacdo. A temperatura ndo deve ultrapassar 150 °C.
A saponificagdo ¢ dada por concluida quando a mistura
apresentar homogeneidade, sem vestigios de material
particulado. Transferir a mistura para outro béquer de 1000
mL, contendo 500 mL de agua quase fervente. Juntar,
lentamente, 50 mL de solucdo de acido sulftrico 25%
(v/v) e aquecer, sob agitagdo, até separacao definida de
fase limpida (&cidos graxos). Lavar a fase graxa com agua
fervente a fim de isenta-la de acido sulfarico e manté-la, em
béquer pequeno, em banho-maria fervente até decantacdo
da agua, deixando limpida a fase oleosa. Filtrar e recolher a
mistura de 4cidos graxos enquanto ainda quente em béquer
seco e desseca-la a 150 °C durante 20 minutos. Transferir a
mistura quente para frasco apropriado e manté-la em banho
de gelo até solidificacao.
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Para avaliar o grau de pureza dos acidos graxos separados
pelo procedimento anterior, transferir, previamente ao
congelamento, 3 mL da solugdo de 4cidos graxos dessecados
para tubo de ensaio e adicionar 15 mL de etanol. Aquecer a
solugdo até fervura e juntar 15 mL de hidréxido de aménio
6 M. A preparagdo resultante deve ser limpida.

PROCEDIMENTO

Proceder conforme descrito em Determinacdo da
temperatura de congelamento (5.2.4).

5.2.29.4 DETERMINACAO DO iNDICE DE
REFRACAO

O indice de refragdo ™4 de um meio referido ao ar ¢ igual
a relagdo entre o seno do angulo de incidéncia de um raio
luminoso no ar ¢ o seno do angulo de refragdo do raio
refratado no meio considerado. Salvo indicagdo contraria,
o indice de refracdo é determinado a 20 °C £ 0,5 °C e em
comprimento de onda 589,3 nm, correspondente ao da luz
da raia D do so6dio. Nesse caso, o simbolo que representa o

indice de refragdo é n%u .

Nos refratdmetros correntes ha determina¢do do angulo
limite. Em alguns aparelhos, a parte essencial ¢ um prisma
de indice de refragdo conhecido, em contato com o liquido
em ensaio.

Para calibragdo do aparelho, utilizar os liquidos de referéncia
mencionados na Tabela 1. O valor do indice de refracdo de
cada liquido de referéncia ¢ indicado no seu rétulo.

Tabela 1 — Liquidos de referéncia na

determinacio do indice de refragio.

Liquido de referéncia An/At (cocficiente
de temperatura)
Trimetilpentano 0,00049
Tolueno 0,00056
Metilnaftaleno 0,0048

Se for utilizada luz branca para a determinacdo do
indice de refracdo, o refratdbmetro possui um sistema de
compensagdo. O aparelho deverd fornecer leituras exatas
até a terceira casa decimal, no minimo, e possuir um
dispositivo que possibilite operar a temperatura prescrita:
o termdmetro possibilita a leitura com a aproximacao de,
pelo menos, 0,5 °C.

5.2.29.5 DETERMINACAO DO PODER
ROTATORIO

Proceder conforme descrito em Determinag¢do do poder
rotatorio e do poder rotatorio especifico (5.2.8).

5.2.29.6 DETERMINACAO DE AGUA

Proceder conforme descrito em Meétodo volumétrico
(5.2.20.1).

5.2.29.7 INDICE DE ACIDEZ

O indice de acidez, /,, expressa, em miligramas, a
quantidade necessaria de hidroxido de potassio para a
neutralizagdo dos acidos graxos livres em 1 g de amostra.

Indices elevados de acidez sdo sugestivos de hidrolise
acentuada dos ésteres constituintes da matéria graxa.
As causas da degradagdo incluem tratamentos quimicos
integrantes dos processos industriais de extragdo e
purificacdo, atividade bacteriana, agdo catalitica (calor,
luz), estocagem inadequada e presenga de impurezas como
a umidade, entre outros.

PROCEDIMENTO

Pesar, colocada em erlenmeyer de 250 mL, cerca de 10,0 g
ou exatamente a quantidade prescrita (em g) da substancia
teste. Adicionar 50 mL de uma mistura de etanol 96% e éter
etilico (1:1) v/v. Exceto quando houver indicagdo contraria
na monografia especifica, a mistura de solventes deve
ser previamente neutralizada com hidroxido de potassio
0,1 M, ou hidroxido de sédio 0,1 M, em presenga de 0,5
mL de solugdo de fenolftaleina. Aquecer a amostra até 90
°C se for necessario para a dissolugdo da mesma. Apods
solubilizagdo completa; titular com hidroxido de potassio
0,1 M até observacdo da cor rosa palida persistente por,
no minimo, 15 segundos. Proceder ao ensaio em branco e
corrigir o volume de titulante consumido.

Calcular o /, de acordo com a equag@o:
_5,610n
i

Ty

Em que

n = volume (em mL) de hidroxido de potassio 0,1 M gasto
na titulagdo
m = massa de amostra em gramas.

5.2.29.8 DETERMINACAO DO INDICE DE
SAPONIFICACAO

O indice de saponificagdo [/ exprime, em miligramas,
a quantidade de hidroxido de potdssio necessaria para
neutralizar os acidos livres e saponificar os ésteres
existentes em 1 g de substancia.

O [, fornece indicios de adulteragdes da matéria graxa com
substancias insaponificaveis (6leo mineral, por exemplo).
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Salvo indicagdo na monografia especifica, utilizar a
quantidade de amostra indicada na Tabela 1.

Tabela 1 — Quantidade de amostra para
determinar o indice de saponificacio.

Valor esperado de I QZr‘;lz’::t‘Zd(:r)de

3-10 12-15
10 - 40 8-12

40 - 60 5-8

60 - 100 3-5

100 - 200 2,5-3

200 - 300 1-2

300 - 400 0,5-1

Pesar, colocada em baldo de 250 mL, a quantidade de
amostra indicada (m), adicionar 25,0 mL de solucgdo
metandlica de hidroxido de potassio 0,5 M e algumas
pedras de ebuligdo. Adaptar o condensador de refluxo
vertical. Aquecer em banho-maria durante 30 min, salvo
em indicagdo especifica. Acrescentar 1 mL de solucgdo
de fenolftaleina e titular, imediatamente, o excesso de
hidréxido de potassio com solugdo de acido cloridrico 0,5
M (mL). Efetuar ensaio em branco nas mesmas condigdes
e corrigir o volume do titulante (7, mL).

Calcular o indice de saponificagdo (/), utilizando a
expressao:

_ 28,05(n, — ny)
- 1

5.2.29.9 DETERMINACAO DO INDICE DE
ESTERES

Is

O indice de ésteres, /,, expressa a quantidade de hidroxido
de potassio, em miligramas, necessaria para a saponificagdo
dos ésteres presentes em 1 g de amostra. O /; € calculado a
partir do indice de saponificacio / e do indice de acidez /,,
conforme a equagao:

5.2.29.10 DETERMINACAO DO INDICE
DE I0DO

O indice de iodo 7, expressa, em gramas, a quantidade de
iodo suscetivel a complexagdo em 100 g de substincia

sob as condi¢des descritas a seguir. Constitui medida
quantitativa do grau de insatura¢des dos acidos graxos,
esterificados e livres, na amostra. O [, valor encontrado na
determinagdo ¢ sugestivo do grau de pureza do material
ensaiado bem como da presenca de adulterantes. A
substituicdo do Método A pelo Método B deve ser objeto
de uma validagdo.

METODO A

Salvo indicagdo na monografia especifica, utilizar a
quantidade de amostra indicada na Tabela 1.

Tabela 1 — Quantidade de amostra para
determinacio do indice de iodo.

Indice esperado I Quantidade de amostra

Inferior a 20 1,0
20— 60 0,5-0,25
60 — 100 0,25-0,15

Superior a 100 0,15-0,10

Em recipiente de 250 mL, munido de rolha esmerilhada,
seco, ou lavado com acido acético glacial, introduzir a
amostra (m g) e dissolvé-la em 15 mL de cloroférmio,
salvo em indicagcdes especificadas na respectiva
monografia. Acrescentar 25,0 mL de solugdo de brometo
de iodo. Tampar o recipiente e conserva-lo sob protegdo
da luz durante 30 min, agitando-o, frequentemente. Apds
adi¢do de 10 mL de solucdo de iodeto de potassio a 100
g/L e 100 mL de agua, titular com tiossulfato de sodio 0,1
M agitando, energicamente, até que a coloracdo amarela
quase tenha desaparecido. Juntar 5 mL de solugdo de
amido e continuar a titulagao, adicionando o tiossulfato de
sodio 0,1 M, gota a gota, agitando, até o desaparecimento
da colorag@o (n, mL). O teste em branco deve ser realizado
nas mesmas condiges e sem a amostra (7, mL).

Calcular o indice de iodo pela expressao:

_ 1,269 (n,-n,)

m

I;

METODO B

Salvo indicacdo em contrario, utilizar a quantidade de
amostra indicada na Tabela 2.
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Tabela 2 — Quantidade de amostra para determinagio do indice de iodo.

Massa (g) correspondente

Indice de iodo provivel I a um excesso de 150

Massa (g) correspondente

2 um excesso de 100 Solucao de cloreto

por cento de ICI por cento de ICI de iodo (mL)
<3 10 10 25
3 8,4613 10,5760 25
5 5,0770 6,3460 25
10 2,5384 3,1730 20
20 0,8461 1,5865 20
40 0,6346 0,7935 20
60 0,4321 0,5288 20
80 0,3173 0,3966 20
100 0,2538 0,3173 20
120 0,2115 0,2644 20
140 0,1813 0,2266 20
160 0,1587 0,1983 20
180 0,1410 0,1762 20
200 0,1269 0,1586 20

Em recipiente de 250 mL com rolha esmerilada, previamente
lavado com acido acético glacial ou seco, introduzir a
quantidade de amostra (m g) e dissolvé-la em 15 mL de uma
mistura de volumes iguais de ciclohexano ¢ acido acético
glacial, salvo em indicagdo contraria. Se necessario, fundir
previamente a substancia (ponto de fusdo superior a 50 °C).
Adicionar, lentamente, o volume de soluc¢do de cloreto de
iodo indicado na Tabela 2. Tampar o recipiente ¢ agitar, ao
abrigo da luz, durante 30 min, salvo indicag@o contraria.
Adicionar 10 mL de solugdo de iodeto de potassio a 100
g/L e 100 mL de agua. Titular com tiossulfato de sodio 0,1
M, agitando, energicamente, até que a coloragdo amarela
quase desaparega. Acrescentar 5 mL de solugdo de amido e
continuar a titulagdo adicionando, gota a gota, o tiossulfato
de sodio 0,1 M até desaparecimento da coloragdo (7, mL de
tiossulfato de sodio 0,1 M). Realizar um ensaio em branco
nas mesmas condigdes (7, mL de tiossulfato de sédio 0,1 M).

Calcular o indice de iodo utilizando a seguinte expressao:

_ 1,269 (n, - n,)

- 1.269(n.-n)

5.2.29.11 DETERMINACAO DO INDICE
DE PEROXIDOS

I;

O indice de peréxido I ¢ o nimero que exprime, em
miliequivalentes de oxigénio ativo, a quantidade de
peroxido em 1000 g de substancia.

Se a monografia ndo indicar o método a ser utilizado,
executar o Método A. A substituigdo do Método A pelo
Meétodo B é sempre objeto de validag@o.

METODO A

Pesar 5,00 g da amostra, colocada em erlenmeyer de 250 mL
com rolha esmerilhada. Adicionar 30 mL de uma mistura
v/v de éacido acético glacial e cloroférmio (proporgdo
3:2). Agitar até dissolugdo da amostra e juntar 0,5 mL de
solucdo saturada de iodeto de potassio. Agitar durantel

min, exatamente, ¢ adicionar 30 mL de agua. Titular com
tiossulfato de sodio 0,01 M, adicionando, lentamente, sem
cessar a agitagdo enérgica até que a coloracdo amarela
tenha quase desaparecido. Acrescentar 5 mL de solugdo
de amido. Continuar a titulagdo agitando energicamente,
até desaparecimento da coloragdo (n, mL de tiossulfato de
sodio 0,01 M). Realizar um ensaio em branco nas mesmas
condigdes (n, mL de tiossulfato de sédio 0,01 M). O ensaio
em branco ndo consome mais de 0,1 mL de tiossulfato de
sodio 0,1 M.

Calcular o indice de peroxidos pela expressao:

10(n, — nz)
Iy = ———
m

METODO B
Nota: operar ao abrigo da luz.

Num erlenmeyer, com rolha esmerilhada, introduzir
50 mL de uma mistura v/v de acido acético glacial com
trimetilpentano (3:2). Arrolhar e agitar até dissolugdo da
amostra (Tabela 1). Adicionar 0,5 mL de solugdo saturada
de iodeto de potassio, arrolhar novamente e deixar a solugéo
em repouso durante 60 = 1s. Nesse tempo de repouso, agitar,
pelo menos, trés vezes e, em seguida, acrescentar 30 mL
de agua. Titular com solugéo de tiossulfato de sodio 0,01
M (v, mL), adicionado lentamente, com agitagdo enérgica
e constante, até desaparecimento quase total da coloragdo
amarela dada pela presenca do iodo. Adicionar cerca de
0,5 mL de solu¢do de amido SI e continuar a titulagdo, sem
cessar a agitagdo, em especial quando estiver proximo do
ponto de equivaléncia, para garantir a liberagdo do iodo do
solvente. Adicionar, gota a gota, a solugdo de tiossulfato
de sodio até que a cor azul comece a desaparecer. Se na
titulagdo for gasto menos de 0,5 mL de tiossulfato de sodio
0,1 M, repetir o procedimento utilizando tiossulfato de
sodio 0,01 M (v, mL) sob agitagdo constante € enérgica.
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No caso do indice de perdxido for igual ou superior a 70, e
ocorrendo retardo na mudanga de cor do indicador amido
de 15 a 30 s, agitar, vigorosamente, até o desaparecimento
da coloragdo amarela. Isso é devido a tendéncia do
trimetilpentano sobrenadar na fase aquosa ¢ ao tempo
necessario para obter uma mistura adequada entre o
solvente e o titulante aquoso.

Para indices de peroxido inferiores a 150, utiliza-se
tiossulfato de s6dio 0,01 M. Pode adicionar-se a mistura uma
pequena quantidade (0,5 a 1,0% (m/m)) de emulsificante
apropriado, para retardar a separacdo das fases e diminuir o
tempo de liberacao do iodo (por exemplo, polissorbato 60).
Efetuar um ensaio em branco (v, mL). Se for consumido,
mais de 0,1 mL de tiossulfato de sodio 0,01 A, substituir
os reagentes e repetir a titulacdo. O indice de peréxido ¢é
calculado pela férmula a seguir.

_1000 (v, -w)c

m

b

em que:

¢ = concentra¢do da solugdo de tiossulfato de s6dio em
moles por litro.

Tabela 1 - Quantidade de amostra para
determinacdo do indice de peréxido

Valor esperado de I Quantidade de amostra (g)
0-12 2,00-5,00
12-20 1,20 -2,00
20-30 0,80 -1,20
30-50 0,500 - 0,800
50-90 0,300 - 0,500

5.2.29.12 DETERMINACAO DO INDICE
DE HIDROXILA

O indice de hidroxila I, ¢ o nimero que exprime, em
miligramas, a quantidade de hidroxido de potassio
necessaria para a neutralizagdo de acido que se combina,
por acilagdo, com 1 g de substancia.

METODO A

Introduzir a amostra, exatamente pesada (g), de acordo com
a quantidade indicada na Tabela 1, em baldo de acetilagio
de 150 mL, salvo se na monografia especifica estiver
preconizado outro valor. Adicionar o volume de solugdo
de anidrido acético indicado ¢ adaptar o condensador de
refluxo.

Tabela 1 — Quantidade de amostra e
volume do reagente acetilante.

Volume de

uantidade de reagente (de
Lonesperado Qamostra (2 acet;'g;agdo)(em

mililitros

10 - 100 2,0 5,0

100 - 150 1,5 5,0

150 - 200 1,0 5,0

200 - 250 0,75 5,0

250 - 300 0,6 ou 1,20 5,0 ou 10

300 - 350 1,0 10,0

350 - 700 0,75 15,0

700 - 950 0,5 15,0

Aquecer em banho-maria durante 1 h, cuidando para
manter o nivel da agua do banho cerca de 2,5 cm acima do
nivel do liquido contido no baldo. Retirar o baldo e deixa-lo
arrefecer. Adicionar 5 mL de agua através da extremidade
superior do condensador. Se a adigdo da agua originar uma
turvagdo, acrescentar piridina até o desaparecimento da
turvacdo e anotar o volume adicionado. Agitar, aquecer
novamente o baldo em banho de agua durante 10 min.
Retirar o baldo e deixa-lo arrefecer. Lavar o condensador
e as paredes do baldo com 5 mL de alcool, previamente
neutralizado em presenga de solugdo de fenolftaleina.
Titular com solugdo alcodlica de hidroxido de potassio
0,5 M, em presenga de 0,2 mL de solugdo de fenolftaleina
SI (n, mL). Realizar um ensaio em branco, nas mesmas
condigdes (7, mL).

Calcular o indice de hidroxila utilizando a expressdo:

102280500 -m) ¢
m

em que

1, = Indice de acidez

METODO B

Em erlenmeyer seco e munido de rolha esmerilhada
introduzir a tomada de ensaio (m g). Adicionar 2,0 mL de
reagente de anidrido propidnico, arrolhar o baldo e agitar
suavemente, até dissolugdo. Apos 2 h de repouso, salvo
sob indicagdo contraria, retirar a rolha do erlenmeyer e
transferir seu contetido para outro de 500 mL com boca
larga contendo 25,0 mL de solug@o de anilina a 9 g/L
em ciclohexano e 30 mL de acido acético glacial. Agitar
e apds 5 min de repouso adicionar 0,05 mL de solugdo
cristal violeta SI. Titular com acido perclérico 0,1 M até a
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viragem para verde esmeralda (n, mL). Realizar um ensaio
em branco nas mesmas condigdes (7, mL).

Calcular o indice de hidroxila utilizando a expressao:

IOH=5,6],?1 (n.-n) I

em que
1, = Indice de acidez

Pela possibilidade de haver presenca de agua, determinar o
teor de umidade (y por cento) na amostra segundo o método
especifico. O indice de hidroxila é obtido pela equacao:

1,,,= (indice encontrado) - 31,1y

5.2.29.13 DETERMINACAO DO INDICE
DE ACETILA

O indice de acetila ¢ a quantidade de alcali, em mg de
hidroxido de potassio, necessaria para a neutralizagdo do
acido acético liberado pela hidrdlise de 1 g de substancia
acetilada. E usado para estabelecer o grau de presenga de
alcoois livres em substancias graxas. E calculado com base
na diferenga entre os indices de saponificagdo da substancia
acetilada pela técnica descrita a seguir e da substéncia ndo
acetilada.

PROCEDIMENTO

Transferir 10 g de substancia e 20 mL de anidrido acético
para baldo Kjeldahl de 200 mL de capacidade. Adaptar
o condensador de refluxo. Apoiar o frasco sobre tela de
amianto em cujo centro tenha sido cortado orificio de cerca
de 4 cm de didametro e aquecer sobre chama de bico de gas
com altura maxima de 25 mm (evitando que achamaalcance
a base do baldo). Manter em ebuli¢do regular durante 2
horas, resfriar e transferir o contetido do baldo para béquer
de 1000 mL contendo 600 mL de agua. Adicionar 0,2 g de
p6 de pedra pomes e ferver durante 30 minutos. Resfriar
e transferir a mistura para funil de separacdo, rejeitando a
camada aquosa inferior. Lavar a substancia acetilada com
trés ou mais porg¢des de 50 mL de solugdo saturada quente
de cloreto de sodio, até que a solugdo de lavagem ndo mais
forneca reagdo acida ao papel de tornassol. Adicionar,
ainda, 20 mL de agua quente ao funil e agitar, removendo,
em seguida, o mais completamente possivel, a fase aquosa.
Transferir a substancia para capsula de porcelana, adicionar
1 g de sulfato de sddio pulverizado e filtrar através de papel
de filtro pregueado. Determinar o indice de saponificagdo
da substancia original, ndo acetilada, e da substancia
acetilada pelo procedimento descrito e calcular o indice de
acetila pela formula:

;. _(b—a)1335
A6 T {335 q

em que

a = indice de saponificacdo da substancia original,
b = indice de saponificagdo da substancia acetilada.

5.2.29.14 DETERMINACAO DE
SUBSTANCIAS INSAPONIFICAVEIS

Substancias insaponificaveis sdo aquelas remanescentes a
reacdo de saponifica¢do, ndo volateis a 100 - 105 °C e que
foram carreadas no processo de extragdo da substancia a
ensaiar.

Se a monografia especifica ndo indicar o procedimento,
utilizar o Método 1. Utilize material de vidro com boca
esmerilhada e desengordurado.

METODO I

Adicionar 2,0 - 2,5 g da amostra em baldo de 250 mL.
Adicionar 25 mL de hidréxido de potassio etandlico 0,5 M.
Acoplar um condensador de refluxo ao baldo e ferver em
banho-maria por 1 hora, sob agitacdo. Transferir o conteudo
do baldo para funil de separag@o, usando 50 mL de 4gua e,
enquanto o liquido inda estiver morno, extrair, mediante
agitacdo vigorosa, com trés quantidades de 50 mL de éter
isento de peroxidos. Lavar o baldo com a primeira aliquota
de éter. Misturar as solugdes etéreas em funil de separagdo
contendo 20 mL de 4gua. (Se as solucdes etéreas contém
solidos em suspensdo, filtrar para o funil de separacdo
através de um filtro de papel livre de gordura. Lavar o
filtro com éter livre de perdéxido). Agitar, cuidadosamente,
e descartar a fase aquosa. Lavar a fracdo organica, com
duas porgdes de 20 mL de agua. Em seguida, adicionar
trés quantidades de 20 mL de hidréxido de potéssio 0,5 M
e agitar, vigorosamente, em cada uma das adi¢cdes. Apds
cada tratamento deve ser realizada lavagem com 20 mL
de agua. Finalmente, lave com quantidades sucessivas de
20 mL de agua até que a fase aquosa ndo mostre reagdo
alcalina em presenca de fenolftaleina. Transferir a fragdo
orgéanica para um baldo previamente tarado, lavando o funil
de separacao com éter isento de perdxidos. Eliminar o éter
e adicionar 3 mL de acetona ao baldo. Eliminar o solvente
por completo até constante a temperatura nao superior a
80 °C. Dissolver o contetido do baldo em 10 mL de etanol
recentemente fervido (96%) e previamente neutralizado.
Titular com hidréxido de sédio etanolico 0,1 M e solugcao
de fenolftaleina como indicador. Se o volume de solugao
titulante gasto ndo exceder 0,1 mL, a quantidade de residuos
pesados, deve ser tomado como matéria insaponificavel.
Calcular a matéria insaponificavel como uma porcentagem
da substancia a ser examinada. Se o volume de titulante
gasto exceder 0,1 mL, a quantidade de residuos pesados
nao podem ser tomadas como a matéria insaponificavel e
do teste deve ser repetido.

METODO 11

Num baldo de 250 mL, acoplado em sistema de condensacao
por refluxo, introduzir a quantidade prescrita (m g) da
amostra. Juntar 50 mL de solugfo alcoolica de hidréxido
de potassio 2 M e aquecer em banho-maria, durante 1 h
sob agitagdo. Apos arrefecer a temperatura inferior a 25
°C, transfirir o contetido do baldo para funil de separagao.
Adicionar 100 mL de agua. Adicionar 100 mL de éter isento
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de peroxidos e agitar cautelosamente. Repetir a operagdo
mais duas vezes com 100 mL de éter etilico. Reunir as
fragdes etéreas em outro funil de separagdo contendo 40
mL de agua. Agitar, suavemente, durante alguns minutos e
deixar separar as fases. Rejeitar a fase aquosa. Lavar a fase
etérea duas vezes com 40 mL de agua a cada vez. Lavar
em seguida, sucessivamente, com 40 mL de hidroxido
de potassio a 30 g/l e com 40 mL de agua. Repetir trés
vezes esta operagdo. Lavar, repetidamente, a fase etérea
com 40 mL de agua de cada vez, até que a fase aquosa néo
dé reacdo alcalina a fenolftaleina. Transferir a fase etérea
para um baldo, tarado, lavando o funil de separagdo com
éter isento de peroxidos. Evaporar o éter até a secura, com
as precaugdes usuais. Juntar 6 mL de acetona ao residuo.
Eliminar, cuidadosamente, o solvente em corrente de ar.
Seque a 100 - 105 °C, até massa constante, deixe arrefecer
em dessecador e pese (a g). O resultado ¢é calculado em
percentagem m/m.

100a

m

% de insaponificiveis =

Dissolver o residuo em 20 mL de alcool, neutralizados
previamente em presenca de solugdo de fenolftaleina ¢
titular com solugdo alcodlica de hidroxido de sodio 0,1 M.
Se o volume de solugdo alcoolica de hidroxido de sddio
0,1 M gasto nessa titulagdo for superior a 0,2 mL, indica
que houve separagdo incompleta das duas fases e residuo
obtido ndo pode ser considerado insaponificavel. O ensaio
deve ser repetido.

5.2.29.15 IDENTIFICACAO DE OLEOS
FIXOS

5.2.29.15.1 Identificagao dos 6leos vegetais por
cromatografia em camada delgada

Fase fixa: gel de silica octadecilsilanizada (RP-18).

Solugdo amostra. Salvo indicagdo em monografia
especifica, dissolver cerca de 20 mg (1 gota) da amostra
em 3 mL de diclorometano.

Solugdo padrdo. Dissolver cerca de 20 mg (1 gota) de 6leo
de milho em 3 mL de diclorometano.

Procedimento. Aplicar, separadamente, 1 plL de cada
solucdo na placa. Desenvolver duas vezes na distancia de
0,5 cm com éter. Em seguida, desenvolver duas vezes a
distancias de 8 cm com mistura de diclorometano, acido
acético glacial com acetona (2:4:5). Deixar a placa secar ao
ar ¢ nebulizar com solugdo de acido fosfomolibdico a 100
g/L em alcool. Aquecer a placa a 120 °C durante cerca de 3
min. Examinar a luz do dia.

O cromatograma apresenta manchas comparaveis as
reproduzidas na Figura 1.
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Figura 1 - Cromatografia em camada delgada
para a identificacdo dos oleos fixos.

1 Oleo de amendoim 6 Oleo de soja

2 Azeite de oliva 7 Oleo de girassol
3 Oleo de sésamo 8 Oleo de canola
4 Oleo de milho

5 Oleo de améndoas

9 Oleo de canola (isento de 4cido ertcico)

10 Oleo de germes de trigo

5.2.29.15.2 Impurezas alcalinas

Introduzir 10 mL de acetona recentemente destilada,
0,3 mL de agua e 0,05 mL de solugdo alcodlica de azul
de bromofenol a 0,4 g/ em tubo de ensaio. Neutralizar,
se necessario, com acido cloridrico 0,01 M ou hidréxido
de sodio 0,01 M. Adicionar 10 mL da amostra, agitar e
deixar em repouso. O ponto de viragem ¢ indicado pelo
desenvolvimento de cor amarela na camada superior. Nao
¢ necessario volume superior a 1,1 mL de 4cido cloridrico
0,01 M.

5.2.29.15.3 Oleos estranhos em 6leos vegetais
por cromatografia em camada delgada

Proceder por cromatografia em camada delgada (5.2.17.1),
utilizando placa (kieselguhr G). Impregnar a placa,
colocando-a numa camara fechada contendo a quantidade
necessaria da mistura de éter etilico e parafina liquida
(90:10; v/v) de forma a que a superficie do liquido atinja
cerca de 5 mm da camada de adsorvente. Quando a mistura
de impregnacdo tiver percorrido, pelo menos, 12 cm da
camada, retirar a placa da camara e deixar evaporar o
solvente durante 5 min. Desenvolver na mesma dire¢do da
impregnagao.

Preparagdo da mistura de dcidos graxos. Aquecer sob
refluxo, durante 45 min, 2 g da amostra com 30 mL de
solucdo alcodlica de hidroxido de potassio 0,5 M. Juntar
50 mL de 4gua, deixar arrefecer. Transferir para funil de
separacdo. Agitar trés vezes com 50 mL de éter etilico de
cada vez. Rejeitar as solugdes etéreas. Acidificar a fase
aquosa com acido cloridrico e agitar trés vezes com 50 mL
de éter etilico de cada vez. Retina as solugdes etéreas e lave-
as trés vezes com 10 mL de agua de cada vez. Rejeitar as
aguas de lavagem. Adicionar sulfato de sddio anidro a frag@o
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etérea e filtrar. Evaporar o éter em temperatura inferior a 50
°C. Utilizar o residuo para preparar a solugao problema.

Os acidos graxos podem, também, ser obtidos a partir da
solugdo saponificada resultante da reagdo de determinagdo
de insaponificaveis.

Solugdo amostra. Dissolver 40 mg da mistura de acidos
graxos obtidos da amostra em 4 mL de cloroférmio.

Solu¢do padrdo. Dissolver, em 4 mL de cloroférmio, 40
mg da mistura de acidos graxos obtidos a partir de uma
mistura de 19 volumes de 6leo de milho e 1 volume de
6leo de canola.

Procedimento. Aplicar, separadamente, na placa, 3 uL de
cada solucdo. Desenvolver o cromatograma com mistura
de acido acético glacial: agua (90:10 v/v) por percurso
de 8 cm. Secar a placa a 110 °C durante 10 min. Deixar
arrefecer. Introduzir a placa, salvo indicagdo em contrario,
em cuba de cromatografia saturada de vapores de iodo.
Para tal, coloque iodo em cristalizador, de forma baixa,
no fundo da cuba. Apds certo tempo, aparecem manchas
castanhas ou amarelas acastanhadas. Retirar a placa da
cuba e aguardar alguns minutos. Quando a coloracdo de
fundo, castanha da camada desaparecer, pulverizar com
solu¢do de amido; aparecem, entdo, manchas azuis que,
quando secam, podem passar a castanhas e voltam de
novo a azul ap6s pulverizagdo com agua. O cromatograma
obtido com a Solu¢do amostra apresenta sempre manchas
correspondentes as manchas do cromatograma obtido com
a Solugdo padrdo: uma com Rf préoximo de 0,5 (acido
oleico) e outra com Rf proéximo de 0,65 (acido linoleico).
Em certos oOleos pode aparecer uma mancha com Rf
proximo de 0,75 (4cido linolénico). Por comparagdo com
o cromatograma obtido com a Solugdo padrdo, verifique
a auséncia da mancha com Rf 0,25 (acido erticico) no
cromatograma obtido com a solu¢do problema.

5.2.29.15.4 Oleos estranhos em 6leos fixos por
cromatografia a gés

Quando ndo houver qualquer indicacdo na monografia
especifica, utilize o Método A. A pesquisa de oOleos
estranhos ¢ efetuada sobre os ésteres metilicos dos acidos
graxos do 6leo em analise, utilizando cromatografia a gas
(5.2.17.5).

METODO A

Esse método nao se aplica aos dleos contendo glicerideos de
acidos graxos com grupos epoxi, hidro epoxi, ciclopropilo
ou ciclopropenilo, nem aos que contém grande quantidade
de 4cidos graxos com numero de atomos de carbono na
cadeia inferior a §, nem aqueles cujo indice de 4cido seja
superior a 2,0.

Solug¢do amostra. Se a monografia indicar, seque a amostra
antes de iniciar o ensaio. Pesar 1,0 g da amostra, em baldo
de boca esmerilhada de 25 mL. Acoplar condensador de
refluxo e um dispositivo que possibilite fazer passar uma
corrente de nitrogénio no interior do baldo. Adicionar 10

mL de metanol anidro e 0,2 mL de solu¢do de hidroxido
de potassio a 60 g/ em metanol. Adaptar o condensador e
fazer passar uma corrente de nitrogénio com fluxo de cerca
de 50 mL/min até eliminagdo do ar. Agitar e aquecer a
ebulicdo. Quando a preparagao ficar limpida (normalmente
cerca de 10 min depois), aquecer por mais 5 min. Arrefecer
em agua corrente ¢ transfirir para um funil de separag@o.
Lavar o baldo com 5 mL de heptano, adicionar ao contetido
do funil de separag@o e agitar. adicionar 10 mL de solugdo
de cloreto de sodio a 200 g/L e agitar vigorosamente.
Deixar separar as fases e transfirir a fase organica para um
baldo contendo sulfato de s6dio anidro. Deixar em repouso
e filtrar.

Solugdo padrdo (a). Preparar 0,50 g de mistura de
substancias de referéncia, conforme prescrito namonografia
especifica. Se a monografia ndo indicar a solug¢do padrao,
utilize uma das que sdo descritas na Tabela 1. Dissolver
em heptano e diluir a 50,0 mL com o mesmo solvente.
Observagdo: Para cromatografia em coluna capilar e razao
de split é recomendado que o componente com cadeia
longa da mistura em analise seja adicionado a mistura de
calibragdo, quando a analise quantitativa for realizada por
curva de calibragao.

Solugdo padrdo (b). Diluir 1,0 mL da solugao padrio (a) e
completar para 10,0 mL com heptano.

Solugdo padrdo (c). Preparar 0,50 g de uma mistura de metil
ésteres de acidos graxos conforme indicado na monografia
da substéncia em andlise. Dissolver em heptano e diluir
até 50 mL em baldo volumétrico com o mesmo solvente.
Misturas comerciais de metil ésteres de acidos graxos,
também, podem ser utilizadas.

Condi¢oes cromatograficas
Coluna:

- material: silica fundida, vidro ou quartzo;

- tamanho: 10 a 30 m de comprimento ¢ 0,2 a 0,8 mm de
diametro interno;

-faseestacionaria: poli(cianopropil)metilfenilmetilsiloxano
ou de macrogol

20 000 (espessura do filme de 0,1 a 0,5 um) ou outra fase
estacionaria apropriada;

Gas de arraste: hélio ou hidrogénio para cromatografia;

Fluxo do gas de arraste: 1,3 mL/min (para colunas de 0,32
mm de didmetro interno);

Razdo de split: 1:100 ou menor, de acordo com o didmetro
interno da coluna em uso (1:50 quando o didmetro for de
0,32 mm);

Detector: ionizagao de chama,
Temperatura:

- coluna: 160 - 200 °C, de acordo com a fase estaciondria
e comprimento (200 °C para uma coluna de 30 m de
comprimento, revestida internamente com macrogol
20 000). Se necessario ou indicado na monografia da
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substdncia em analise, elevar a temperatura da coluna
de 170 a 230 °C com rampa de aquecimento de 3 °C por
minuto (coluna com macrogol 20 000).

- injetor: 250 °C;
- detector: 250 °C;

Volume de injecdo: 1 puL;

Sensibilidade: A altura do pico principal no cromatograma
obtido com a Solug¢do de padrdo (a) é de 50 a 70% da
escala total do registrador.

Adequacgdo do sistema quando forem utilizadas as misturas
de substancias referéncia (Tabela 2).

Observagdo. Para cromatografia em coluna capilar e razdo
de split é recomendado que o componente com cadeia
longa da mistura em analise seja adicionado & mistura de
calibrag¢@o, quando a analise quantitativa for realizada por
curva de calibracdo.

- resolugdo: no minimo, de 4 entre os picos de caprilato
de metila e caprato de metila, calculados no cromatograma
obtido com a Solugdo padrao (a);

- razdo sinal/ruido: no minimo, 5 para o pico referente ao
caprato de metila, observado no cromatograma obtido pela
analise da Solugdo padrao (b);

- numero de pratos tedricos: minimo de 15000, calculado
para o pico correspondente ao caproato de metila.

Adequacgdo do sistema quando forem utilizadas as misturas
de substancias referéncia listadas nas Tabelas 1, ou 3:

Observagdo. Para cromatografia em coluna capilar e razdo
de split é recomendado que o componente com cadeia
longa da mistura em analise seja adicionado a mistura de
calibragdo, quando a analise quantitativa for realizada por
curva de calibragédo.

- resolugdo: no minimo, de 1,8 entre os picos de oleato de
metila e estearato de metila, calculados no cromatograma
obtido com a Solu¢do padrao (a);

- razdo sinal/ruido: no minimo, 5 para o pico referente ao
miristato de metila observado no cromatograma obtido
pela andlise da Solu¢do padrao (b);

- numero de pratos teéricos: minimo de 30 000, calculado
para o pico correspondente ao estearato de metila.

Avaliag¢do do cromatograma. Evite condigdes de analise que
possibilitem o surgimento de ‘picos mascarados’ (presenga
de constituintes com tempos de reten¢do préximos como,
por exemplo, os acidos linolénico e araquidico).

Andalise qualitativa

Identificar os picos do cromatograma obtido com a Solu¢do
padrdo (c) (em condigdes isotérmicas de operacdo ou com
programagdo linear de temperatura).

Quando forem utilizadas condigdes isotérmicas de
operagdo, os picos podem ser identificados por comparagao

com o cromatograma obtido da Solu¢do padrdo (a) e
informagdes registradas nas Tabelas 1, 2, ou 3:

a) medir o tempo de retengdo reduzido (t’,) de cada pico
obtido da Solugdo padrdo (a). O ' € o tempo de retencdo
medido em relagdo ao pico do solvente e ndo em relacio ao
tempo da injegdo. Tragar a reta por meio da equagdo:

Log (t’,)=f (nimero de carbonos da cadeia equivalente)

b) os logaritmos dos tempos de retengdo reduzidos
dos acidos insaturados sdo pontos da reta com valores
ndo inteiros de atomos de carbono denominados de
‘comprimento equivalente de cadeia’. O comprimento
equivalente de cadeia corresponde ao nimero tedrico de
atomos de carbonos de acidos graxos saturados que teriam
o mesmo t’ . Por exemplo, o 4cido linoleico possui t’,
como acido graxo teoricamente saturado com 18,8 atomos
de carbono. Identificar os picos do cromatograma obtido
com a solugdo teste por curva de calibragdo e pelo tempo
de retengdo reduzido. Comprimentos de cadeia estdo
registrados na Tabela 4.

Andlise quantitativa

Geralmente, a quantificagdo ¢ realizada usando o método
de normalizacdo, no qual a soma das areas sob os picos
do cromatograma, com exce¢do do pico do solvente,
¢ considerada como sendo igual a 100%. Utilizar,
preferencialmente, um integrador eletronico.

O teor percentual de cada componente ¢ calculado
determinando a area sob o pico correspondente em relagédo
a soma das areas sob todos os picos. Ndo considerar os
picos cuja area for inferior a 0,05 por cento da area total.

Em determinados casos, quando a cadeia de acidos graxos
¢ inferior ou igual a doze atomos de carbono, podem ser
indicados fatores de corre¢@o nas monografias individuais
para converter a rea sob o0s picos em porcentagem m/m.

Tabela 1 — Mistura de substancias para calibracio.

Mistura de substdncias Composigdo (% m/m)
Laurato de metila 5
Miristato de metila 5
Palmitato de metila 10
Estearato de metila 20
Araquidato de metila 40
Oleato de metila 20

Tabela 2 — Mistura de substincias para calibracio.

Mistura de substdincias Composigdo (% m/m)
Caproato de metila 10
Caprilato de metila 10
Caprato de metila 20
Laurato de metila 20
Miristato de metila 40




158

Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢do

Tabela 3 — Mistura de substéncias para calibracio.

Mistura de substancias

Composicio (% m/m)

Miristato de metila 5
Palmitato de metila 10
Estearato de metila 15
Araquidato de metila 20
Oleato de metila 20
Eicosanoato de metila 10
Behenato de metila 10
Lignocerato de metila 10

Tabela 4 - Comprimento equivalente de cadeia
(valores calculados a partir de curva de calibragio
e analise com coluna de macrogol 20000).

Comprimento de

Acido graxo . .
& cadeia equivalente

Acido caproico 6,0
Acido caprilico 8,0
Acido caprico 10,0
Acido laurico 12,0
Acido misristico 14,0
Acido palmitico 16,0
Acido palmitoleico 16,3
Acido margarico 17,0
Acido esteérico 18,0
Acido oleico 18,3
Acido linoleico 18,8
Acido gama-linolénico 19,0
Acido alfa-linolénico 19,2

Acido araquidico 0,0

Acido eicosanoico 20,2
Acido araquidénico 21,2
Acido behénico 22,0
Acido ertcico 22,2
Acido 12-oxoestearico 22,7
Acido ricinoléico 23,9
Acido 12-hidroxiestearico 23,9
Lignocerato de metila 24,0
Acido nervonico 24,2

METODO B

Esse método ndo se aplica aos odleos que contenham
glicerideos de acido graxos com grupos epoxi, hidroepoxi,
ciclopropilo ou ciclopropenilo, nem aos oleos cujo indice
de dacido seja superior a 2,0.

Solugdo problema. Introduzir 0,100 g da amostra em tubo
de centrifuga de 10 mL com rolha esmerilhada. Dissolver
com | mL de heptano e 1 mL de dimetilcarbonato. Agitar
energicamente, aquecendo a calor brando (50 - 60 °C).
Adicionar 1 mL de solucdo de sddio a 12 g/L. em metanol
anidro a solugdo ainda quente. Agitar energicamente,

durante cerca de 5 min. Adicionar 3 mL de adgua destilada
e agitar energicamente, durante cerca de 30 s. Centrifugar
durante 15 min a 1500 g. Injetar 1 pL da fase organica.

Solugoes padrdo e avaliagdo dos cromatogramas. Na
auséncia de indicagdo especifica na monografia individual,
proceda conforme descrito em Método A.

Condic¢bes cromatogrdficas. A cromatografia pode ser
realizada, utilizando:

— coluna de silica fundida de 30 m de comprimento e 0,25
mm de didmetro interno, recoberta com macrogol 20 000
(espessura da pelicula: 0,25 um);

— gas de arraste: hélio para cromatografia, com fluxo 0,9
mL/min;

— detector de ionizagdo de chama;

—razdo de split 1:100

Utilizar a programacdo de temperatura representada na
Tabela 1.

Tabela 1 - Programagio de temperatura para cromatografia.

Tempo (minutos) Temperatura (°C)

Coluna 0-15 100
15-36 100 — 225
36 -61 225
Injetor 250
Detector 250
METODO C

Esse método ndo se aplica aos dleos que contenham
glicerideos de acido graxos com grupos epoxi, hidroperoxi,
aldeido, cetona, ciclopropilo e ciclopropenilo, bem como,
aos oleos com grupos polinsaturados conjugados ou com
grupos acetilénicos por causa da destruigdo parcial ou total
desses grupos.

Solugdo problema. Em frasco conico de 25 mL, dissolver
0,10 g da amostra em 2 mL de solugdo de hidroxido de
sodio a 20 g/l em metanol. Adaptar o frasco ao condensador
de refluxo vertical e aquecer durante 30 min. Através do
condensador, adicionar 2,0 mL de solu¢do metandlica
de trifluoreto de boro e aquecer durante 30 min. Através
do condensador, adicionar 4 mL de heptano e aquecer
durante 5 min. Arrefecer a mistura e adicionar 10,0 mL de
solucdo saturada de cloreto de sodio. Agitar durante 15 s e
adicionar uma quantidade de solucdo saturada de cloreto
de sodio suficiente para fazer a fase superior chegar ao
colo do frasco recipiente. Retirar aliquota de 2 mL da fase
superior. Lavar trés vezes com 2 mL de dgua de cada vez e
secar com sulfato de sddio anidro.

Solugbes padrdo, condigoes cromatogrdficas e avaliagdo
dos cromatogramas. Na auséncia de indicagdo na
monografia especifica, proceder conforme descrito em
Meétodo A.
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5.2.29.16 DETERMINACAO DE ESTEROIS
EM OLEOS FIXOS

SEPARACAO DA FRACAO DE ESTEROIS

Preparar a fracdo insaponificavel. Separar a fragdo de
esterdis do oleo fixo por cromatografia em camada
delgada, utilizando uma placa de gel de silica G (espessura
da camada entre 0,3 mm ¢ 0,5 mm).

Solug¢do amostra (a). Em baldo de 150 mL, introduzir
volume de soluc@o de betulina a 2 g/ em diclorometano, que
corresponda a cerca de 10% do teor de esterdis da amostra
utilizada para o doseamento (por exemplo, volume de 500 puL.
de solugdo de betulina no caso do dleo de oliva virgem, ¢ de
1500 puL no caso de outros 6leos vegetais). Se na monografia
estiver registrada a exigéncia do calculo do teor percentual
de cada esterol na fragdo esteroélica, a adi¢ao da betulina pode
ser omitida. Evaporar até a secura em corrente de nitrogénio.
Adicionar 5,00 g da amostra e adicionar 50 mL de hidréoxido
de potassio alcodlico 2 M. Acoplar condensador de refluxo
vertical. Aquecer em banho-maria durante 1 h, sob agitago.
Arrefecer até temperatura inferior a 25 °C e transferir o
contetido do baldo para um funil de separagdo, com o auxilio
de 100 mL de agua. Agitar, com precaucdo, trés vezes
com 100 mL de éter etilico isento de peroxidos. Reunir as
fracdes etéreas em outro funil de separagdo com o auxilio
de 40 mL de agua destilada. Agitar suavemente durante
alguns minutos. Deixar separar as fases por decantagdo e
rejeitar a fase aquosa. Lavar a fase organica varias vezes
com 40 mL de agua (a cada vez) até que a fase aquosa néo
apresente reacdo alcalina a fenolftaleina. Transferir a fragdo
orgdnica para um baldo, tarado e lavar o funil de separagdo
com éter etilico. Evaporar o éter. Adicionar ao residuo 6
mL de acetona. Eliminar, cuidadosamente, o solvente com
corrente de nitrogénio. Secar em estufa a 100 - 105 °C até
massa constante. Dissolver o residuo com volume minimo
de diclorometano.

Solug¢do amostra (b).Submeter 5,00 g de 6leo de canola
ao mesmo procedimento descrito para a Solugcdo amostra
(a) a partir de “Adicionar 50 mL de hidroxido de potassio
alcodlico 2 M...”.

Solugdo problema (c). Submeter 5,00 g de dleo de girassol
ao mesmo procedimento descrito para a Solugdo problema
(a) a partir de “Adicionar 50 mL de hidroxido de potassio
alcoolico 2 M...”.

Solugdo padrdo. Dissolver 25 mg de colesterol e 10 mg
de betulina em 1 mL de diclorometano. Utilizar uma placa
diferente para cada solug@o problema.

Aplicar, separadamente, 20 pL da Solugdo padrdo em
forma de banda de 20 mm por 3 mm e 0,4 mL da solucdo
problema (a), (b) ou (c) em forma de banda de 40 mm por
3 mm. Migrar pela distancia de 18 cm com a fase movel
éter:n-hexano (35:65; v/v). Secar as placas em corrente de
nitrogénio. Revelar com solugdo de diclorofluoresceina a 2
g/L em etanol. Examinar em 254 nm.

O cromatograma obtido com a Solugcdo padrdo
apresenta bandas correspondentes, respectivamente, ao

colesterol e a betulina. Os cromatogramas obtidos com
as Solugdes amostra apresentam bandas de Rf proximos
dos correspondentes aos esterdis. De cada um dos
cromatogramas raspar a regido da placa correspondente as
bandas dos esterdis bem como uma zona situada 2 - 3 mm
para cima e para baixo das zonas visiveis correspondentes
a solugdo padrdo. Colocar essas regides em trés erlenmeyer
diferentes de 50 mL. Adicionar a cada um, 15 mL de
diclorometano quente e agitar. Filtrar, separadamente, cada
solug¢@o por um filtro de vidro poroso (40), ou por filtro
de papel apropriado. Lavar, cada filtro, trés vezes com 15
mL de diclorometano. Transferir o filtrado e liquidos de
lavagem em erlenmeyer, tarado. Evaporar até a secura em
corrente de nitrogénio e pesar.

DOSEAMENTO DOS ESTEROIS

Proceder por cromatografia a gas (5.2.17.5). O doseamento
deve ser realizado ao abrigo da umidade e preparar as
solu¢des no momento do uso.

Solugdo amostra. Aos esterois separados a partir da amostra
por cromatografia em camada delgada, adicionar 0,02 mL
da mistura, recentemente preparada, de clorotrimetilsilano:
hexametildissilazano piridina anidra (1:3:9; v/v/v)
por miligrama de residuo. Agitar, cuidadosamente, até
dissolucdo completa dos ester6is. Deixar em repouso em
dessecador com pentoxido de difésforo durante 30 min.
Centrifugar, se necessario, e utilizar o sobrenadante.

Solugdo padrdo (a). A nove partes dos esterois separados
do dleo de canola por cromatografia em camada delgada,
juntar uma parte de colesterol. Adicionar 0,02 mL da
mistura, recentemente preparada, de clorotrimetilsila
no:hexametildissilazano:piridina anidra (1:3:9; v/v/v)
por miligrama de residuo. Agitar, cuidadosamente, até
dissolugdo completa dos esterois. Deixar em repouso em
dessecador com pentoxido de difésforo durante 30 min.
Centrifugar, se necessario, e utilizar o sobrenadante.

Solugdo padrdo (b). Aos esterdis separados do oleo
de girassol por cromatografia em camada delgada,
juntar 0,02 mL da mistura, recentemente preparada,
de clorotrimetilsilano : hexametildissilazano : piridina
anidra (1:3:9; v/v/v) por miligrama de residuo. Agitar,
cuidadosamente, até dissolucdo completa dos esterois.
Deixar em repouso em dessecador com pentéxido de
difésforo durante 30 min. Centrifugar, se necessario, €
utilizar o sobrenadante.

Condi¢bes cromatogrdficas

- coluna de silica fundida de 20 a 30 m de comprimento e
0,25-0,32 mm de didmetro interno, recoberta por pelicula
de poli[metil(95)fenil(5)]siloxano ou de poli[metil(94)
fenil(5)vinil(l)]siloxano (espessura da pelicula 0,25 um);

- gas de arraste: gas hidrogénio com fluxo de 30 a 50 cm/s
ou hélio com fluxo de 20 a 35 cm/s;

- razdo de split (1/50 ou 1/100);

- temperaturas: coluna: 260 °C; injetor: 280 °C; detector:
290 °C;

- volume de injegdo: 1 pL.
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Resultados. O cromatograma obtido com a Solu¢do padrdo
(a) apresenta quatro picos principais correspondendo,
respectivamente, ao colesterol, brassicasterol,
campesterol e B-sitosterol. O cromatograma obtido com
a Solugcdo padrdo (b) apresenta quatro picos principais
correspondendo,  respectivamente, ao campesterol,
estigmasterol, B-sitosterol e A’-estigmastenol. Os tempos
de retengdo relativos dos diferentes esterdis em relagdo ao
[B-sitosterol sdo indicados na Tabela 1.

O pico correspondente ao padrdo interno (betulina) esta,
nitidamente separado, dos picos correspondentes aos
esterdis a serem quantificados.

Tabela 1 — Tempos de retenciio relativos, dos esteréis em
relacdo ao B-sitosterol, obtidos com duas diferentes colunas.

Poli[metil(94)
‘. Polifmetil(95, ‘enil(5
Esterdis fenil({i) silogcar)w {inil(lj
siloxano

Colesterol 0,63 0,67
Brassicasterol 0,71 0,73
24-Metilenocolesterol 0,80 0,82
Campesterol 0,81 0,83
Campestanol 0,82 0,85
Estigmasterol 0,87 0,88
A’-Campesterol 0,92 0,93
A>3-Estigmastadienol 0,95 0,95
Clerosterol 0,96 0,96
B-Sitosterol 1 1

Sitostanol 1,02 1,02
A3-Avenasterol 1,03 1,03
A3*-Estigmastadienol 1,08 1,08
A’-Estigmastenol 1,12 1,12
A’-Avenasterol 1,16 1,16
Betulina 1,4 1,6

Examinar o cromatograma obtido com a Solugcdo amostra.
Identificar os picos e calcular o teor porcentual de cada
esterol na fracdo de estero6is usando a equagao:

;AXIOO
S

em que

A = area sob o pico correspondente do composto a
quantificar;

S = soma das areas sob os picos correspondentes aos
compostos indicados na Tabela 1.

Se na monografia houver exigéncia, calcule o teor de
cada esterol na amostra, em miligramas por 100 gramas,
utilizando a expressdo:
Axm,. x100
A.xm

em que

A = area sob o pico correspondente ao composto a ser
quantificado;

A_= area sob o pico correspondente a betulina;

m = massa da tomada da amostra para o ensaio, em gramas;
m_= massa, em miligramas, da betulina adicionada

5.2.30 CARBONO ORGANICO
TOTAL

A determinacdo do carbono organico total (COT) é um
método sensivel e inespecifico de quantificar os a&tomos de
carbono ligados por covaléncia em moléculas orgénicas
presentes em uma amostra. A analise € utilizada para
identificar a contaminagdo da dgua por impurezas organicas
¢ auxiliar no controle dos processos de purificagdo e
distribuig@o. Baixos niveis de COT sugerem a auséncia de
compostos quimicos organicos potencialmente perigosos
na agua usada na elaboragdo de farmacos. O teor de COT
pode estar relacionado a ocorréncia de endotoxinas, ao
crescimento microbiano e ao desenvolvimento de biofilmes
nas paredes da tubulacdo dos sistemas de distribui¢ao de
agua de uso farmacéutico. O conteudo de COT independe
do estado de oxidacdo da matéria organica e ndo sofre
interferéncia de outros atomos ligados a estrutura organica,
como nitrogénio e hidrogénio. Ha varios métodos
apropriados para a andlise do COT e as determinagdes
podem ocorrer em linha ou no laboratdrio (fora de linha).

Os métodos em geral fundamentam-se na oxidagdo
completa das moléculas organicas a didxido de carbono,
que ¢ quantificado como carbono. Normalmente, o carbono
organico ¢ oxidado por combustdo, aplicando calor,
emissao de raios ultravioleta ou agentes oxidantes, como o
persulfato de sédio. A quantificagdo do didxido de carbono
¢ feita por deteccdo do gas produzido com infravermelho
ou pela leitura da condutividade da solugao.

O método abrangido nesse capitulo é sugestivo e o
usuario pode adotar qualquer outro que seja apropriado
e acessivel as suas finalidades especificas, desde que o
limite de quantificagdo seja adequado a faixa de leitura
esperada. Utiliza uma solugdo padrdo de substincia
facilmente oxidavel, como a sacarose, por exemplo,
numa concentragdo tal que a resposta instrumental obtida
corresponda ao limite estabelecido para o COT. O método
pode igualmente ser realizado com um aparelho instalado
em linha, que tenha sido convenientemente calibrado e que
satisfaga ao ensaio de conformidade do sistema.

Na Tabela 1 sdo mostrados os valores médios esperados
para os principais tipos de purificacdo de agua.
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Tabelal — Valores tipicos de COT em agua.

Tipo de purificacdo

Faixa esperada de COT (mg/L)

Agua potavel

Destilagdo

Deionizagao

Osmose reversa

Osmose reversa + deionizagao
Tecnologias combinadas

Tecnologias combinadas + Oxidagdo UV

0,5a7,0
Cerca de 0,10
0,05 a 0,50
0,04 20,10
0,01 a 0,05
0,003 a 0,005
< 0,002

EQUIPAMENTO

Consiste de um injetor, um equipamento para decompor
a amostra, um sistema para separar o dioxido de carbono
formado, um detector e um registrador do sinal elétrico
emitido. O tubo de decomposigdo deve ser capaz de gerar,
no minimo, 0,450 mg/L de carbono organico, para uma
amostra de 1,071 mg/L de sacarose.

O limite de detec¢do do equipamento, especificado pelo
fabricante, é igual ou inferior a 0,050 mg de carbono por
litro (0,05 ppm). A conformidade do sistema ¢ verificada,
periodicamente, por meio de uma solugdo preparada com
uma substancia de dificil oxidagdo, como por exemplo, a
1,4-benzoquinona. A localizagdo do aparelho é escolhida
de modo a assegurar que os resultados obtidos sejam
representativos da agua utilizada. A leitura deve ser feita
imediatamente ap0s a coleta da amostra de agua.

AGUA COT (ACOT)

Utilizar dgua de alta pureza, que satisfaga as seguintes
especificacdes:

- Condutividade: no maximo 0,1 pS.cm™ a 25 °C;

- Carbono organico total - no maximo 0,10 mg/L.

Dependendo do tipo de equipamento utilizado os teores em
metais pesados e em cobre podem ser criticos. Observar as
instrugdes do fabricante.

Utilizar a 4gua COT como branco; na preparagdo das
solugdes do padrio; de solucdo de conformidade do
sistema e na limpeza do equipamento. A preparagdo da
solugdo padrio e da solug¢do de conformidade do sistema
deve ser concomitante a da amostra.

PREPARACAO DO MATERIAL DE VIDRO.

Lavar, cuidadosamente, o material de vidro por meio de
um processo que elimine a matéria organica. Deixar o
material imerso em mistura de partes iguais de solugdo
de peroxido de hidrogénio diluido a 30% e acido nitrico
diluido. Enxaguar com agua COT.

Caso use uma microseringa para injetar a amostra, essa
deve ser lavada com mistura de solugdo de hidroxido de
sodio a 5% com 4lcool etilico absoluto (1:1), ou em acido
cloridrico a 25%. Enxaguar abundantemente com &agua
COT.

PREPARACAO DAS SOLUCOES

Branco. Preparar a solucdo do branco, ou quaisquer
outras solugdes necessarias para definir a linha de base, ou
proceder a calibracdo, segundo as instrugdes do fabricante.
Utilizar o branco apropriado para regular o zero do
aparelho.

Solugdo padrdo. Dissolver a sacarose R, previamente
dessecada em temperatura de 105 °C durante 3 h, em agua
COT, de modo a obter uma solugdo contendo 1,19 mg
de sacarose por litro (0,50 mg de carbono por litro), para
verificar o instrumento.

Utilizar solu¢do, em agua COT, de ftalato acido de
potassio, previamente seco a 105 °C durante 4 h, na
concentragdo determinada pelo fabricante do equipamento,
para a calibragdao do instrumento. Preservar a solugdo,
acidificando com H,PO, concentrado ou H,SO, concentrado
a pH < 2. Para determinar carbono organico e inorganico,
separadamente, preparar, também, a solugdo padrdo de
solugdo de bicarbonato de sddio (seco em dessecador, por
no minimo 18 horas) e carbonato de sddio decaidratado
(seco a 500 — 600 °C por 30 minutos), na propor¢do do
contetdo de carbono de 1:1, em agua COT.

A concentragdo da solu¢do padrdo estd calculada para a
agua purificada, cujo limite de COT ¢ de 500 ppb. Para
outros tipos de agua, fazer a devida adequagao.

Solugdo de conformidade do sistema. Dissolver
1,4-benzoquinona em agua COT, de modo a obter uma
solugdo a 0,75 mg de 1,4-benzoquinona por litro (0,50 mg
de carbono por litro).

Amostra. Coletar a amostra de agua em recipiente limpo;
seco e com tampa, deixando um minimo de ar. Cuidar para
ndo haver qualquer tipo de contaminagdo. Nao utilizar
material de plastico. Proceder a analise o mais breve
possivel, de modo a minimizar os riscos de deterioragdo ou
de contaminacao da amostra.

CONFORMIDADE DO SISTEMA

Proceder as leituras (L) das solugdes de dgua COT
(L), solug¢do padrdo (L, ), solu¢do de conformidade do
sistema (L ) € registrar. Calcular a eficdcia do sistema em
percentagem, usando a expressao:
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LC.S”_LC"a:
L

x100
Pa — LC‘OI

O sistema estara conforme se o valor obtido estiver entre
85% e 115% do valor tedrico.

PROCEDIMENTO

Empregar o método analitico recomendado pelo fabricante
do equipamento utilizado. Injetar volume adequado da
amostra e proceder a leitura do carbono total.

Determinar a leitura da amostra (L, ). A amostra satisfaz o
ensaio se L, ndo for superioral, -L_ .
m Pa Cot

LAm < LPa - LCot'

Para calculos diferenciados das fragdes de carbono
organico e inorganico, fazer a leitura do carbono organico
total, mudar a configurag¢do do equipamento para a leitura
de carbono inorgdnico e calcular o carbono organico
por subtracdo. Alternativamente, pode medir o carbono
organico apos remog¢do do carbono inorganico e subtrair
do carbono total. Normalmente, para aguas de alta pureza
a frac@o de carbono inorganico ¢ desprezivel.

5.3 METODOS QUIMICOS

5.3.1 REACOES DE
IDENTIFICACAO

5.3.1.1 IONS, GRUPOS E FUNCOES

Os métodos classicos de identificagdo de fungdes ou
determinados grupos quimicos presentes em farmacos
consistem em reagdes que resultam em formacdo de
precipitado, produto colorido, desprendimento de gas,
descoramento do reagente utilizado ou outro fendmeno
qualquer facilmente perceptivel. Estes ensaios ndo sio
aplicdveis a misturas de farmacos.

Acetato

1) Aquecer a amostra com quantidade igual de acido
oxalico; desprendem-se vapores acidos com odor
caracteristico de acido acético.

2) Aquecer a amostra com acido sulfrico SR e etanol;
desprende-se acetato de etila, de odor caracteristico.

3) Tratar solu¢do neutra da amostra com cloreto férrico
SR; produz-se cor vermelho-escura, que desaparece pela
adicao de acidos minerais.

4) Dissolver a amostra em agua, adicionar cinco gotas
de nitrato de lantanio SR, duas gotas de iodo 0,1 M e

uma gota de solugdo concentrada de amonia. Aquecer
cuidadosamente até ebuli¢do. Apos alguns minutos forma-
se precipitado azul ou aparece coloracdo azul intensa.

Acetila

Colocar a amostra em tubo de ensaio ¢ juntar trés gotas de
acido fosfoérico SR. Fechar o tubo com tampa atravessada
por outro tubo de ensaio menor cheio de agua e em cujo
exterior se depositou uma gota de nitrato de lantanio
SR. Aquecer o conjunto em banho-maria durante cinco
minutos (certas substincias acetiladas se hidrolisam
com dificuldade; neste caso a mistura deve ser aquecida
lentamente, até ebuli¢do, sobre chama direta). Transferir a
gota de nitrato de lantanio SR a uma cépsula de porcelana
¢ misturar com uma gota de iodo SR. Colocar na borda da
mistura uma gota de hidréxido de amonio 2 M. Na zona de
contato dos dois liquidos aparece lentamente cor azul que
persiste por pouco tempo.

Alcaloide

Dissolver alguns miligramas da amostra em 5 mL de agua,
juntar acido cloridrico SR até acidificar a solugdo e, em
seguida, verter 1 mL de iodobismutato de potassio aquo-
acético; forma-se imediatamente precipitado alaranjado ou
vermelho-alaranjado.

Aluminio, ion

1) Juntar a amostra a hidréxido de amodnio 6 M, forma-
se precipitado branco gelatinoso, insoluvel em excesso do
mesmo reagente.

2) Adicionar a amostra a hidroxido de s6dio M ou sulfeto
de sodio SR; forma-se precipitado branco gelatinoso,
solavel em excesso do mesmo reagente.

3) A solugdo da amostra juntar hidréxido de amoénio 5 M
até que se forme turvacdo. Adicionar, em seguida, trés a
quatro gotas da solugdo recém-preparada de quinalizarina
a 0,05% em hidroxido de soédio a 1% (p/v). Aquecer até
ebuli¢do, resfriar e acidificar com excesso de acido acético
5 M; produz-se cor violeta-avermelhado.

Amina aromatica primaria

Acidificar a solugdo da amostra com acido cloridrico 2
M e juntar quatro gotas de nitrito de sodio SR. Apds 1 a
2 minutos, acrescentar 1 mL de 2-naftol SR; aparece cor
alaranjada intensa ou vermelha, formando-se geralmente
precipitado.

Amonia e amina alifatica volatil

Dissolver a amostra em tubo de ensaio, acrescentar 6xido
de magnésio ¢ aquecer se necessario; desprendem-se
paulatinamente vapores alcalinos, que escurecem o papel
de prata-manganés colocado na parte superior do tubo.
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Amonio, ion

Juntar a amostra excesso de hidroxido de sédio M a frio;
ocorre desprendimento de amdnia, de odor caracteristico, e
que muda para azul a cor vermelha do papel de tornassol.
A decomposi¢do ¢ acelerada pelo aquecimento.

Antimonio(Ill), ion

1) Tratar a solucdo da amostra, fortemente acidificada
por acido cloridrico (no maximo 2 M), com sulfeto de
hidrogénio SR; forma-se precipitado alaranjado de sulfeto
de antimonio, insoliivel em hidroxido de amonio 6 M, mas
soltivel em sulfeto de amoénio SR, hidréxido de so6dio 2 M
e acido cloridrico concentrado.

2) Dissolver a amostra em tartarato de sodio e potassio
SR; apo6s resfriamento, juntar, gota a gota, sulfeto de sodio
SR1; forma-se precipitado vermelho-alaranjado soluvel
em hidréxido de sodio 2 M.

Arsénio

1) Auma solucdo amoniacal da amostra adicionar sulfeto de
sodio SR e acidificar com acido cloridrico diluido; forma-
se precipitado amarelo, insolivel em acido cloridrico, mas
soluvel em solucdes alcalinas.

2) Aquecer 5 mL da solugdo da amostra fortemente
cloridrica em banho-maria com volume igual de hipofosfito
de s6dio SR; forma-se precipitado de cor marrom a preta.
Caso se tratar de As(V), aredugédo € mais lenta; o acréscimo
de iodeto de potassio SR exercera efeito catalitico.

Barbiturico sem substituinte no nitrogénio

A uma solucdo metandlica da amostra juntar algumas gotas
de solugdo contendo nitrato de cobalto(Il) a 10% (p/v) e
cloreto de calcio a 10% (p/v), misturar e acrescentar, com
agitagdo, algumas gotas de hidroxido de sodio 2 M, forma-
se precipitado azul-violeta.

Bario, ion

1) Tratar solu¢do da amostra com acido sulftrico M; forma-
se precipitado branco, insolivel nos é4cidos cloridrico e
nitrico.

2) Colocar a amostra na zona redutora de chama; esta
adquire cor verde-amarela, que se apresenta azul quando
vista através de vidro verde.

Benzoato

1) Tratar solugdo neutra da amostra com cloreto férrico
SR; forma-se precipitado amarelo escuro, soliivel em éter
etilico.

2) Acidular solu¢do moderadamente concentrada da
amostra com &cido sulfurico M, forma-se precipitado de
acido benzoico, facilmente soltvel em éter etilico.

Bicarbonato

1) Tratar a amostra com acido mineral; produz-se
efervescéncia com desprendimento de gas incolor que, ao
reagir com hidroxido de calcio SR, forma imediatamente
precipitado branco.

2) A uma solucdo fria da amostra juntar fenolftaleina SI;
a solucdo permanece inalterada ou fica apenas levemente
colorida.

Bismuto, ion

Dissolver a amostra em ligeiro excesso de acidos nitrico ou
cloridrico e diluir com agua; forma-se precipitado branco
que, tratado com sulfeto de hidrogénio, passa a marrom; o
composto resultante é soluvel em mistura quente de partes
iguais de acido nitrico e dgua, mas insoluvel em sulfeto de
amonio SR.

Bissulfito

Tratar a amostra com acido cloridrico 3 M; desprende-se
dioxido de enxofre, reconhecido por seu odor pungente
caracteristico e por escurecer papel de filtro umedecido
com nitrato de mercurio(I) SR.

Borato

1) A uma solugdo da amostra acidulada com acido
cloridrico, juntar algumas gotas de solucdo de iodo a 0,1%
(p/v) e de solugdo de dlcool polivinilico a 2% (p/v); produz-
se cor verde intensa. A reagdo ¢ alterada por agentes de
oxidacdo ou reducio.

2) Tratar a amostra com dacido sulflrico, acrescentar
metanol e levar a mistura a igni¢o; ela queima com chama
de bordos verdes.

Brometo

1) A solugdo da amostra acidificada com acido sulfarico SR,

juntar agua de cloro SR; desprende-se bromo, que confere
cor parda a solugdo; agitando-se esta com cloroféormio,
o solvente adquire cor variando de vermelho a marrom-
avermelhado e a camada aquosa permanece incolor.

2) Tratar a solugdo da amostra com acido nitrico SR e
nitrato de prata SR; forma-se precipitado caseoso branco
levemente amarelado, insolivel em acido nitrico e pouco
soluvel em hidroxido de amonio 6 M

Cdlcio, ion

1) Umedecer a amostra com acido cloridrico e leva-la a
zona redutora da chama; aparece cor vermelho-alaranjada
transitoria.

2) Dissolver a amostra, juntar duas gotas de vermelho
de metila SI, neutralizar com hidroxido de amoénio 6 M,
acrescentar acido cloridrico 3 M, gota a gota, até acidular
a solucdo e verter oxalato de amdnio SR; forma-se
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precipitado branco de oxalato de célcio, insoluvel em acido
acético 6 M, mas soltivel em acido cloridrico SR.

Carbonato

1) Tratar a amostra com &cido mineral; produz-se
efervescéncia, com desprendimento de gas incolor que, ao
reagir com hidréxido de célcio SR, forma imediatamente
precipitado branco.

2) Auma solucao fria da amostra soluvel juntar fenolftaleina
SI; aparece cor vermelha.

Chumbo, ion

1) Tratar solugdo da amostra com acido sulfurico M; forma-
se precipitado branco, insoltivel em écido cloridrico 3 M ou
acido nitrico 2 M, mas solavel em hidroxido de s6dio M
aquecido, em acetato de amonio a 10% (p/v) ¢ em excesso
de acido sulfarico M.

2) Tratar solu¢do da amostra, isenta de acidos minerais,
com cromato de potassio SR; forma-se precipitado
amarelo, insolavel em acido acético 6 M, mas soluvel em
hidréxido de sddio M e em 4cido nitrico, a quente.

Cianeto

Tratar solug@o da amostra com sulfato ferroso SR, hidroxido
de sodio SR e cloreto férrico SR, aquecer até ebuligdo e
acidular com acido cloridrico; produz-se coloragdo ou
precipitado azul. Se a quantidade de cianeto presente for
pequena, forma-se solugdo coloidal de coloragdo azul -
esverdeada.

Citrato

A 15 mL de piridina adicionar alguns miligramas da
amostra dissolvida ou suspensa em 1 mL de agua, agitar,
juntar 5 mL de anidrido acético a mistura, agitar novamente;
aparece cor vermelha clara.

Clorato

1) Tratar solugdo da amostra com nitrato de prata SR em
meio de acido nitrico SR; ndo se forma precipitado. Verter
acido sulfuroso ou solugdo recente de nitrito de sédio SR
a esta mistura; forma-se precipitado branco, insolivel em
4cido nitrico SR, mas solivel em hidroxido de amonio 6 M.

2) Submeter a amostra a igni¢do; forma-se cloreto,
identificado por ensaios apropriados.

3) Tratar a amostra seca com acido sulftrico; ocorre
crepitacdo desprendendo-se gas amarelo esverdeado (para
este ensaio usar quantidade pequena de clorato, devendo-
se tomar cuidado extremo ao executa-lo, pois o gas que se
forma decompde-se de modo explosivo acima de 45 °C -
utilizar capela).

Cloreto

1) Tratar solucdo da amostra, acidificada com acido nitrico,
com nitrato de prata SR; forma-se precipitado branco
caseoso, insoltivel em acido nitrico, mas, solivel em ligeiro
excesso de hidréxido de aménio 6 M.

2) Misturar a amostra seca com igual peso de didxido de
manganés, umedecer com acido sulfirico SR e aquecer
brandamente; desprende-se cloro, identificado pelo odor
e pela producdo de cor azul em papel de amido iodetado
umedecido.

Cobre (1), ion

1) Tratar a solug¢@o da amostra com ferrocianeto de potassio
SR; forma-se precipitado marrom-avermelhado, insoluvel
em acidos diluidos, mas solavel em hidroxido de amonio.

2) Tratar solucdo da amostra com acido cloridrico e
limalhas de ferro metalico; deposita-se pelicula vermelha
de cobre metélico.

3) Tratar solugdo da amostra com excesso de hidroxido de
amoénio 6 M; forma-se primeiro precipitado azulado e, em
seguida, solucdo fortemente azulada.

Ester

Juntar a amostra solu¢do de cloridrato de hidroxilamina a
7% (p/v) em metanol e solugdo de hidroxido de potassio a
10% (p/v) em etanol, aquecer até ebulicdo, resfriar, acidular
com acido cloridrico SR e juntar solugéo de cloreto férrico
SI; produz-se cor vermelho-azulada ou vermelha.

Ferro

Tratar a amostra com sulfeto de amonio SR; forma-se
precipitado preto, que se dissolve em acido cloridrico 3 M,
com desprendimento de gas sulfidrico, caracterizado pelo
papel acetato de chumbo.

Ferrico, ion

1) Tratar solugdo acida da amostra com ferrocianeto
de potassio SR; forma-se precipitado azul escuro, que
ndo dissolve por adi¢do de acido cloridrico SR, mas ¢
decomposto por hidroxido de sddio 2 M.

2) Tratar a amostra com tiocianato de amonio SR; produz-
se cor vermelha intensa que nao desaparece com adigdo
de acidos minerais diluidos, mas pode ser extraida com
éter etilico, passando a coloragdo vermelha para a camada
etérea.

Ferroso, lon

1) Tratar solucdo da amostra com ferricianeto de potassio
SR; forma-se precipitado azul escuro, insoluvel em 4cido
cloridrico 3 M, mas decomposto por hidréxido de sédio M.
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2) Tratar solugdo da amostra com hidroxido de sodio
M; forma-se precipitado branco-esverdeado, que passa
rapidamente a verde e, em seguida, quando agitado, a
marrom.

Fosfato (ou ortofosfato)

1) Tratar solugdo neutra da amostra com nitrato de prata
SR; forma-se precipitado amarelo, solivel em acido nitrico
2 M ou hidroxido de amoénio 6 M.

2) Tratar solugdo nitrica da amostra com molibdato de
amonio SR; forma-se precipitado amarelo, soluvel em
hidréxido de amonio 6 M; a reagdo ¢ acelerada pelo calor.

Hipofosfito

1) Aquecer solugdo da amostra, acidulada por acido
sulfurico SR, com sulfato cuprico SR; forma-se precipitado
vermelho.

2) Tratar solucdo da amostra com cloreto mercurico SR;
forma-se precipitado branco, que se toma cinzento na
presenca de excesso de hipofosfito.

lodeto

1) Tratar solugdo da amostra com agua de cloro SR, gota
a gota; desprende-se iodo, que muda a cor da solugdo de
amarela para vermelha; agitando-se esta solugcdo com
cloroférmio, este adquire cor violeta.

2) Tratar solugdo da amostra acidificada com acido nitrico
SR, com nitrato de prata SR; forma-se precipitado amarelo
caseoso, insolivel em acido nitrico SR e hidréxido de
amonio 6 M

Lactato

Tratar solucdo da amostra, acidulada por acido sulfurico
SR, com permanganato de potassio SR e aquecer a
mistura; desprende-se acetaldeido, identificado pelo odor
caracteristico.

Litio, ion

1) Tratar a solugdo da amostra moderadamente concentrada
e alcalinizada por hidroxido de sédio SR, com carbonato de
sodio SR; forma-se, por aquecimento, precipitado branco,
soluvel em cloreto de aménio SR.

2) Umedecer a amostra com acido cloridrico e aquecer na
zona redutora da chama; esta adquire cor vermelha intensa.

Magnésio, ion

1) Tratar solugdo da amostra com hidroxido de s6dio SR;
forma-se precipitado branco, que se dissolve com a adi¢do
de cloreto de amonio SR.

2) Tratar solugdo da amostra, na presenca de cloreto de
amoénio SR, com carbonato de amoénio SR; ndo se forma
precipitado mas, ao se adicionar fosfato de sddio dibasico

heptaidratado SR, forma-se precipitado cristalino branco,
insoluvel em hidréxido de amonio 6 M.

Mercurio

1) Tratar solucdo da amostra com sulfeto de hidrogénio
SR; forma-se precipitado preto, insolivel em sulfeto de
amonio SR e em acido nitrico 2 M fervente.

2) Aplicar solugdo da amostra, sem excesso de acido
nitrico, em lamina de cobre brilhante; forma-se depdsito
que, ao ser polido, se toma brilhante e prateado.

Mercurio (Il), ion

1) Tratar solu¢do da amostra com hidréxido de sédio M;
forma-se precipitado amarelo.

2) Tratar solucdo neutra da amostra com iodeto de potassio
SR; forma-se precipitado escarlate, muito soluvel em
excesso de reagente.

Mercurio(l),ion

1) Tratar a amostra com hidroxido de sédio M; o sal
decompde-se, dando cor preta.

2) Tratar solugdo da amostra com &cido cloridrico SR;
forma-se precipitado branco, que escurece ao ser tratado
com hidroxido de aménio 6 M.

3) Tratar solu¢do da amostra com iodeto de potassio SR;
forma-se precipitado amarelo que, com o tempo, pode
passar a verde.

Nitrato

1) Aquecer a amostra com acido sulfurico e cobre metalico;
desprendem-se vapores vermelho pardos (realizar em
capela).

2) Tratar solugdo da amostra com igual volume de acido
sulfurico, esfriar a mistura e juntar 0,5 mL de solugdo de
sulfato ferroso 0,5 M; na interface produz-se cor parda a
roxa.

Nitrito

1) Tratar a amostra com acidos minerais diluidos ou com
acido acético 5 M; desprendem-se vapores pardacentos
(realizar em capela).

2) Tratar papel de amido iodetado com solugdo da amostra;
o indicador se cora de azul.

3) Adicionar a amostra a solu¢do acidificada de
permanganato de potassio SR; desaparece a cor.
Oxalato

1) Tratar solug@o neutra ou alcalina da amostra com cloreto
de calcio SR; forma-se precipitado branco, insoluvel em
acido acético 6 M, mas solavel em acido cloridrico.
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2) Tratar solucdo acidificada quente da amostra com
permanganato de potassio SR; desaparece a cor.

Permanganato

1) Tratar solugdo da amostra, acidulada por acido sulfurico
SR, com peroxido de hidrogénio a 3% (p/v) SR; a cor
desaparece a frio.

2) Tratar solugdo da amostra, acidulada por acido sulfurico
SR, com acido oxalico SR em solucdo aquecida; a cor
desaparece.

Peroxido

Tratar solucdo da amostra, ligeiramente acidulada por
acido sulfurico SR, com dicromato de potassio SR; aparece
cor azul intensa. Agitando a mistura com igual volume de
éter etilico e deixando os liquidos se separarem, a cor azul
passa para a camada etérea.

Potassio, ion

1) Tratar solugdo alcalina da amostra com tetrafenilborato
sodico a 1% (p/v); forma-se precipitado branco.

2) Tratar solugdo da amostra com acido acético SR e 1
mL de cobaltinitrito de s6dio SR; forma-se imediatamente
precipitado amarelo ou amarelo alaranjado, na auséncia de
ions amonio.

3) Colocar a solugdo da amostra, acidulada com acido
cloridrico SR, na zona redutora da chama; esta adquire
cor violeta; a presenga de pequena quantidade de sodio
mascara a cor.

4) Tratar solugdo da amostra com acido perclorico SR;
forma-se precipitado branco cristalino.

Prata, ion

1) Tratar solug@o da amostra com acido cloridrico; forma-
se precipitado caseoso branco, insolavel em acido nitrico
SR, mas facilmente solavel em hidréxido de amoénio 6 M

2) Tratar a solu¢do da amostra com hidréxido de amonio
6 M e pequena quantidade de solugdo de formaldeido; por
aquecimento, deposita-se espelho de prata metalica na
superficie do recipiente.

Salicilato

1) Tratar a solugdo diluida da amostra com cloreto férrico
SR; produz-se cor violeta.

2) Tratar solugdo moderadamente concentrada da amostra
com acido mineral; forma-se precipitado cristalino branco
de acido salicilico, que funde entre 156 e 160 °C.

Sodio, ion

1) Colocar solugdo da amostra, acidulada, com acido
cloridrico SR, na zona redutora da chama; esta adquire cor
amarela intensa.

2) Tratar solugdo da amostra com acido cloridrico ou nitrico
e, em seguida, com acetato de uranila e zinco SR; forma-
se precipitado cristalino amarelo-ouro, ap6s agitacdo por
alguns minutos.

Succinato

1) Tratar solugdo neutra da amostra com cloreto férrico SR;
forma-se precipitado marrom claro.

2) Tratar solugdo neutra da amostra com nitrato de prata
SR; forma-se precipitado branco, facilmente soluvel em
hidréxido de aménio 6 M.

Sulfato

1) Tratar solucdo da amostra com cloreto de bario SR;
forma-se precipitado branco, insoltvel em acido cloridrico
SR e em &cido nitrico SR.

2) Tratar solug@o da amostra com acetato de chumbo SR;
forma-se precipitado branco, soluvel. em acetato de amonio
SR, mas insoluvel em acido cloridrico ou nitrico SR.

3) Tratar solugdo da amostra com acido cloridrico SR; nao
se forma nenhum precipitado (distin¢do do tiossulfato).

Sulfito

1) Tratar a amostra com acido cloridrico 3 M, desprende-
se dioxido de enxofre, reconhecido por seu odor pungente
caracteristico e por escurecer papel de filtro umedecido
com nitrato de mercurio(I) SR.

2) Acidificar solu¢do da amostra com acido cloridrico
SR, aquecer com algumas gotas de permanganato de
potassio SR e juntar gotas de cloreto de bario SR; forma-se
precipitado branco.

Tartarato

1) Dissolver alguns miligramas da amostra em agua,
acidificada com 4cido acético SR, adicionar uma gota
de solucdo de sulfato ferroso a 1% (p/v) e uma gota de
peroxido de hidrogénio a 3% (p/v); produz-se cor amarela
fugaz. Juntar hidroxido de sodio 2 M gota a gota; produz-se
cor azul intensa.

2) Acidificar solugdo da amostra com acido sulfurico M,
juntar algumas gotas de resorcinol 2% (p/v) e adicionar,
cuidadosamente, acido sulfurico, de modo a se formarem
duas camadas; aquecendo em banho-maria, por alguns
minutos, na interface aparece anel vermelho.

Tiocianato

Tratar solugdo da amostra com cloreto férrico SR; produz-
se cor vermelha, que ndo desaparece pela adigdo de acidos
minerais moderadamente concentrados e pode ser extraida
com éter etilico, passando a coloracdo vermelha para a
camada etérea.
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Tiossulfato

1) Tratar solug@o da amostra com acido cloridrico; forma-se
precipitado branco, que passa logo a amarelo, e desprende-
se dioxido de enxofre, reconhecido pelo odor.

2) Tratar solugdo acética da amostra com cloreto férrico SR;
produz-se cor violeta escura que desaparece rapidamente.

Xantina

Tratar a amostra com duas gotas de solugdo concentrada
de peroxido de hidrogénio concentrado e cinco gotas de
acido cloridrico 2 M, e aquecer até secura em banho-maria;
obtém-se residuo vermelho-amarelado que, tratado com
hidréxido de aménio 2 M, muda para vermelho-violeta.

Zinco, ion

1) Tratar solug@o da amostra com ferrocianeto de potassio
SR; forma-se precipitado branco, insoluvel em &cido
cloridrico 3 M

2) Tratar solugdo neutra ou alcalina da amostra com sulfeto
de amodnio SR; forma-se precipitado branco.

3) Tratar solugdo da amostra com solugdo de hidroxido
de sddio 2 M, gota a gota; forma-se precipitado branco,
flocoso, soltivel em excesso de hidroxido de sddio SR.

5.3.1.2 IDENTIFICACAO DE ESTEROIDES
POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA

PROCEDIMENTO

Preparar cromatoplaca utilizando Kieselguhr G como
suporte. Introduzir a cromatoplaca na cuba contendo o
solvente de impregnacdo e deixar desenvolver até que
o solvente atinja o topo da cromatoplaca. Remover a
cromatoplaca da cuba e deixar evaporar o solvente.
Preparar solugdo da amostra a 0,25% (p/v) e solugdo do
padrdo a 0,25% (p/v) utilizando, como solvente, mistura
de 9 volumes de cloroférmio e 1 volume de metanol. A ndo
ser que a monografia estabelega diferentemente, aplicar
sobre a cromatoplaca 2 pL da solugdo de amostra, 2 pL
da solugdo padrao e 2 puL da mistura 1:1 das solugdes da
amostra e do padrdo. Desenvolver o cromatograma com o
eluente especificado na monografia, deixando-o subir no
mesmo sentido que o solvente de impregnagdo. Remover a
cromatoplaca da cuba, deixar evaporar o eluente, aquecer
a cromatoplaca a 120 °C por 15 minutos e nebulizar com
solucdo de acido sulftirico a 10% (v/v) em etanol a 96%.
Aquecer a 120 °C por mais 10 minutos, deixar esfriar e
examinar a luz normal e & luz ultravioleta (366 nm). A
mancha principal do cromatograma obtido com a solugdo
da amostra correspondera a mancha principal obtida no
cromatograma da solugdo do padrdo. A mancha principal
resultante da aplicagdo da mistura das solugdes de amostra
e de padrdo aparecera como Unica e compacta.

Solventes de impregnacdo

I - Mistura de 1 volume de formamida e 9 volumes de
acetona

II - Mistura de 1 volume de 1 ,2-propanodiol e 9 volumes
de acetona

III - Mistura de 1 volume de parafina liquida e 9 volumes
de éter de petroleo de faixa de ebuli¢ao 40 -60 °C.

FEluentes

A - Cloroférmio

B - Mistura de 3 volumes de tolueno e¢ 1 volume de
cloroformio

C - Tolueno

D - Mistura de 4 volumes de cicloexano ¢ 1 volume de
tolueno

E - Mistura de volumes iguais de cicloexano e éter de
petroleo de faixa de ebuligdo 40 - 60 °C

F - Mistura de 2 volumes de acido acético glacial e 3
volumes de agua

G - Mistura de 8 volumes de hexano e¢ 2 volumes de
dioxano.

5.3.1.3 PESQUISAS DE ESTEROIDES
ESTRANHOS POR CROMATOGRAFIA

EM CAMADA DELGADA
PROCEDIMENTO I
Preparar  cromatoplacas  conforme  descrito em

Cromatografia em camada delgada (5.2.17.1), utilizando
silica-gel G como suporte. Preparar 3 solugdes utilizando,
como solvente, mistura de 9 volumes de cloroformio e 1
volume de metanol nas seguintes concentragdes: 1,5%
(p/v) da substancia em exame — Solugdo 1; 1,5% (p/v) da
substancia quimica de referéncia (SQR) correspondente —
Solugdo 2 e 0,03% (p/v) de cada um das seguintes SQR:
prednisolona ¢ acetato de cortisona — Solugdo 3. Aplicar
sobre a cromatoplaca 1 pulL de cada uma destas solugdes,
separadamente, e desenvolver o cromatograma utilizando,
como eluente, mistura de 77 volumes de diclorometano, 15
volumes de éter, 8 volumes de metanol € 1,2 volumes de
dgua. Secar o cromatograma ao ar, aquecer a 105 °C por
10 minutos e nebulizar com solucdo de azul de tetrazolio
alcalina SR. A mancha principal do cromatograma
obtida com a Solugdo I corresponde, em posigdo, cor e
intensidade, & mancha principal do cromatograma obtido
com a Solu¢do 2. Qualquer mancha secundaria obtida
com a Solu¢do 1 nao é mais intensa do que a mancha
correspondente no cromatograma obtida com a Solugdo 3.

PROCEDIMENTO II

Proceder a cromatografia utilizando silica-gel G como
suporte e, como eluente, mistura de 95 volumes de
1,2-dicloroetano, 5 volumes de metanol e 0,2 volumes de
agua.
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Aplicar sobre a cromatoplaca, separadamente, 1 plL de
cada uma das 3 solu¢des em mistura de 9 volumes de
cloroférmio e 1 volume de metanol, como no Procedimento
I, com excegdo da Solugdo 3, em que se adiciona acetato de
desoxicortona SQR.

5.3.1.4 PESQUISA DE SUBSTANCIAS
RELACIONADAS A SULFONAMIDAS
POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA

PROCEDIMENTO I

Proceder a4 cromatografia em camada delgada (5.2.17.1)
utilizando silica-gel H como suporte. Preparar solucdo
da substincia em exame a 1,0% (p/v) utilizando, como
solvente, mistura de 9 volumes de etanol a 96% e 1 volume
de hidroxido de amoénio 13,5 M — Solugdo 1. Preparar
solugcdo de sulfanilamida SQR a 0,005% (p/v), usando
o mesmo solvente — Solugcdo 2. Aplicar separadamente
sobre a cromatoplaca 10 uL da Solugdo 1 e da Solugdo
2. Desenvolver o cromatograma usando mistura de 15
volumes de 1-butanol e 3 volumes de hidréxido de amonio
M como eluente. Remover a cromatoplaca da cuba, aquecer
a 105 °C por 10 minutos e nebulizar com solugdo a 0,1%
(p/v) de 4-dimetilaminobenzaldeido em etanol a 96%,
contendo 1% de acido cloridrico (v/v): qualquer mancha
secundéria obtida no cromatograma com a Solugdo 1,
diferente da mancha principal, ndo ¢ mais intensa que
aquela obtida no cromatograma com a Solug¢do 2.

PROCEDIMENTO I

Proceder a cromatografia em camada delgada (5.2.17.1)
utilizando silica-gel H como suporte e mistura de 20
volumes de cloroféormio, 2 volumes de metanol e 1
volume de dimetilformamida como fase moével. Aplicar
sobre a cromatoplaca, separadamente, 10 pL de cada uma
das seguintes solugdes: 0,25% (p/v) da substincia em
exame em mistura de 9 volumes de etanol e 1 volume de
hidréxido de aménio 13,5 M — Solugdo 1, 0,00125% (p/v)
de sulfanilamida SQR no mesmo solvente da Solu¢do I —
Solugdo 2. Desenvolver o cromatograma, deixar secar ao ar
e revelar conforme prescrito no Procedimento I: qualquer
mancha secundaria obtida com a Solugdo 1, diferente da
mancha principal, ndo ¢ mais intensa que aquela obtida no
cromatograma com a Solugdo 2.

5.3.1.5 IDENTIFICACAO DE
FENOTIAZINAS POR CROMATOGRAFIA
EM CAMADA DELGADA

Proceder conforme descrito em Cromatografia em camada
delgada (5.2.17.1). Usar Kieselguhr G como suporte.
Impregnar a cromatoplaca seca, colocando-a em cuba

contendo mistura de 10 volumes de 2-fenoxietanol, 5
volumes de macrogol 300 e 85 volumes de acetona. Deixar
o eluente subir pelo menos 17 cm. Remover a cromatoplaca
da cuba e utilizar imediatamente.

Aplicar sobre a cromatoplaca, separadamente, 2 pL de
cada uma das solugdes seguintes: 0,2% (p/v) da substancia
em exame em cloroformio — Solugdo 1 e 0,2% (p/v) da
substancia quimica de referéncia (SQR) correspondente
— Solugdo 2, operando em atmosfera de nitrogénio
e luz reduzida. Desenvolver o cromatograma usando,
como eluente, mistura de 2 volumes de dietilamina e 100
volumes de éter de petréleo de faixa de ebulicdo 40 - 60
°C saturada com 2-fenoxietanol. Remover a cromatoplaca
da cuba, deixar secar ao ar e examinar sob luz ultravioleta
com intensidade maxima em 366 nm: observa-se
fluorescéncia, produzida em poucos minutos. Em seguida,
nebulizar a cromatoplaca com solucao de acido sulfurico
a 10% (v/v) em etanol e observar a coloragdo produzida:
a mancha principal no cromatograma, obtida com a
Solugdo 1, corresponde, em posi¢do, cor e intensidade
de fluorescéncia aquela obtida no cromatograma com a
Solugdo 2 e tem a mesma estabilidade pelo periodo de,
pelo menos, 20 minutos depois da nebulizacao.

5.3.1.6 PESQUISA DE IMPUREZAS
RELACIONADAS A FENOTIAZINAS
POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA

PROCEDIMENTO

Preparar cromatoplacas utilizando silica-gel GF,,, como
suporte, operando em atmosfera de nitrogénio e ao abrigo
da luz. Preparar solugdo contendo 2,0% (p/v) da substancia
em exame em mistura de 95 volumes de metanol e 5 volumes
de dietilamina— Solugdo 1. Preparar solugéo a 0,01% (p/v)
da substancia em exame, utilizando o mesmo solvente —
Solugdo 2. Aplicar sobre a cromatoplaca, separadamente,
10 uL de cada solugdo recém preparada. Usar fase movel
especificada na monografia. Deixar o solvente subir 12 cm
acima do ponto de aplica¢do. Remover a cromatoplaca da
cuba, deixar secar ao ar ¢ examinar sob luz ultravioleta
(254 nm). Desprezar qualquer mancha sobre a linha base.
Qualquer mancha secundaria obtida no cromatograma
com a Solugdo 1, exceto a mancha principal, ndo ¢ mais
intensa que a mancha obtida com a Solu¢do 2, exceto se a
monografia estabelecer diferentemente.

Fases moveis

A Mistura de 80 volumes de cicloexano, 10 volumes de
acetona e 10 volumes de dietilamina

B Mistura de 85 volumes de hexano, 10 volumes de
acetona e 5 volumes de dietilamina

C Mistura de 15 volumes de 1-butanol e 3 volumes de
hidréxido de amodnio M
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5.3.2 ENSAIOS LIMITE PARA
IMPUREZAS INORGANICAS

5.3.2.1 ENSAIO LIMITE PARA CLORETOS

Preparacdo amostra: transferir a quantidade de amostra
especificada na monografia, ou indicada na Tabela 1, ou
calculada, para um tubo de Nessler (capacidade de 50 mL e
22 mm de diametro interno), adicionando um volume de 30
a40 mL de dgua destilada. Caso seja utilizada uma solugao
da amostra, transferir o volume da solucdo especificado
na monografia, ou calculado, para o tubo de Nessler e
completar o volume para 30 a 40 mL com agua destilada.
Neutralizar, se necessario, com acido nitrico SR Deve-se
empregar uma quantidade de amostra que possibilite o uso
de volume maior do que 0,2 mL de 4cido cloridrico padréo.

Fixando-se o volume de solu¢do padrdo em 1 mL pode
calcular-se m (massa em grama da amostra) pela formula:

m= 354,6
l

sendo / o limite de cloreto em ppm na matéria-prima.

Preparagdo padrao: transferir o volume de acido cloridrico
padrdo (HCI 0,01 M SV), indicado na monografia, ou
na Tabela 1, ou calculado, para um tubo de Nessler e
adicionar um volume de 30 a 40 mL de agua destilada.

Procedimento: aos tubos de Nessler contendo a preparagao
padrio e a preparagdo amostra, adicionar 1 mL de acido
nitrico SR. Se, ap0s a acidificacdo, a prepara¢do nao estiver
perfeitamente limpida, filtrar através de papel de filtro isento
de cloreto, transferir o filtrado para o tubo de Nessler ¢
adicionar 1 mL de nitrato de prata SR. Completar o volume
para 50 mL com agua destilada e homogeneizar. Deixar em
repouso, ao abrigo da luz, durante 5 minutos. A turbidez da
preparagdo amostra ndo deve ser superior a da padrdo.

Tabela 1 — Limites de impureza cloreto e quantidades correspondentes da matéria-prima para se realizar o ensaio

considerando a utiliza¢io constante de 1,0 mL da solu¢fo padrio que contém 3,546 x 10~ g de cloreto.

Quantidade de amostra (g) | Limite de cloreto (ppm)

Quantidade de amostra (g)

Limite de cloreto (ppm)

0,10 3546 (= 0,355%)
0,15 2364 (= 0,236%)
0,20 1773 (= 0,180%)
0,25 1418 (= 0,142%)
0,30 1182 (= 0,120%)
0,35 1013 (= 0,100%)
0,40 886
0,45 788
0,50 709
0,55 645
0,60 591
0,65 545
0,70 506
0,75 473
0,80 443
0,85 417
0,90 394
0,95 373
1,00 354
1,2 295
1,4 253
1,6 221
1,8 197
2,0 177
22 161
2.4 148
2,6 136
2.8 126
3,0 118
32 111
34 104

3,6 98

3,8 93
4,0 88
42 84
4.4 80
4,6 77
4.8 74
5,0 71
52 68
5.4 65
5,6 63
5.8 61
6,0 59
6,2 57
6,4 55
6,6 53
6,8 52
7,0 50
7,2 49
74 48
7,6 46
7.8 45
8,0 44
8,2 43
8,4 42
8,6 41
8,8 40
9,0 39
9,2 38
9.4 37
9,6 37
9,8 36
10,0 35
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Sendo fixa a quantidade de cloreto (= 3,546 x 10 g) na
preparagdo padrdo, se o limite de cloreto em determinada
substancia for, por exemplo, 354 ppm, dever-se-a utilizar
1 g da substancia para obter-se até a mesma turbidez do
padrdo; se o limite for de 71 ppm de cloreto, deverdo ser
utilizados 5 g de amostra e assim por diante.

Alternativamente, proceder conforme descrito em
Cromatografia ionica (5.2.17.4.1), utilizando cromatdgrafo
equipado com coluna de troca anidnica e detector por
condutividade com supressao quimica.

5.3.2.2. ENSAIO LIMITE PARA SULFATOS

Preparag¢do amostra: transferir a quantidade da amostra
especificada na monografia, ou indicada na Tabela 2, ou
calculada, para um tubo de Nessler (capacidade de 50
mL e 22 mm de didmetro interno), adicionando 30 a 40
mL de agua destilada. Caso seja utilizada uma solugéo
da amostra, transferir o volume da solucdo especificado
na monografia, ou calculado, para o tubo de Nessler ¢
completar o volume para 30 a 40 mL com agua destilada.
Se necessario, neutralizar com acido cloridrico SR. Pode-
se, eventualmente, utilizar acido acético. Se a preparagdo

ndo estiver perfeitamente limpida, filtrar através de papel
de filtro isento de sulfato. Transferir o filtrado para tubo
de Nessler. Deve-se empregar uma quantidade de amostra
que possibilite o uso de volume maior do que 0,2 mL de
solugdo de acido sulfurico padrdo. Fixando-se o volume de
solugdo padrdo em 2,5 mL pode calcular-se m (massa em
grama da amostra) pela formula:

m= 12008
/

sendo / o limite de sulfato em ppm na matéria-prima.

Preparagdo padrdo. transferir o volume de acido sulfurico
padrdo (H,SO, 0,005 M SV) indicado na monografia,
ou indicado na Tabela 2, ou calculado, para um tubo de
Nessler e adicionar um volume de 30 a 40 mL de agua
destilada.

Procedimento: aos tubos de Nessler contendo a preparacao
padrdo e a preparagdo amostra, adicionar 1 mL de acido
cloridrico 3 M e 3 mL de cloreto de bario SR. Completar
o volume para 50 mL com agua destilada. Homogeneizar.
Deixar em repouso por cerca de 10 minutos. A turbidez da
preparagdo amostra ndo deve ser superior a da padrao.

Tabela 2 — Limites de impureza sulfato e quantidades correspondentes da matéria-prima para se realizar o ensaio

considerando a utilizagio constante de 2,5 mL da solucio padrio que contém 1,2008 x 10 g de sulfato.

Quantidade de amostra (g) Limite de sulfato (ppm) | Quantidade de amostra (g) | Limite de sulfato (ppm)
0,50 2401 (= 0,240%) 4,6 261
0,55 2183 (= 0,220%) 4,8 250
0,60 2001 (= 0,200%) 5,0 240
0,65 1847 (= 0,185%) 5,2 231
0,70 1715 (= 0,171%) 5,4 222
0,75 1601 (= 0,160%) 5,6 214
0,80 1501 (= 0,150%) 5,8 207
0,85 1412 (= 0,141%) 6,0 200
0,90 1334 (= 0,133%) 6,2 194
0,95 1264 (= 0,126%) 6,4 187
1,00 1200 (= 0,120%) 6,6 182

1,2 1001 (= 0,100%) 6,8 177
1,4 858 7,0 171
1,6 750 7,2 166
1,8 667 7,4 162
2,0 600 7,6 158
2,2 546 7,8 154
2,4 500 8,0 151
2,6 462 8,2 146
2,8 429 8,4 143
3,0 400 8,6 139
3.2 375 8,8 136
3.4 353 9,0 133
3,6 333 9,2 130
3,8 316 9.4 127
4,0 300 9,6 125
4,2 286 9,8 122
4.4 273 10,0 120
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Sendo fixa a quantidade de sulfato (= 1,2008 x 107 g),
se o limite de sulfato em determinada substéancia for, por
exemplo, 500 ppm, deverao ser utilizados 2,4 g de amostra
para obter-se até a mesma turbidez do padrdo; se o limite
for de 151 ppm de sulfato, deverdo ser utilizados 8 g de
amostra e assim por diante.

Alternativamente, proceder conforme descrito em
Cromatografia ionica (5.2.17.4.1), utilizando cromatdgrafo
equipado com coluna de troca anidnica e detector por
condutividade com supressao quimica.

5.3.2.3 ENSAIO LIMITE PARA METAIS
PESADOS

A determinacdo de metais pesados pode ser efetuada por
dois métodos: ensaio limite por formacdo de particulas
solidas de sulfetos ou determinagdo por espectrometria
atomica.

O ensaio limite consiste na formagdo de particulas solidas
dos sulfetos de metais pesados, em suspensdo, e posterior
comparag¢do visual da intensidade da cor nas preparacdes
amostra e padrdo em tubo de Nessler. O ensaio ¢ semi
quantitativo e possibilita inferir se a amostra passa ou nao
no teste, representando o somatorio da concentragdo dos
elementos contaminantes na amostra.

O método por espectrometria atdmica possibilita
quantificar cada elemento contaminante na amostra
e limites diferenciados sdo estabelecidos para cada
elemento de acordo com a sua toxicidade e o tipo de forma
farmacéutica. Elementos como As, Cd, Pb ¢ Hg, devido a
elevada toxicidade apresentam limites mais baixos que os
demais. Devido a maior biodisponibilidade de elementos
eventualmente presentes em substincias utilizadas na
fabricagdo de produtos parenterais, os limites requeridos sdo
inferiores aqueles relacionados para utilizagdo por via oral.

METODO DO ENSAIO LIMITE

Reagentes especiais

Solu¢do estoque de nitrato de chumbo: dissolver,
exatamente, 159,8 mg de nitrato de chumbo em 100 mL de
agua adicionada de 1 mL de acido nitrico. Diluir com agua
para 1000 mL ¢ homogeneizar. Preparar e estocar essa
solugdo em recipientes de vidro isentos de sais soluveis de
chumbo.

Solugdo padrdo de chumbo (10 ppm Pb): no dia do uso,
diluir 10 mL da solucdo estoque de nitrato de chumbo para
100 mL com 4gua. Cada mililitro dessa solu¢do contém o
equivalente a 10 pg de chumbo (10 ppm Pb).

Tampdo acetato pH 3,5: dissolver 25,0 g de acetato de
amonio em 25 mL de 4gua e adicionar 38 mL de acido
cloridrico 6 M. Se necessario, ajustar o pH em 3,5 com
hidréxido de amonio 6 M ou acido cloridrico 6 M. Diluir
para 100 mL com agua e homogeneizar.

Preparo do reagente de tioacetamida: dissolver 4 g de
tioacetamida em agua e completar o volume a 100 mL.
Tomar 0,2 mL e adicionar a 1 mL da mistura de hidréxido
de sodio M, 5 mL de agua e 20 mL de glicerina. Aquecer
em banho-maria por 20 s, resfriar e utilizar imediatamente.

METODO I

Preparag¢do amostra: transferir para tubo adequado
solugdo da amostra preparada conforme especificado na
monografia e diluir para 25 mL com agua, ou dissolver e
diluir com agua para 25 mL a quantidade de amostra, em
gramas, especificada na monografia ou calculada segundo
a equacgao:

2/ (10007)
em que

/ = limite de metais pesados na amostra em porcentagem
(®/p)-

Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com acido acético M ou
hidréxido de amonio 6 M utilizando papel indicador de
faixa estreita como indicador externo. Diluir com agua
para aproximadamente 40 mL e homogeneizar.

Preparagdo padrdo: transferir para tubo adequado 2 mL de
solugdo padrdo de chumbo (10 ppm Pb) e diluir para 25 mL
com agua. Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com acido acético
M ou hidréxido de amonio 6 M utilizando papel indicador
de faixa estreita como indicador externo. Diluir com agua
para aproximadamente 40 mL e homogeneizar.

Preparacdo controle: transferir para um terceiro tubo
volume de solug@o da amostra preparada conforme descrito
na monografia ou em preparagdo amostra e adicionar 2 mL
de solucdo padrao de chumbo (10 ppm Pb). Ajustar o pH
entre 3,0 e 4,0 com acido acético M ou hidréxido de amonio
6 M utilizando papel indicador de faixa estreita como
indicador externo. Diluir com agua para aproximadamente
40 mL e homogeneizar.

Procedimento: a cada uma das prepara¢des adicionar 2
mL de tampao acetato pH 3,5 ¢ 1,2 mL de tioacetamida.
Diluir com agua para 50 mL, homogeneizar e deixar em
repouso por 2 minutos. Apds 2 minutos, desenvolver-
se-a tonalidade que varia do amarelo ao preto. Observar
as preparacdes de cima para baixo, segundo o eixo
vertical do tubo, sobre fundo branco. Qualquer coloragdo
desenvolvida na preparacdo amostra ndo ¢ mais intensa do
na padrdo. O teste somente ¢ valido se a intensidade da
coloragdo desenvolvida na preparagéo controle for igual ou
superior aquela da padrdo.

METODO II

Preparacdo amostra: transferir para tubo adequado
solucdo da amostra preparada conforme especificado na
monografia e diluir para 25 mL com solvente orgédnico
(dioxano ou acetona, contendo, no minimo, 15% v/v de
agua), ou dissolver e diluir com o mesmo solvente para 25
mL a quantidade de amostra, em gramas, especificada na
monografia ou calculada segundo a equacdo:
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2/ (1000/)
em que

/ = limite de metais pesados na amostra em porcentagem
(0/p)-

Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com acido acético M ou
hidréxido de amonio 6 M utilizando papel indicador de
faixa estreita como indicador externo. Diluir com agua
para aproximadamente 40 mL e homogeneizar.

Preparagdo padrdo: transferir para tubo adequado 2 mL
de solugao padrdo de chumbo (10 ppm Pb) e diluir para 25
mL com o mesmo solvente empregado para a dissolugao da
amostra. Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com acido acético M
ou hidroxido de amonio 6 M utilizando papel indicador de
faixa estreita como indicador externo. Diluir com o mesmo
solvente empregado para a dissolucdo da amostra para
aproximadamente 40 mL e homogeneizar.

Preparagdo controle: transferir para um terceiro tubo
volume de solugdo da amostra preparada conforme
descrito na monografia ou em preparacdo amostra e
adicionar 2 mL de solugdo padrdo de chumbo (10 ppm
Pb). Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com 4cido acético M ou
hidréxido de amonio 6 M utilizando papel indicador de
faixa estreita como indicador externo. Diluir com o mesmo
solvente empregado para a dissolugdo da amostra para
aproximadamente 40 mL e homogeneizar.

Procedimento: a cada uma das preparagdes adicionar 2 mL
de tampao acetato pH 3,5 e 1,2 mL de tioacetamida. Diluir
com agua para 50 mL, homogeneizar e deixar em repouso
por 2 minutos. Apds 2 minutos, desenvolver-se-a coloracao
que varia do amarelo ao preto. Observar as preparacdes
de cima para baixo, segundo o eixo vertical do tubo,
sobre fundo branco. Qualquer coloracdo desenvolvida na
preparacdo amostra ndo ¢ mais intensa do que na padrao.
O teste somente ¢ valido se a intensidade da coloragdo
desenvolvida na preparacao controle for igual ou superior
aquela na padrao.

METODO 111

Preparo da amostra: utilizar a quantidade de amostra, em
gramas, especificada na monografia ou calculada segundo
a equagao:

2/(10007)
em que

/ = limite de metais pesados na amostra em porcentagem
(0/p)-

Transferir a amostra para cadinho adequado, adicionar
acido sulfurico suficiente para umedecer a substincia
e incinerar, cuidadosamente, sob temperatura baixa.
Adicionar a massa carbonizada 2 mL de 4cido nitrico € 5
gotas de acido sulftirico. Aquecer, com cuidado, até que
ndo mais se desprendam vapores brancos. Incinerar em
mufla a 500 - 600 °C até¢ completa combustio do carbono.

Resfriar em temperatura ambiente, adicionar 4 mL de
acido cloridrico 6 M, cobrir, digerir em banho-maria
por 15 minutos, descobrir e evaporar em banho-maria,
lentamente, até secura. Umedecer o residuo com 1 gota
de acido cloridrico, adicionar 10 mL de agua quente e
digerir em banho-maria por 2 minutos. Alcalinizar ao papel
tornassol com hidréxido de aménio 6 M adicionado gota a
gota. Diluir com 4gua para 25 mL e ajustar o pH entre 3,0
e 4,0 com acido acético M, utilizando papel indicador de
faixa estreita como indicador externo. Filtrar se necessario,
lavar o cadinho e o filtro com 10 mL de dgua e combinar
o filtrado e as aguas de lavagem em tubo adequado para
comparagao de cor. Diluir com 4gua para aproximadamente
40 mL e homogeneizar.

Preparagdo padrdo: transferir para tubo adequado 2 mL
de solugdo padrao de chumbo (10 ppm Pb) e diluir para 25
mL com o mesmo solvente empregado para a dissolugdo da
amostra. Ajustar o pH entre 3,0 ¢ 4,0 com acido acético M
ou hidroxido de amonio 6 M utilizando papel indicador de
faixa estreita como indicador externo. Diluir com 0 mesmo
solvente empregado para a dissolu¢do da amostra para
aproximadamente 40 mL e homogeneizar.

Preparacdo controle: transferir para um terceiro tubo
volume de solugdo da amostra preparada conforme
descrito na monografia ou em preparacdo amostra e
adicionar 2 mL de solug¢do padrdo de chumbo (10 ppm
Pb). Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com acido acético M ou
hidréxido de amonio 6 M utilizando papel indicador de
faixa estreita como indicador externo. Diluir com o mesmo
solvente empregado para a dissolucdo da amostra para
aproximadamente 40 mL e homogeneizar.

Procedimento: a cada uma das preparagoes adicionar 2 mL
de tampao acetato pH 3,5 e 1,2 mL de tioacetamida. Diluir
com agua para 50 mL, homogeneizar e deixar em repouso
por 2 minutos. Apds 2 minutos, desenvolver-se-a coloragao
que varia do amarelo ao preto.Observar as preparagdes
de cima para baixo, segundo o eixo vertical do tubo,
sobre fundo branco. Qualquer coloragdo desenvolvida
na preparagdo amostra ndo ¢ mais intensa do que aquela
na padrdo. O teste somente ¢ valido se a intensidade da
coloragdo desenvolvida na preparagéo controle for igual ou
superior aquela na padrdo.

METODO IV

Preparo da amostra. Pesar, exatamente, quantidade de
amostra recomendada na monografia ou calculada segundo
a equacgao:

2/(10007)
em que

/ = limite de metais pesados na amostra em porcentagem
(®/p)-

Transferir para tubo de digestdo de vidro borossilicato
de 100 mL e adicionar cerca de 10 mL de acido nitrico.
Proceder a digestdo em chapa de aquecimento ou bloco
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digestor em temperatura de 120 °C, durante 3 horas.
Recomenda-se aquecer o sistema lentamente, para evitar
proje¢do da amostra. Caso haja evaporagdo do acido,
adicionar outra aliquota de 5 mL. Caso uma preparagdo
limpida ndo seja obtida, adicionar, apos resfriamento, 2 mL
de peroxido de hidrogénio a 30% (p/p) e aquecer a 140 °C
por mais uma hora. Esfriar e diluir, cautelosamente, com
pequeno volume de agua. Transferir, com lavagem, para
tubo de Nessler de 50 mL, sem ultrapassar 25 mL.

Preparagdo padrdo: transferir para tubo adequado 2 mL de
solugdo padrao de chumbo (10 ppm Pb) e diluir para 25 mL
com agua. Ajustar o pH entre 3,0 ¢ 4,0 com acido acético
M ou hidroxido de amonio 6 M utilizando papel indicador
de faixa estreita como indicador externo. Diluir com agua
para aproximadamente 40 mL e homogeneizar.

Preparacdo controle: transferir para um terceiro tubo
volume de solug@o da amostra preparada conforme descrito
na monografia ou em preparacdo amostra e adicionar 2 mL
de solucdo padrdo de chumbo (10 ppm Pb). Ajustar o pH
entre 3,0 e 4,0 com acido acético M ou hidroxido de amonio
6 M utilizando papel indicador de faixa estreita como
indicador externo. Diluir com agua para aproximadamente
40 mL e homogeneizar.

Procedimento: a cada uma das preparagdes adicionar 2 mL
de tampao acetato pH 3,5 e 1,2 mL de tioacetamida. Diluir
com agua para 50 mL, homogeneizar e deixar em repouso
por 2 minutos. Apds 2 minutos, desenvolver-se-a coloragdo
que varia do amarelo ao preto. Observar as preparacdes
de cima para baixo, segundo o eixo vertical do tubo,
sobre fundo branco. Qualquer coloragdo desenvolvida na
preparagdo amostra ndo é mais intensa do que na padrao.
O teste somente ¢ valido se a intensidade da coloragao
desenvolvida na preparagdo controle for igual ou superior
aquela na padréo.

METODO V

Preparo da amostra: nos casos em que os métodos anteriores
de preparo de amostra ndo forem eficientes, proceder

conforme descrito em Decomposi¢do por via umida em
sistema fechado ou Método de combustdo iniciada por
micro-ondas em sistema pressurizado descritos em Método
de espectrometria atomica.

Preparacdo padrdo: transferir para tubo adequado 2 mL de
solugdo padrao de chumbo (10 ppm Pb) e diluir para 25 mL
com agua. Ajustar o pH entre 3,0 e 4,0 com acido acético
M ou hidroxido de amoénio 6 M utilizando papel indicador
de faixa estreita como indicador externo. Diluir com agua
para aproximadamente 40 mL e homogeneizar.

Preparagdo controle: transferir para um terceiro tubo
volume de solug@o da amostra preparada conforme descrito
na monografia ou em preparagdo amostra e adicionar 2 mL
de solugdo padrdo de chumbo (10 ppm Pb). Ajustar o pH
entre 3,0 e 4,0 com acido acético M ou hidréxido de amonio
6 M utilizando papel indicador de faixa estreita como
indicador externo. Diluir com agua para aproximadamente
40 mL e homogeneizar.

Procedimento: a cada uma das preparagoes adicionar 2 mL
de tampao acetato pH 3,5 e 1,2 mL de tioacetamida. Diluir
com agua para 50 mL, homogeneizar e deixar em repouso
por 2 minutos. Apds 2 minutos, desenvolver-se-a coloragio
que varia do amarelo ao preto. Observar as preparagdes
de cima para baixo, segundo o eixo vertical do tubo,
sobre fundo branco. Qualquer coloragdo desenvolvida
na preparagdo amostra ndo € mais intensa do que aquela
na padrdo. O teste somente ¢ valido se a intensidade da
coloragdo desenvolvida na preparagdo controle ¢ igual ou
superior aquela na padréo.

METODO DE ESPECTROMETRIA ATOMICA

Utilizar técnicas de espectrometria atdmica para
determinacdo de As, Cd, Cr, Cu, Hg, Ir, Mn, Mo, Ni, Os,
Pb, Pd, Pt, Rh, Ru e V, conforme Espectrometria atomica
(5.2.13). Entretanto, diferentes procedimentos de preparo
da amostra podem ser aplicados, como demonstrado na
Figura 1.

; i = Min . & B & ekt Mo . .
A substincia & A substincia ¢ solivel »{ Decomposicio da amostra
solivel em agua? em outros solventes?
A
Sim
¥
Sum Os solventes sio compativeis com Nio
a(s) técnicais) de determinagio?
Sum
¥ v
Efetuar a determinagio por espectrometria atimica

Figura 1 - Procedimentos de preparo de amostra para o método de espectrometria atdmica.
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No caso de substancias soluveis em agua, ndo ha
necessidade da decomposi¢do prévia da amostra ¢ essa
pode ser analisada diretamente apods dissolugdo. Caso ndo
seja solivel em agua e apresentar solubilidade em outro
solvente, a substincia pode ser analisada diretamente
apos dissolug@o se ndo houver incompatibilidade entre o
solvente e a técnica de espectrometria atomica utilizada.
Quando nenhuma das condigdes anteriores for atendida,
recomenda-se a decomposicdo prévia da amostra. Nesses
casos, dois procedimentos sdo recomendados:

Decomposicdo por via umida em sistema fechado

Pesar, exatamente, quantidade de amostra entre 0,1 ¢
0,5 g de amostra e adicionar acido nitrico conforme
recomendacgdo do fabricante e proceder a digestdo em
sistema fechado com aquecimento convencional ou com
micro-ondas em temperatura de 180 °C ou superior.
Nos sistemas que empregam aquecimento convencional
¢ micro-ondas, quando ndo houver especificagio na
monografia, recomenda-se a digestdo por 240 min e 20
min, respectivamente.

Meétodo de combustdo iniciada por micro-ondas em
sistema pressurizado

Proceder conforme descrito no item Métodos de combustdo
(5.3.3.3).

Em principio, os dois procedimentos de decomposigdo
descritos podem ser utilizados indistintamente. Entretanto,
se recomenda a utilizagdo da decomposi¢ao por via imida
devido amaior simplicidade e capacidade de processamento
de amostras. Outros reagentes, tais como acido cloridrico,
acido sulfrico, peroxido de hidrogénio e acido fluoridrico
(ndo pode ser utilizado em frascos de quartzo), também,
podem ser utilizados na etapa de digestdo, dependendo da
necessidade.

A decomposigdo por combustdo iniciada por micro-ondas
¢ recomendada nos casos em que a digestdo por via umida
ndo for eficiente para amostras organicas.

Os limites maximos permitidos para cada elemento estdo
descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Limites permitidos de impurezas de metais e niio metais.

Elemento Uso oral Uso parenteral
Limite mdximo (ng g) Limite mdximo (\g g7)
Arsénio (As) 1,5 0,15
Cadmio (Cd) 0,5 0,05
Chumbo (Pb) 1,0 0,1
Mercurio (Hg) 1,5 0,15
Cromo (Cr) 25 2,5
Cobre (Cu) 250 25
Manganés (Mn) 250 25
Molibdénio (Mo) 25 2,5
Niquel (Ni) 25 2,5
Paladio (Pd) 10 1,0
Platina (Pt) 10 1,0
Vanadio (V) 25 2,5
Iridio (Ir) O somatorio da concentragdo ndo O somatoério da concentragdo ndo
Osmio (Os) pode exceder 10 pode exceder 10
Rodio(Rh)

Ruténio (Ru)

5.3.2.4 ENSAIO LIMITE PARA FERRO

Solugdo padrdo de ferro (100 ppm Fe): dissolver 0,8634
g de sulfato férrico amoniacal dodecaidratado em agua
destilada em um baldo volumétrico de 1000 mL. Adicionar
5 mL de acido sulfarico SR e completar o volume com
agua destilada.

Solugdo padrdo de ferro (10 ppm Fe): diluir 10 mL da
Solugdo padrao de ferro (100 ppm Fe) com agua destilada
e completar o volume para 100 mL.

Solu¢do padrdo de ferro (2 ppm Fe): diluir 2 mL da
Solu¢do padrdo de ferro (100 ppm Fe) com agua destilada
e completar o volume para 100 mL.

METODO I

Preparacdo amostra: dissolver quantidade da amostra
especificada na monografia, ou na Tabela 1, ou calculada,
em solvente adequado, transferir para tubo de Nessler
(capacidade de 50 mL e 22 mm de didmetro interno).
Adicionar agua destilada, ou o solvente indicado na
monografia, em quantidade suficiente para 40 mL.
Adicionar 2 mL de acido citrico a 20% (p/v).

Fixando-se o volume da Solu¢do padrao de ferro (100 ppm
Fe) em 1 mL, pode-se calcular o valor de m (massa em
grama da amostra) pela formula:

_100
!

R
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sendo / o limite de ferro em ppm na matéria-prima.

Preparacdo padrdo: empregar 10 mL de Solugdo padrdo
de ferro (10 ppm de Fe) ou 1 mL da Solucdo padrdo de
ferro (100 ppm Fe), conforme Tabela 1, ou volume
calculado, adicionar agua destilada, ou o solvente indicado
na monografia, em quantidade suficiente para 40 mL.
Adicionar 2 mL de acido citrico a 20% (p/v).

Procedimento: concomitantemente, acrescentar aos tubos
contendo as preparagdes amostra ¢ padrio duas gotas
de acido tioglicolico. Homogeneizar, alcalinizar com
hidroxido de amonio, completar o volume para 50 mL com
agua destilada e homogeneizar. Deixar em repouso por 5
minutos. A cor résea produzida na preparagdo amostra ndo
deve ser mais intensa do que na padréo.

METODO 11

Preparag¢do amostra: dissolver quantidade da amostra
especificada na monografia, ou calculada, em solvente
adequado, ou utilizar volume da solucdo da amostra
conforme especificado na monografia. Adicionar 2 mL de
acido cloridrico 2 M e 0,5 mL de 4gua de bromo SR. Apods
5 minutos, retirar o excesso de bromo por corrente de ar
em capela (CUIDADO! REAGENTE TOXICO) e tranferir
para tubo de Nessler (capacidade de 50 mL e 22 mm de
diametro interno).

Preparagdo padrdo: submeter o volume da Solugdo padrao
de ferro (2 ppm ou 10 ppm de Fe) indicado na monografia,

ou o volume calculado, conforme descrito na preparagao
amostra.

Procedimento:  concomitantemente, acrescentar aos
tubos contendo as prepara¢des amostra ¢ padrdo, 3 mL
de tiocianato de potéssio M, completar o volume para 50
mL, homogeneizar e deixar em repouso por 5 minutos. A
coloragdo produzida na preparagdo amostra ndo deve ser
mais intensa do que na padrao.

METODO III

Preparacdo amostra: transferir para um tubo de Nessler
(capacidade de 50 mL e 22 mm de diametro interno) a
quantidade de amostra especificada na monografia, ou
calculada, ou o volume da solucdo da amostra indicado
na monografia. Diluir para 40 mL com agua destilada.
Adicionar 2 mL de 4cido cloridrico M e homogeneizar.

Preparagdo padrdo: transferir o volume da Solu¢do padrdo
de ferro (10 ppm Fe) indicado na monografia, ou volume
calculado, para um tubo de Nessler e proceder conforme
descrito na preparagdo amostra.

Procedimento: adicionar aos tubos contendo as preparacdes
amostra e padrdo 50 mg de cristais de peroxidissulfato
de amonio. Acrescentar 3 mL de tiocianato de amonio
SR, completar o volume para 50 mL com agua destilada
e homogeneizar. A coloragdo produzida na preparagdo
amostra ndo deve ser mais intensa do que na padrao.

Tabela 1 — Limites de impureza ferro e quantidade correspondentes da matéria-prima para se realizar o ensaio considerando

a utilizaciio constante de 1,0 mL da solugio padrio de ferro de 100 ppm, que contém 10 g de ferro, na preparacio padrio.

Quantidade de amostra (g) Limite de ferro (ppm) Quantidade de amostra (g) Limite de ferro (ppm)
0,100 1000 0,4 250
0,105 950 0,5 200
0,111 900 0,667 150
0,116 850 1 100
0,125 800 1,111 90
0,133 750 1,250 80
0,143 700 1,429 70
0,154 650 1,667 60
0,167 600 2 50
0,182 550 2,5 40
0,200 500 3,333 30
0,222 450 5 20
0,250 400 10 10
0,285 350 20 5
0,333 300
Sendo fixa a quantidade de ferro (= 10* g de Fe) na METODO IV

Preparagdo padrdo, se o limite de ferro em determinada
substancia for, por exemplo, 1000 ppm, devera ser utilizado
0,1 g de amostra para se obter até a mesma coloragdo da
preparagdo padrao; se o limite for 200 ppm de ferro, devera
ser utilizado 0,5 g de amostra, e assim por diante.

Alternativamente, para determinagdo de ferro, proceder
ao preparo da solucdo amostra conforme descrito em
Ensaio limite para metais pesados (5.3.2.3) e efetuar a
determinacdo por uma das técnicas de Espectrometria
atomica (5.2.13).
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5.3.2.5 ENSAIO LIMITE PARA ARSENIO

METODO ESPECTROFOTOMETRICO

O método esta baseado na reacdo entre a arsina (AsH,)
liberada e dietilditiocarbamato de prata que formam
complexo vermelho; a absor¢do da radiagdo pode ser
medida em espectrofotometro ou colorimetro.

Dois métodos podem ser empregados diferindo, apenas, no
preparo da amostra e do padrdo. O Método I é, em geral,
utilizado para substancias inorganicas, enquanto o Método
1 é empregado para substancias orgénicas.

O sistema utilizado - Figura 1 - compreende: (a) gerador
de arsina; (b) e (d) juntas; (c) unidade esmerilhada; (e)
tubo de absor¢do. Outro sistema adaptado que tenha
as caracteristicas essenciais do apresentado pode,
eventualmente, ser utilizado.

Figura 1 - Sistema para determinagdo de
arsénio pelo método espectrofotométrico.

Solu¢do estoque padrdo de arsénio: secar tridoxido de
arsénio por 1 hora a 105 °C. Pesar, exatamente, 132 mg e
dissolver em 5 mL de solugdo de hidroxido de sédio (1:5)
em baldo volumétrico de 1000 mL. Neutralizar com acido
sulfurico M e, em seguida, acrescentar mais 10 mL de
acido sulfurico M. Completar o volume com agua recém-
fervida e resfriada.

Solug¢do padrdo de arsénio: transferir 1 mL (ou 0,5; ou
0,25; ou 0,1 mL) da solugdo estoque padrio de arsénio para
um baldo volumétrico de 100 mL (ou de 50, ou de 25, ou

de 10 mL, de acordo com a necessidade do laboratorio)
— Preservar o meio ambiente. Acrescentar 1 mL de acido
sulfarico M e completar o volume com agua recém-fervida
e, posteriormente, resfriada. Homogeneizar. Conservar
a solucdo em recipiente de vidro e utilizar em até 3 dias.
Cada mL da solugdo obtida contém 1 pg de arsénio.

Meétodo 1

Preparagcdo amostra: transferir para frasco gerador de
arsina a quantidade de substancia indicada na monografia,
ou a quantidade calculada.

Fixando-se o volume da solug@o padrdo de arsénio em 3
mL pode-se calcular m (massa em grama da amostra) pela

formula:
3
m = —-
l

sendo / o limite de arsénio em ppm na matéria-prima.

Dissolver com dgua destilada completando o volume para 35
mL. Adicionar 20 mL de acido sulfurico M, 2 mL de iodeto
de potassio SR, 0,5 mL de cloreto estanoso SR fortemente
acido e 1 mL de alcool isopropilico. Homogeneizar. Deixar
em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente. Na
unidade (c) do aparelho descrito, colocar duas porg¢des
de algodao embebidas em solugdo saturada de acetato de
chumbo, deixando entre clas espaco de 2 mm. O excesso
da solugdo deve ser eliminado espremendo-se as porgdes
de algodao e secando-as a pressao reduzida a temperatura
ambiente. As juntas (b) e (d) devem ser lubrificadas com
vaselina e unidas como na Figura 1.

Preparacdo padrdo: transferir para o frasco gerador de
arsina 3 mL da Solugdo padrdo de arsénio. Diluir com
dgua destilada para 35 mL. Proceder da mesma forma
descrita para a preparacdo amostra.

Procedimento: transferir 3 mL de dietilditiocarbamato
de prata SR para a unidade de absorgdo (e) dos frascos
geradores contendo as preparagdes amostra e padrdo.
Adicionar 3 g de zinco granulado (malha de 1 mm) a
mistura em cada frasco gerador de arsina. Imediatamente
unir as unidades (c) e (e) ao frasco gerador. Deixar em
banho de dgua a (25 + 3) °C por 45 minutos. Em intervalos
de 10 minutos agitar, vagarosamente. Apos esse periodo,
transferir o contetido da unidade de absorgao para cela de
1 cm. Comparar a cor vermelha produzida nas preparagdes
amostra e padrdo. A coloragdo produzida na preparagdo
amostra ndo deve ser mais intensa do que na padrdo. Caso
necessario, determinar a absor¢do em espectrofotdmetro
ou colorimetro em comprimento de onda entre 535 e 540
nm empregando dietilditiocarbamato de prata SR como
branco para o ajuste do zero.

Meétodo 11

Esse método emprega, adicionalmente, perdxido de
hidrogénio na digestdo da amostra. Com certas substancias
pode provocar reagdo violenta. Assim, € importante
proceder, cuidadosamente, em todas as etapas. Deve-
se tomar cuidado, também, na presenga de compostos
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halogenados, especialmente, quando aquecer a amostra
com acido sulfurico e, posteriormente, adicionar peroxido
de hidrogénio a 26% (v/v). O aquecimento deve ser mais
brando impedindo que atinja a temperatura de ebuli¢do da
mistura e carbonizagao para evitar a perda de arsénio.

Preparagcdo amostra: transferir para o frasco gerador
quantidade da amostra especificada na monografia, ou
calculada.

Fixando-se o volume da solugdo padrao de arsénio em 3
mL pode-se calcular m (massa em grama da amostra) pela

féormula:
3
m = —
l

sendo / o limite de arsénio em ppm na matéria-prima.

Adicionar 5 mL de acido sulfurico e pérolas de vidro.
Se necessario, empregar maior quantidade do acido para
umedecer completamente a substancia cuidando para que
o volume ndo ultrapasse 10 mL. Proceder a digestdo em
capela de preferéncia usando placa de aquecimento com
temperatura ndo superior a 120 °C por tempo necessario
ao inicio da digestdo. Uma vez iniciada a decomposi¢io
da amostra, adicionar gota a gota, cuidadosamente,
peroxido de hidrogénio concentrado. Esperar que a reagdo
se abrande e, entdo, aquecer entre adi¢do de cada gota.
Caso haja excesso de espuma, interromper o aquecimento.
Assim que diminuir a intensidade da reagdo, aquecer,
cautelosamente, com agitagdo do frasco para promover
aquecimento homogéneo. E necessario que se mantenham
as condi¢des oxidantes durante toda a digestdo. Para tanto,
adicionar pequenas quantidades de peroxido de hidrogénio
concentrado sempre que a mistura tornar-se marrom
ou escurecer. Destruida a matéria orginica, aumentar
paulatinamente a temperatura de aquecimento permitindo
que os vapores de trioxido de enxofre sejam desprendidos
¢ a solugdo se torne incolor ou levemente bege. Resfriar,
adicionar, cuidadosamente, 10 mL de agua destilada,
evaporar até o trioxido de enxofre seja novamente
desprendido e resfriar. Caso necessario, repetir a operagao,
removendo tracos de perdxido de hidrogénio. Resfriar
e acrescentar 10 mL de agua destilada. Lavar o frasco e
diluir com agua destilada completando o volume para 35
mL. Proceder como na preparagdo amostra do Método 1
iniciando por “Adicionar 20 mL de acido sulfurico M...”.

Preparagdo padrdo: transferir para frasco gerador de arsina
3 mL da Solugdo padrdo de arsénio e adicionar 2 mL de
acido sulftrico. Homogeneizar. Acrescentar o mesmo
volume de perdxido de hidrogénio concentrado empregado
para a preparacdo amostra. Proceder, em seguida, ao
aquecimento da solucdo obtida até que se formem vapores.
Resfriar e adicionar, cuidadosamente, 10 mL de agua
destilada. Repetir o procedimento de aquecimento com
mais 10 mL e, apds, resfriar novamente e diluir com agua
destilada para completar 35 mL. Proceder como para a
preparagdo amostra.

Procedimento: proceder conforme descrito no Método I.

Nota: antimonio é interferente da reagdo, uma vez que forma
estibina (SbH ) fornecendo resultado falsamente positivo
no desenvolvimento de cor com dietilditiocarbamato de
prata SR. Nesses casos, deve-se comparar as preparagoes
em comprimento de onda de 535 e 540 nm, no qual a
interferéncia da estibina é desprezivel.

METODO DE ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO
ATOMICA COM GERACAO DE HIDRETOS

Proceder a preparagdo amostra conforme descrito no
item Decomposi¢do por via umida em sistema fechado —
Ensaio limite para metais pesados (5.3.2.3) e determinar
por Espectrometria de absor¢do atomica com geragdo
de hidretos (5.2.13.1.2). Proceder de acordo com as
especificagdes do fabricante empregando comprimento de
onda de 193,7 nm e resolugdo do monocromador de (0,5 +
0,1) nm.

METODO DE ESPECTROMETRIA DE EMISSAO
OTICACOM PLASMAINDUTIVAMENTEACOPLADO

Proceder a preparacdo da amostra conforme descrito no
item Decomposi¢do por via umida em sistema fechado -
Ensaio limite para metais pesados (5.3.2.3) e determinar por
Espectrometria de emissdo optica com plasma indutivamente
acoplado  (5.2.13.2.2). Proceder de acordo com as
especificacdes do fabricante. Recomenda-se a utilizagdo do
comprimento de onda de 188,979 a 189,042 nm.

5.3.2.6 ENSAIO LIMITE PARA AMONIA

Solugdo padrao de amonia (2,5 ppm NH ). transferir 1 mL
da solugdo de cloreto de amonio 0,00741% (p/v) para um
baldo volumétrico de 10 mL. Completar o volume com
agua destilada.

Solugdo padrdo de aménia (1 ppm NH): diluir 40 mL da
solugdo padrdo de amonia (2,5 ppm de NH,) para 100 mL
com agua destilada.

Prepara¢do amostra: dissolver a quantidade indicada
da substancia em analise em 12 mL de agua destilada,
alcalinizar, se necessario, com hidroxido de sodio 2 M.
Transferir para baldo volumétrico de 15 mL, adicionar
0,3 mL de solucdo alcalina de tetraiodomercurato (II)
de potassio e completar o volume com agua destilada.
Homogeneizar ¢ deixar em repouso por 5 minutos.
Transferir para um tubo de Nessler (capacidade de 50 mL e
didmetro interno de 22 mm).

Preparacgdo padrao: transferir 10 mL de solugdo padrio de
amonia (1 ppm de NH,), ou o volume calculado, para baldo
volumétrico de 15 mL, adicionar 4,0 mL de 4dgua destilada,
0,3 mL de solugdo alcalina de tetraiodomercurato (II) de
potassio e completar o volume. Homogeneizar e deixar em
repouso por 5 minutos. Transferir para um tubo de Nessler.

Procedimento: comparar a cor desenvolvida nas
preparagdes. A cor amarela produzida na preparagdo
amostra ndo deve ser mais intensa do que na padrao.
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5.3.2.7 ENSAIO LIMITE PARA CALCIO

Solugdo padrdo alcodlica de calcio (100 ppm Ca): pesar,
exatamente, 2,5 g de carbonato de célcio e transferir para
baldo volumétrico de 1000 mL com 12 mL de acido acético.
Dissolver e completar o volume com agua destilada.
Transferir, imediatamente antes do uso, 10 mL dessa
solug@o para baldo volumétrico de 100 mL e completar o
volume com etanol.

Solugdo padrdo de calcio (10 ppm Ca): pesar, exatamente,
0,624 g de carbonato de calcio e transferir para baldo
volumétrico de 250 mL com 3 mL de &cido acético.
Dissolver e completar o volume com agua destilada.
Transferir, imediatamente antes do uso, 10 mL dessa
solugdo para baldo volumétrico de 1000 mL e completar o
volume com agua.

Preparagdo amostra: adicionar 1 mL de oxalato de amonio
SR a um tubo de Nessler (capacidade de 50 mL e 22 mm
de didmetro interno) contendo 0,2 mL da solucdo padrao
alcoolica de calcio (100 ppm Ca). Aguardar 1 minuto,
adicionar mistura de 1 mL de 4cido acético diluido e 15
mL da solugdo da amostra preparada como descrito na
monografia.

Preparagdo padrado: transferir para um tubo de Nessler as
mesmas quantidades de oxalato de amoénio SR e da solugdo
padrdo alcoodlica de calcio (100 ppm Ca) conforme
preparagdo amostra. Aguardar 1 minuto, adicionar mistura
de 10 mL da solugdo padrdo de calcio (10 ppm Ca), 1 mL
de acido acético diluido e 5 mL de agua destilada.

Procedimento: Homogeneizar as preparacdes nos tubos
de Nessler. Apds 15 minutos, a turbidez da preparagdo
amostra ndo deve ser mais intensa do que a da padrao.

Alternativamente, proceder o preparo da amostra conforme
indicado na monografia e efetuar a determinagdo de
calcio por Espectrometria de absorc¢do atomica com
chama (5.2.13.1.1) empregando chama do tipo ar-
acetileno, comprimento de onda de 422,7 nm e resolugdo
do monocromador de (0,7 £ 0,1) nm; ou Espectrometria
de emissdo otica com plasma indutivamente acoplado
(5.2.13.2.2) empregando o comprimento de onda de
393,366 nm.

5.3.2.8 ENSAIO LIMITE PARA MAGNESIO

Preparagdo amostra: adicionar 0,1 g de tetraborato so6dico
a 10 mL da solugdo da amostra preparada conforme o
especificado na monografia. Ajustar o pH entre §,8-9,2
com acido cloridrico SR ou hidréxido de sédio SR.

Preparagdo padrdo: adicionar 0,1 g de tetraborato sodico
a uma mistura de 1 mL da solucdo padrdo de magnésio (10
ppm Mg) e 9 mL de agua destilada. Proceder conforme
preparagao amostra.

Procedimento: transferir a preparagdo amostra para um
funil de separacdo e extrair 2 vezes, agitando por 1 minuto
cada vez, com 5 mL de uma solu¢do de hidroxiquinolina a

0,1% (p/v) em cloroformio. Descartar as fases organicas e
adicionar a fase aquosa 0,4 mL de butilamina ¢ 0,1 mL de
trietanolamina. Ajustar o pH entre 10,5-11,5 se necessario.
Adicionar 4 mL da solucéo de hidroxiquinolina a 0,1% (p/v)
em clorofoérmio e agitar por 1 minuto. Utilizar a fase inferior
para a comparagdo. Proceder da mesma maneira com a
preparagdo padrdo. A coloragdo produzida na preparacdo
amostra ndo deve ser mais intensa do que na padréo.

Alternativamente, proceder a determinacio de magnésio por
Espectrometria de absor¢do atomica com chama (5.2.13.1.1)
empregando chama do tipo ar-acetileno, comprimento
de onda de 285,2 nm e resolugdo do monocromador de
(1,2 £ 0,1) nm; ou Espectrometria de emissdo otica com
plasma indutivamente acoplado (5.2.13.2.2) empregando
comprimento de onda de 285,213 nm.

5.3.2.9 ENSAIO LIMITE PARA MAGNESIO
E METAIS ALCALINOS TERROSOS

A 200 mL de agua destilada adicionar 0,1 g de cloridrato
de hidroxilamina, 10 mL de tampao cloreto de amonio pH
10, 1 mL de solugdo de sulfato de zinco 0,1 M e cerca de 15
mg de negro de eriocromo T. Aquecer a, aproximadamente,
40 °C. Titular com EDTA dissédico 0,01 M SV até a
coloragdo violeta mudar para azul. Adicionar a essa solugéo
quantidade recomendada da amostra dissolvida em 100
mL de agua destilada ou preparada de modo descrito na
monografia. Se a coloragdo da solu¢do mudar para violeta,
titular com EDTA dissédico 0,01 M SV até a viragem para
azul. O volume da solu¢do de EDTA dissédico 0,01 M SV
utilizado na segunda titulagdo ndo deve exceder o volume
estabelecido na monografia.

5.3.2.10 ENSAIO LIMITE PARA
ALUMINIO

Solugdo padrdo de aluminio (200 ppm Al): tratar uma
porcdo de aluminio metalico com acido cloridrico 6 M a
80 °C por poucos minutos. Pesar 100 mg da porcao tratada
e dissolver em mistura de 10 mL de acido cloridrico e 2
mL de acido nitrico, a 80 °C por, aproximadamente, 30
minutos. Manter sob aquecimento até redugdo do volume
para cerca de 4 mL. Arrefecer até temperatura ambiente
e adicionar 4 mL de agua destilada. Deixar evaporar até
obter o volume de 2 mL. Arrefecer e transferir a solugéo,
quantitativamente, usando agua destilada, para baldo
volumétrico de 100 mL. Completar o volume com agua
destilada e homogeneizar. Pipetar 20 mL dessa solugdo
e transferir para outro baldo volumétrico de 100 mL.
Completar o volume com agua destilada e homogeneizar.

Solu¢do padrdo de aluminio (10 ppm Al): transferir,
imediatamente antes do uso, 5 mL da Solu¢do padrdo de
aluminio (200 ppm Al) para baldo volumétrico de 100 mL;
completar o volume com agua destilada ¢ homogeneizar.

Solugdo padrdo de aluminio (2 ppm Al): transferir,
imediatamente antes do uso, 1 mL da Solugdo padrdo de
aluminio (200 ppm Al) para baldo volumétrico de 100 mL;
completar o volume com agua destilada e homogeneizar.
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Solugdo diluente de dacido nitrico: transferir 40 mL de acido
nitrico para baldo volumétrico de 1000 mL; completar o
volume com agua destilada e homogeneizar.

METODO 1

Preparagdo amostra: utilizar a quantidade especificada da
amostra, ou calculada, preparada conforme especificado na
monografia.

Preparacdo padrdo: utilizar o volume especificado, ou
calculado, da Solugdo padrdo de aluminio (10 ppm ou 2

ppm).

Procedimento: transferir para funis de separagdo as
preparagdes amostra e padrdo e extrair com 3 porgdes (20,
20 ¢ 10 mL) da solugdo de hidroxiquinolina a 0,5% (p/v)
em cloroférmio. Juntar os extratos cloroformicos e diluir
para 50 mL com cloroférmio. Realizar uma preparagdo em
branco utilizando o mesmo solvente. Medir a intensidade
da fluorescéncia (5.2.15) da preparagdo amostra (1,), da
preparagdo padrao (1,) e da preparagdo em branco (1,)
utilizando comprimento de onda de excitagcdo de 392 nm
e monocromador ajustado em 518 nm. A fluorescéncia da
preparagdo amostra (1)), descontada da preparagdo em
branco (1,) ndo deve ser maior do que a da preparagdo
padrdo (1,), descontada da preparagdo em branco (1,).

METODO II

Preparacdo amostra: transferir quantidade da amostra
especificada na monografia, ou calculada, para baldo
volumétrico de plastico de 100 mL, adicionar 50 mL de
agua destilada e submeter ao ultrassom durante 30 minutos.
Adicionar 4 mL de acido nitrico; completar o volume com
agua destilada e homogeneizar.

Preparagées padrdo: preparar solugdes contendo 0,01,
0,02 ¢ 0,04 ppm de aluminio, imediatamente antes do uso,
por meio da dilvi¢do da Solu¢do padrdo de aluminio (1
ppm Al) com Solugdo diluente de dacido nitrico em baldo
volumétrico de 100 mL.

Procedimento: determinar as absorvancias das preparagdes
padrdo e da preparacdo amostra por Espectrometria
de absor¢do atomica com forno de grafite (5.2.13.1.4)
equipado com lampada de catodo oco de aluminio. Ajustar
o comprimento de onda em 309,3 nm empregando uma
resolucdo do monocromador de (0,7 + 0,1) nm. Utilizar a
Solu¢do diluente de dcido nitrico como branco e proceder
a calibra¢do conforme descrito em (5.2.13.1.4) Método
I (Calibragdo direta). Determinar a concentracdo de Al
na preparagdo amostra em ppm. Calcular a quantidade
de Al na amostra em ppm, por meio da multiplicagdo da
concentragdo da preparagdo amostra em ppm por 100/P
no qual P é a massa em gramas da substancia utilizada na
preparagdo amostra.

METODO III

Proceder conforme descrito no Método II e efetuar a
determinagdo por Espectrometria de emissdo otica com

plasma indutivamente acoplado (5.2.13.2.2). Proceder de
acordo com as especificagdes do fabricante. Recomenda-se
a utilizacdo do comprimento de onda de 396,153 nm.

5.3.2.11 ENSAIO LIMITE PARA FOSFATOS

Solugdo padrdo de fosfato (5 ppm): dissolver 0,716 g
de fosfato de potdssio monobasico em agua destilada
e completar o volume para 1000 mL. Transferir 10 mL
dessa solucdo para um baldo volumétrico de 1000 mL e
completar o volume com agua destilada.

Preparag¢dao amostra: transferir a quantidade da amostra
especificada, ou calculada, ou o volume da solugdo da
amostra preparada conforme descrito na monografia para
baldo volumétrico de 100 mL e completar o volume com
solvente adequado. Transferir essa solugdo para béquer
¢ adicionar 4 mL de reagente sulfomolibdico, 0,1 mL de
cloreto estanoso SR e homogeneizar.

Preparacdo padrado: transferir 2 mL da Solucdo padrdo
de fosfato (5 ppm) para baldo volumétrico de 100 mL e
completar o volume com solvente adequado. Continuar
conforme descrito na preparagdo amostra.

Procedimento: aguardar 10 minutos, transferir 20 mL do
contetdo das prepara¢des amostra ¢ padrdo para tubos de
Nessler (capacidade de 50 mL ¢ 22 mL de didmetro interno)
e comparar a coloragdo das preparagdes. A coloragdo
produzida na preparagdo amostra ndo ¢ mais intensa do que
na padrao.

Alternativamente, proceder conforme descrito em
Cromatografia ionica (5.2.17.4.1) utilizando cromatdgrafo
equipado com coluna de troca idnica para separagdo
de anions e detector por condutividade com supressdo
quimica.

5.3.2.12 ENSAIO LIMITE PARA CHUMBO

Solu¢do padrdao de chumbo diluida (I ppm Pb): diluir
volume exatamente medido da Solu¢do padrédo de chumbo
(10 ppm Pb) preparada conforme descrito em Ensaio limite
para metais pesados (5.3.2.3) com 9 volumes de acido
nitrico a 1% (v/v).

Nota: armazenar todas as solugdes de reagentes em
recipientes de vidro de borossilicato. Enxaguar toda a
vidraria com solugdo de dacido nitrico a 20% (v/v) e, em
seguida, com agua destilada.

Prepara¢do amostra: na auséncia de especificagdo na
monografia, preparar a solugdo amostra como segue.
Proceder cautelosamente, pois algumas substancias podem
reagir com violéncia quando digeridas com peroxido de
hidrogénio. Transferir 1 g da amostra para frasco adequado,
acrescentar 5 mL de acido sulfurico, algumas pérolas de
vidro e aquecer em placa de aquecimento, em capela, até
evolugdo de fumos. Podem ser utilizados outros meios de
aquecimento adequados. Se necessario, adicionar excesso
de acido sulfurico para umedecer completamente a amostra
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ndo ultrapassando um total de 10 mL. Acrescentar, gota a
gota, com cuidado, peroxido de hidrogénio concentrado,
aquecendo entre as adi¢des, permitindo que a reagdo
ocorra. Adicionar as primeiras gotas aos poucos ¢ muito
lentamente misturando cuidadosamente para prevenir
reagdo rapida e interrompendo o aquecimento se ocorrer
excessiva formagao de espuma. Agitar a solugdo no frasco
para permitir a reagdo da amostra aderida nas paredes.
Acrescentar peroxido de hidrogénio sempre que a mistura
se tornar marrom ou escurecer. Continuar a digestdo até
que vapores de trioxido de enxofre sejam desprendidos
abundantemente para que a reagdo seja completa e
a solugdo torne-se incolor. Resfriar, cautelosamente,
com o acréscimo de 10 mL de agua destilada, evaporar
novamente até que o trioxido de enxofre se desprenda por
completo e resfriar. Repetir esse procedimento com 10 mL
de agua destilada para remover qualquer traco de peréxido
de hidrogénio. Cuidadosamente, diluir com 10 mL de 4gua
destilada e resfriar.

Nota: se, antes de aquecer, a amostra reagir muito
rapidamente e comegar a fumegar com 5 mL de dcido
sulfurico, deve-se utilizar 10 mL de acido sulfurico a 50%
(v/v) a frio e acrescentar algumas gotas de perdxido de
hidrogénio antes de aquecer.

Preparagdo padrdo: utilizar volume especificado, ou
calculado da Solug¢do padrdo de chumbo diluida (1 ppm
Pb). Submeter ao mesmo tratamento da preparagdo
amostra.

Procedimento: transferir as preparagdes amostra ¢ padrdo
paraum funil de separag@o usando 10 mL de agua destilada.
Acrescentar 6 mL de citrato de amdnio SR ¢ 2 mL de
cloridrato de hidroxilamina SR1 (para a determinagdo de
chumbo em sais de ferro usar 10 mL de citrato de amonio
SR). Adicionar duas gotas de vermelho de fenol a 0,1%
(p/v) em etanol, alcalinizar com hidroxido de amoénio até
coloragdo vermelha e homogeneizar. Resfriar a solugdo, se
necessario, e acrescentar 2 mL de cianeto de potassio SR.
Extrair, imediatamente, com por¢des de 5 mL da solugéo
extratora de ditizona e recolher cada extrato para outro
funil de separag@o até que a solugdo de ditizona mantenha
sua cor verde. Agitar as solugdes de ditizona combinadas
durante 30 segundos com 20 mL de acido nitrico a 1%
(v/v) e descartar a fase organica. Adicionar a solugéo acida,
5 mL da solugéo padrdo de ditizona e 4 mL de cianeto-
amonia SR, e agitar durante 30 segundos. A coloragdo
violeta produzida na fase organica da prepara¢do amostra
ndo ¢ mais intensa do que na padrao.

Alternativamente, preparar a amostra conforme descrito em
Ensaio limite para metais pesados (5.3.2.3) e determinar
chumbo por uma das técnicas de Espectrometria atomica
(5.2.13).

5.3.3 ENSAIOS QUIMICOS

5.3.3.1 TITULACOES POR DIAZOTACAO

Esse tipo de titulacdo ¢ muito util na analise de fArmacos
que contém grupo amino aromatico primario tais como
as sulfonamidas e os anestésicos locais derivados do
acido aminobenzoico. A titulagao ¢é realizada com solucao
volumétrica de nitrito de s6dio, em meio acido, fornecendo
o sal de diazonio da amina aromatica primaria.

Séo utilizados dois métodos de quantificagéo.

No Método I, é utilizada solugdo de amido iodetado ou
papel de amido iodetado como indicador. O excesso de
acido nitroso converte o iodeto a iodo, que em contato com
0 amido resulta a cor azul caracteristica.

No Meétodo II, o ponto final da titulagdo é determinado
potenciometricamente. Nesse método, empregam-se
eletrodos de platina-calomelano ou platina-platina com
diferenca de potencial e sensibilidade adequados. Apds o
uso, deve-se imergir os eletrodos por alguns segundos em
acido nitrico SR ao qual se adicionou 1 mg/mL de cloreto
férrico e, em seguida, lavar com agua destilada.

METODO I

Técnica - Pesar, exatamente, cerca de 500 mg da
sulfonamida ou a quantidade especificada na monografia
para outras aminas aromaticas primarias. Transferir para
erlenmeyer de 250 mL, e adicionar, com agitagdo, 100
mL de acido cloridrico SR para solubilizar a amostra.
Em seguida, adicionar cerca de 30 mL de agua e resfriar
em banho de gelo até aproximadamente 15 °C. Titular,
sob agitacdo constante, com solugdo de nitrito de sédio
0,1 M SV previamente padronizada com sulfanilamida
SQR. Atinge-se o ponto final de titulagdo quando uma
gota da solu¢do do erlenmeyer formar, imediatamente,
uma coloragdo azul com uma solug¢ao de amido iodetado
SI em placa de toque ou sobre papel de amido iodetado
SI umedecido. Para se comprovar o término da titulagdo,
repetir a prova de toque 2 minutos apos a Ultima adicao.
Essa deve continuar positiva.

O peso, em mg, da amostra correspondente a cada mL
de nitrito de sddio 0,1 M SV encontra-se descrito na
monografia de cada farmaco.

METODO II

Técnica - Pesar, exatamente, cerca de 500 mg da
sulfonamida, ou o equivalente em massa do principio ativo
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para as especialidades farmacéuticas, ou a quantidade
especificada na monografia para outras aminas aromaticas
primarias. No caso de injetaveis ou outras formas liquidas
deve pipetar-se quantidade equivalente a 500 mg de
principio ativo ou a quantidade especificada na monografia.
Transferir para erlenmeyer e adicionar 20 mL de acido
cloridrico SR ¢ 50 mL de agua. Agitar até dissolugdo.
Resfriar até aproximadamente 15 °C mantendo essa
temperatura no curso da titulagdo. Acrescentar catalisador
adequado quando especificado. Titular, lentamente e
sob agitacdo magnética, com nitrito de sodio 0,1 M SV
previamente padronizado com sulfanilamida SQR.

O peso, em mg, da amostra que equivale a cada mL de nitrito
de sodio 0,1 M SV adicionado encontra-se especificado na
monografia de cada farmaco.

Nota: a ponta da bureta deve permanecer pouco acima da
superficie da solugdo a fim de evitar a oxidagdo do nitrito
de sodio. Deve-se agitar com cuidado evitando a formag¢do
de um turbilhdo de ar abaixo da superficie. Quando a
titulagdo estiver a, aproximadamente, 1 mL do ponto final
calculado, acrescentar volumes de 0,1 mL em intervalos
de, no minimo, 1 minuto.

5.3.3.2 DETERMINACAO DE
NITROGENIO PELO METODO DE
KJELDAHL

O método de Kjeldahl descrito na forma de macro e de
semimicrotécnica destina-se a determinacdo de nitrogénio
em substdncias relativamente ladbeis como amidas e
aminas. Compreende duas fases: (1) digestdo catalitica da
substancia organica em acido sulfirico com a decorrente
conversdo quantitativa do nitrogénio em sulfato de
amonio; (2) destilacdo do digesto alcalinizado e titulagdo
volumétrica da amonia liberada no processo.

5.3.3.2.1 Macrodeterminagao (método I)

Transferir, exatamente, cerca de 1 g de amostra para
baldo de Kjeldahl de 500 mL. Adicionar 10 g de sulfato
de potassio, 0,5 g de sulfato cuprico ¢ 20 mL de acido
sulfurico. Inclinar o baldo cerca de 45° e aquecer,
lentamente, mantendo a temperatura abaixo do ponto de
ebulicdo enquanto houver desenvolvimento de espuma.
Aumentar a temperatura até a ebuli¢do vivida do acido e
prosseguir com o aquecimento por 30 minutos até a mistura
ficar limpida e adquirir cor verde clara. Resfriar, adicionar
150 mL de agua, misturar e resfriar novamente. Adicionar,
cuidadosamente, 100 mL da solucdo de hidréxido de
sodio 40% (p/v) possibilitando que o alcali escorra pela
parede do baldo e forme fase independente sob a solugéo
acida. Adicionar pequena quantidade de zinco granulado;
imediatamente, conectar o baldo ao bulbo de isolamento
previamente fixado ao condensador, e imergir o tubo

coletor em 100 mL de solugédo de acido borico 5% (p/v) em
erlenmeyer de 500 mL. Homogeneizar a mistura no baldo
agitando suavemente e destilar até recolher no erlenmeyer
cerca de 80% do volume contido no baldo. Adicionar
cerca de 3 gotas de mistura de vermelho de metila com
azul de metileno SI ao erlenmeyer e titular com acido
sulfarico 0,25 M SV. Realizar ensaio em branco e fazer
as corregdes necessarias. Cada mL de acido sulfarico 0,25
M SV equivale a 7,003 mg de nitrogénio. Para amostras
com baixo teor de nitrogénio, empregar acido sulflrico
0,05 M SV. Nesse caso, cada mL equivale a 1,401 mg de
nitrogénio.

Na presenga de nitratos ou nitritos

Transferir quantidade exatamente pesada da amostra
contendo cerca de 150 mg de nitrogénio para baldo de
Kjeldahl de 500 mL e adicionar 25 mL de acido sulfurico
contendo 1 g de 4cido salicilico dissolvido. Misturar
e aguardar durante cerca de 30 minutos agitando com
frequéncia. Adicionar 5 g de tiossulfato de sodio, misturar
e, em seguida, adicionar 0,5 g de sulfato ciprico. Prosseguir
conforme indicado no procedimento anterior a partir de
“Inclinar o baldo cerca de 45°...”.

Quando o teor de nitrogénio na amostra exceder 10%,
adicionar, previamente a digestdo, 0,5 a 1,0 g de acido
benzdico para facilitar a decomposicéo da substancia.

5.3.3.2.2 Semimicrodeterminagdo (método II)

Transferir quantidade exatamente pesada da substincia
correspondente a 2 - 3 mg de nitrogénio para baldo
de Kjeldahl compativel com o aparelho. Adicionar 1
g de sulfato de potassio e 0,1 g de sulfato cuprico e, se
necessario, lavar os solidos aderentes ao gargalo com
fino jato de agua. Adicionar 7 mL de acido sulfurico e,
em seguida, 1 mL de per6xido de hidrogénio a 30% (v/v)
de modo que os liquidos escorram pela parede do baldo.
Aquecer o frasco e manter a digestdo até¢ desaparecimento
dos residuos de carbonizagdo e a preparagdo azul clara
estiver perfeitamente limpida. Cuidadosamente, adicionar
70 mL de agua e resfriar. Conectar o baldo ao aparelho de
destilagdo e, através do funil, adicionar 30 mL de solugdo
de hidroxido de sodio 40% (p/v) possibilitando que o alcali
escorra pela parede do baldo e forme fase independente sob
a solucdo acida. Lavar o funil com agua e, imediatamente,
iniciar a destilagdo. Recolher o destilado em erlenmeyer
de 250 mL contendo 15 mL de solu¢do de acido borico
5% (p/v), quantidade de dgua suficiente para imergir o tubo
coletor e 3 gotas de mistura de vermelho de metila com
azul de metileno SI. Destilar até que o volume de destilado
atinja 80 a 100 mL; remover o frasco coletor, lavar as
paredes com pequena quantidade de agua e titular com
acido sulfarico 0,005 M SV. Realizar ensaio em branco e
fazer as corregdes necessarias. Cada mL de acido sulftirico
0,005 M SV equivale a 0,1401 mg de nitrogénio.
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5.3.3.3 METODO DE COMBUSTAO

Os métodos de combustdo consistem na decomposicao
de substancias organicas na presenca de oxigénio, através
da oxidacdo da matéria orgdnica para a subsequente etapa
de identificagdo ou doseamento. Estes métodos podem
ser aplicados de duas maneiras: método do frasco de
combustdo em pressdo atmosférica e método de combustio
iniciada por micro-ondas em sistema pressurizado.

METODO DO FRASCO DE COMBUSTAO EM
PRESSAO ATMOSFERICA

Aparelhagem

Compreende um frasco coOnico de vidro borossilicato
refratario resistente, com volume interno de 500 mL e
tampa de vidro esmerilhada. Para determinagdo de fluor,
emprega-se frasco de quartzo. A base da tampa esmerilhada
que acompanha o frasco apresenta um prolongamento de
vidro no qual ¢ fixado um fio de platina com extremidade
composta por uma suporte de platina onde ¢ introduzida a
amostra (Figura 1).

Amostras solidas

Pesar a quantidade especificada na monografia em pedago
de papel de filtro de formato e dimensdes apropriadas,
dobrar e prender na tela de platina, deixando livre uma
parte da extremidade. Colocar no interior do frasco a
solucdo absorvedora especificada e borbulhar oxigénio
nesta solucdo para saturar o interior do frasco. Fazer
a ignicdo da extremidade do papel (veja Nota 1) e, sem
demora, colocar a tampa no frasco, mantendo-o em posi¢éo
com firmeza para evitar seu deslocamento devido a pressio
exercida pelos gases de combustdo. Inverter o frasco para
assegurar vedagao liquida na tampa, tomando a precaugdo
de evitar que material incompletamente queimado caia no
liquido. Concluida a combustdo, agitar o frasco, até que
os gases formados no processo desaparegam. Decorridos
15 a 30 minutos, colocar pequena por¢do de agua na
borda do frasco ¢ remover a tampa, permitindo que esta
agua flua para o interior do frasco, lavando as paredes do
gargalo. Lavar tampa, gargalo, fio e rede de platina com
agua e juntar estas aguas de lavagem a solucdo absorvente.
A solugdo obtida segundo este procedimento é designada
solugdo amostra. Para o preparo do branco, proceder da
mesma maneira, omitindo a amostra (Nota 2).

Amostras liquidas

Embalar pequena quantidade de algoddo absorvente em
pedaco de papel de filtro e pesar, neste dispositivo, a
quantidade especificada da amostra, que ¢ absorvida no
algoddo. Apds a fixacdo do algoddo envolvido no papel de
filtro & grade de platina, proceder a combustdo tal como
descrita para amostras solidas.

Determinagdo de cloro e bromo

Queimar a quantidade especificada de substancia sob
exame, empregando como solucdo absorvente 20 mL
de agua acrescidos de 1 mL de peroxido de hidrogénio
concentrado e 3 mL de hidroxido de sodio 0,1 M.
Concluida a absor¢ao, juntar 2 gotas de azul de bromofenol
e quantidade suficiente de acido nitrico 0,1 M para virar
o indicador de azul para amarelo, incorporando 0,5 mL
de excesso. Se a substancia em analise contiver enxofre,
adicionar algumas gotas de nitrato de bario 0,005 M.
Juntar 100 mL de etanol aproveitando a adig@o para lavar
as paredes internas do frasco e, em seguida, 15 gotas de
difenilcarbazona SI. Titular com nitrato de mercurio(II)
0,005 M SV até coloracdo résea permanente. Cada mL de
nitrato de mercurio(II) 0,005 M SV equivale a 0,3550 mg
de cloro ou a 0,79904 mg de bromo.

Alternativamente, proceder conforme descrito
em Cromatografia de ions (5.2.17.4.1), utilizando
cromatografo equipado com coluna de troca anidnica e
detector por condutividade com supressdo quimica.

Determinacdo de iodo

Queimar a quantidade especificada de substancia sob
exame da forma descrita, empregando como liquido
absorvente 10 mL de agua acrescidos de 2 mL de hidréxido
de sodio M. Concluida a absorgdo, juntar 1 mL de solugédo
de hidrato de hidrazina 4 M em agua, tampar novamente o
frasco e agitar até descoramento da solug¢do. Em seguida,
proceder como descrito em Determinagdo de cloro e bromo
a partir de “Concluida a absor¢do...”. Cada mL de nitrato
de mercurio (II) 0,005 M SV equivale a 1,269 mg de iodo.

Alternativamente, proceder conforme descrito
em Cromatografia de ions (5.2.17.4.1), utilizando
cromatografo equipado com coluna de troca idnica para
separacdo de anions e detector por condutividade com
supressao quimica.

Determinagdo de fliior

Queimar quantidade especificada de substancia sob exame
da forma descrita, empregando como solugdo absorvedora
15 mL de agua. Completada a operagdo, lavar tampa, fio
de platina, tela de platina e paredes do frasco (Vota 3) com
40 mL de agua. Adicionar 0,6 mL de alizarina SI e, em
seguida, gota a gota, hidroxido de sodio 0,1 M até que a cor
mude de rosado para amarelo. Adicionar 5 mL de solugdo
tampdo acetato — acido cloridrico pH 3,5 e titular com
nitrato de tério 0,005 M SV até que a cor amarela mude
para amarelo rosado. Cada mL de nitrato de torio 0,005 M
SV equivale a 0,380 mg de flior. Havendo dificuldade na
identificagdo do ponto de viragem, fazer ensaio preliminar
com solugdo padronizada de fluor inorganico.

Alternativamente, proceder conforme descrito
em Cromatografia de ions (5.2.17.4.1), utilizando
cromatografo equipado com coluna de troca idnica para
separa¢do de anions ¢ detector por condutividade com
supressdo quimica.
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Determinagdo de enxofre

Queimar a quantidade especificada de substincia sob
exame da forma descrita, empregando como solucgdo
absorvedora 12,5 mL de perdéxido de hidrogénio SR.
Concluida a absor¢ao, juntar 40 mL de 4gua, aproveitando
para lavar tampa, fio e tela de platina e paredes do frasco.
Ferver a solugdo por 10 minutos, esfriar, adicionar 2 mL de
acido acético SR e 20 mL de etanol. Titular com nitrato de
bario 0,01 M SV, usando 2 gotas de torina SI e 2 gotas de
cloreto de metiltioninio SI como indicador até que, a cor
amarela mude para rosea. Cada mL de nitrato de bario 0,01
M SV equivale a 0,3206 g de enxoftre.

Alternativamente, proceder conforme descrito
em Cromatografia de ions (5.2.17.4.1), utilizando
cromatografo equipado com coluna de troca anidnica e
detector por condutividade com supressdo quimica.

Notas:

1. Recomenda-se ao analista usar oculos de segurancga e
protegcdo adequada para evitar que estilhagos de frasco
o atinjam em caso de acidente. Atualmente, existem
comercialmente sistemas que evitam a igni¢do manual,
empregando radiagdo infravermelha ou corrente elétrica,
diminuindo os riscos ao operador.

2. Assegurar-se de que os frascos de combustio estejam
limpos e isentos de tragos de solventes organicos.

3. Substancias contendo flior fornecem teores baixos se a
combustdo for executada em frascos de vidro borossilicato.
Obtém-se resultados satisfatorios em frascos de vidro-soda
isento de boro mas o rendimento ideal implica no emprego
de frascos de quartzo.

| e ]

mecha
amostra envolvida em.

Figura 1 - Frasco de oxigénio para
determnacio de enxofre e halogénios.

METODO DE COMBUSTAO INICIADA POR MICRO-
ONDAS EM SISTEMA PRESSURIZADO

Aparelhagem

Compreende um frasco quartzo com volume interno de 80
mL e pressdo operacional de trabalho de 80 atm. A tampa
que acompanha o frasco ¢ de polimero fluorado, que possui
um orificio para liberar os gases no caso da decomposi¢édo
por via Umida, o qual ¢ utilizado para a pressurizagdo

do sistema com oxigénio. Um suporte de quartzo para a
amostra ¢ inserido no interior do frasco de decomposigao.

Amostras solidas

Pesar a quantidade especificada de substincia e prensar
na forma de comprimido (aproximadamente 1,2 cm de
diametro). Colocar a amostra sobre o suporte de quartzo
contendo um pedago de papel de filtro (aproximadamente
10 mg) umedecido com nitrato de amoénio 6 M. Colocar
no interior do frasco a solugdo absorvente especificada e
inserir o suporte contendo a amostra ¢ o papel no interior
do frasco. Fechar o sistema adequadamente, conforme
especificagdes do fabricante, e pressurizar com 20 atm de
oxigénio. Proceder a inser¢do dos frascos de decomposigédo
no rotor do forno de micro-ondas e, sem demora, colocar
o rotor na cavidade do forno, iniciando imediatamente a
irradiag@o. Iniciada a ignicdo, utilizando poténcia maxima,
a irradiagdo pode ser continuada por mais 5 min, para
que o refluxo da solugdo absorvente aconteca, permitindo
a completa absor¢do dos analitos na solu¢do. Apos o
resfriamento (20 min), o frasco de decomposigdo pode ser
aberto e a solugdo transferida para recipiente apropriado
com auxilio de dgua e aferida a volume conhecido, para
a subsequente identificagdo ou determinacdo dos analitos
de interesse. A solucdo obtida segundo este procedimento
¢ designada solugdo amostra. Para o preparo do branco,
proceder da maneira descrita, omitindo a amostra.

Determinagao de cloro e bromo

Prosseguir conforme descrito em “Determinagdo de cloro
e bromo” no Método do Frasco de Combustdo em Pressao
Atmosférica.

Determinacdo de iodo

Prosseguir conforme descrito em “Determinagdo de
iodo” no Método do Frasco de Combustdo em Pressdo
Atmosférica.

Determinagdo de fliior

Prosseguir conforme descrito em “Determinagcdo de
fliior” no Método do Frasco de Combustdo em Pressdo
Atmosférica.

Determinagdo de enxofre

Prosseguir conforme descrito em “Deferminag¢do de
enxofre” no Método do Frasco de Combustdo em Pressdo
Atmosférica.

5.3.3.4 TITULACOES
COMPLEXOMETRICAS

Complexometria ¢ o método analitico volumétrico que
compreende a titulagdo de ions metalicos (A) com agente
complexante (B). A reacéo envolvida é do seguinte tipo:
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An+ + Bm- = ABn-m

Muitos complexantes denominados quelantes sdo capazes
de formar estruturas ciclicas por meio da coordenagdo
simultinea de varios grupos com o ion metalico. O acido
edético (&cido etilenodiaminotetracético, EDTA) é o
exemplo tipico. Esse acido ¢ o agente complexante mais
utilizado. O EDTA forma complexos 1:1 com muitos
metais com estado de oxidacdo superior a +1 sendo esses
complexos muito soliveis em agua.

A estabilidade dos complexos com EDTA ¢ dependente do
pH para os diversos metais. Logo condigdes ideais de pH
devem ser estabelecidas para a analise por complexagao
para cada metal.

Na complexometria, o ponto de viragem pode ser
determinado visual, ou instrumentalmente. Empregam-
se indicadores complexantes que exibem profundas
alteragdes de cor mediante coordenagdo com o metal.
Exemplos tipicos sdo: alaranjado de xilenol, calcona e
negro de eriocromo T. O indicador complexométrico atua
de forma competitiva com o agente titulante, logo deve
ser deslocado efetivamente por este nas proximidades do
ponto de equivaléncia.

PROCEDIMENTOS

Aluminio

Pesar, exatamente, a quantidade da substancia indicada
na monografia, adicionar 50 mL de 4gua e acidificar, se
necessario, com quantidade minima de éacido cloridrico
M, salvo se a monografia indicar outro tipo de solvente.
Adicionar 25 mL de edetato dissodico 0,1 M SV e 10 mL da
mistura, em volumes iguais, de acetato de amonio 2 M com
acido acético 2 M. Aquecer a solugdo até ebuli¢do e manter
por 2 minutos. Resfriar. Adicionar 50 mL de etanol e 3 mL
de solugdo recém-preparada de ditizona a 0,025% (p/v) em
etanol. Titular o excesso de edetato dissodico com sulfato
de zinco 0,1 M SV até¢ mudanca da cor de azul-esverdeada
para violeta-rosea. Cada mL de edetato dissodico 0,1 M SV
¢ equivalente a 2,698 mg de aluminio.

Bismuto

Pesar, exatamente, a quantidade da substancia indicada
na monografia e dissolver em quantidade minima de
acido nitrico 2 M. Adicionar 50 mL de 4gua e solugdo
concentrada de amonia, gota a gota com agitagdo, até
que a preparacao fique turva. Adicionar 0,5 mL de acido
nitrico. Aquecer a 70 °C até o desaparecimento da turbidez
da preparagdo. Adicionar algumas gotas de alaranjado de
xilenol SI. Titular, lentamente, com edetato diss6dico 0,05
M SV até mudanga da cor de violeta-rosea para amarela.
Cada mL de edetato dissodico 0,05 M SV ¢ equivalente a
10,45 mg de bismuto.

Calcio

Pesar, exatamente, a quantidade da substancia indicada
na monografia, dissolver em alguns mililitros de agua e

acidificar, se necessario, com quantidade minima de acido
cloridrico 2 M. Diluir para 100 mL com agua. Titular
com edetato dissodico 0,05 M SV até cerca de 2 mL antes
do ponto de equivaléncia previsto. Adicionar 4 mL de
hidroxido de sodio 10 M e gotas de calcona SI. Prosseguir
a titulac@o até que a cor mude de rdsea para azul intensa.
Cada mL de edetato dissodico 0,05 M SV ¢é equivalente a
2,004 mg de calcio.

Chumbo

Pesar, exatamente, a quantidade da substancia indicada
na monografia e dissolver em 5 a 10 mL de agua, ou em
quantidade minima de acido acético 5 M. Diluir para 50
mL com agua. Adicionar gotas de alaranjado de xilenol SI
e metenamina suficiente (cerca de 5 g) para que a solugédo
adquira cor violeta. Titular com edetato dissodico 0,05 M
SV, ou 0,1 M SV, conforme indicado na monografia até
mudanga da cor de violeta para amarela. Cada mL de
edetato dissodico 0,05 M SV é equivalente a 10,36 mg
de chumbo. Cada mL de edetato dissdédico 0,1 M SV ¢é
equivalente a 20,72 mg de chumbo.

Magnésio

Pesar, exatamente, a quantidade da substancia indicada
na monografia e dissolver em 5 a 10 mL de dgua, ou em
quantidade minima de 4cido cloridrico 2 M. Diluir com
dgua para 50 mL. Adicionar 10 mL de tampao de cloreto de
amonio pH 10,0, e algumas gotas de negro de eriocromo T
SI. Titular com edetato dissodico 0,05 M SV ou 0,1 M SV,
conforme indicado na monografia, at¢é mudanga da cor de
violeta para azul. Cada mL de edetato dissddico 0,05 M SV
¢ equivalente a 1,215 mg de magnésio. Cada mL de edetato
dissodico 0,1 M SV ¢ equivalente a 2,431 mg de magnésio.

Zinco

Pesar, exatamente, a quantidade da substancia indicada
na monografia e dissolver em 5 a 10 mL de 4gua, ou em
quantidade minima de acido acético 5 M. Diluir para 50
mL com agua. Adicionar gotas de alaranjado de xilenol SI
e metenamina suficiente (cerca de 5 g) para que a solugao
adquira cor violeta. Titular com edetato dissodico 0,05
M SV ou 0,1 M SV, conforme indicado na monografia,
até mudanga da cor de violeta para amarela. Cada mL
de edetato dissodico 0,05 M SV ¢ equivalente a 3,268
mg de zinco. Cada mL de edetato dissodico 0,1 M SV ¢
equivalente a 6,536 mg de zinco.

5.3.3.5 TITULACOES EM MEIO NAO
AQUOSO

Os farmacos que sdo bases ou acidos fracos nao podem ser
quantificados em meio aquoso, mas podem ser em meio
nao aquoso.

A titulagdo em meio ndo aquoso se baseia no conceito
acido / basico de Bronsted-Lowry, no qual o acido é uma
substancia que doa proton e a base ¢ aquela que recebe
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proton. Substincias potencialmente 4acidas sdo acidas
somente em presenga de base a qual possam doar proton e
vice-versa.

O solvente desempenha, por conseguinte, papel muito
importante na determinacdo do carater acido / basico de
uma substancia, ja que a forca do &cido ou da base depende
da capacidade do solvente de receber ou doar prétons.
A agua deveria ser o solvente de escolha, devido a facil
disponibilidade. Entretanto, o 4cido mais forte que pode
existir em meio aquoso € o fon hidronio (H,0") € a base
mais forte o ion hidroxido (OH), isso ¢ conhecido como
efeito nivelador do solvente. No doseamento de 4cidos ou
bases muito fracos, o titulante deve ser uma base ou acido
muito forte, respectivamente, para que a reag@o acido-base
ocorra; contudo devido ao efeito nivelador da dgua ndo ¢
possivel titular tais substancias em meio aquoso.

Utilizando solventes fracamente protofilicos como o acido
acético, € possivel a titulagdo de bases muito fracas ja que o
ion acetonio (CH3CQOH2+) € um acido muito mais forte do
que o ion hidrénio. Acidos mais fortes do que o ion hidronio
ndo podem ser diferenciados em meio aquoso, mas podem
em acido acético mostrando que a ordem decrescente para
a forga dos acidos ¢ perclorico, bromidrico, sulflirico,
cloridrico e nitrico. Analogamente, a titulagdo de acidos
fracos € possivel com o uso de solventes basicos como a
n-butilamina. O amideto (CH,CH,CH,CH NH’) é uma
base muito mais forte que o hidréxido.

Os solventes empregados na titulagdo em meio ndo aquoso
devem satisfazer certas exigéncias: (1) ndo reagir com a
substancia nem com o titulante; (2) dissolver a substancia
possibilitando, no minimo, preparo de solugdo 0,01 M;
(3) dissolver o produto da titulagdo - se a precipitagdo for
inevitavel, o precipitado deve ser compacto e cristalino;
(4) possibilitar, com facilidade, a visualizagdo do ponto
final, seja esse medido com o uso de indicadores ou
potencidmetro; (5) ser de baixo custo e de facil purificacéo.

Para a titulagdo de substancias de carater basico (aminas,
heterociclicos nitrogenados, compostos de amonio
quaternario, sais alcalinos de acidos organicos e inorganicos
e alguns sais de aminas) empregam-se solventes de natureza
relativamente neutra, ou acida, sendo o acido acético
glacial o mais utilizado. O anidrido acético reserva-se para
bases muito fracas como amidas. A mistura de dioxana com
acido acético pode ocasionalmente ser utilizada a fim da
reducdo da constante dielétrica e consequentemente menor
potencial de ioniza¢do dos acidos favorecendo a reacdo
de neutralizacdo. Como titulante emprega-se, geralmente,
a solucdo de acido perclérico em acido acético. Outros
titulantes uteis sdo acido perclérico em dioxana; acido
p-toluenossulfonico (acido tésico) e acido fluorsulfonico
sdo geralmente utilizados com solventes apréticos como
cloroférmio.

Para o doseamento de sais de acidos halogenados (cloridrato,
bromidrato e iodidrato) deve adicionar-se acetato de
mercurio; esse ndo se dissocia em solugdo de acido acético.
O ion haleto ¢ uma base demasiadamente fraca para reagir
quantitativamente com acido percldrico em acido acético.
Esse ion pode ser substituido, quantitativamente, pelo ion

acetato sendo removido na forma de complexo merctrico
que ndo se dissocia. O acetato, que é uma base relativamente
forte em acido acético, pode ser precisamente titulado com
acido perclorico.

Para a titulagdo de substancias que se comportam como
acidos (haletos de acidos, anidridos de acidos, acidos
carboxilicos, aminoacidos, endis, imidas, fendis, pirrdis e
sulfas) empregam-se como solventes os de natureza bésica
ou aprética. No doseamento de substincias de acidez
intermediaria ¢ comum o uso de dimetilformamida. Ja
no doseamento de acidos fracos empregam-se bases mais
fortes como morfolina, etilenodiamina e n-butilamina. Os
solventes basicos selecionados, adequadamente, podem
possibilitar a determinagdo seletiva de mistura de acidos.
Duas classes de titulantes podem ser empregadas para
determinacdo de substincias acidas: os alcoxidos de metais
alcalinos e os hidroxidos de alquilamonio quaternario. O
metoxido de sodio é o mais empregado dos alcoxidos
em mistura de metanol e tolueno ou metanol e benzeno.
O metdxido de litio em metanol e benzeno ¢ utilizado
para os compostos que formam precipitado gelatinoso
nas titulacdes com metoxido de sédio. O mais utilizado
entre os hidroxidos € o de tetrabutilaménio. Com os
hidréxidos de amoénio quaternario como os hidroxidos
de tetrabutilamdnio e o de trimetilexadecilaménio (em
mistura de benzeno e metanol ou alcool isopropilico) ha a
vantagem de que o sal do acido titulado é, em geral, soltvel
no meio de titulagao.

E importante que se protejam os solventes para a titulagdo
de substancias acidas da exposi¢@o excessiva a atmosfera
devido a interferéncia de CO,. Por isso, pode-se empregar
atmosfera inerte ou aparelho especial durante a titulagao.
Para determinar a absor¢do de CO, deve-se proceder a
titulagdo do branco que ndo deve consumir mais que
0,01 mL do metdxido de sédio 0,1 M SV por mililitro de
solvente.

O ponto final do doseamento pode ser determinado
visualmente pela mudanga de cor ou potenciometricamente.
Geralmente a escolha do método baseia-se no pKa dos
analitos em agua. Para bases com o pKa da ordem de 4, a
detecgdo ¢, em geral, por meio de indicadores; para as que
o pKa esta entre 1 ¢ 4, a detecgdo ¢ potenciométrica. Nesse
caso, o eletrodo de vidro / calomelano € util. Em acido
acético, tal eletrodo funciona de acordo com o previsto
teoricamente. No caso do eletrodo de calomelano como
referéncia, ¢ vantajoso substituir a ponte salina de cloreto
de potassio aquoso por perclorato de litio 0,1 M em acido
acético glacial para titulagdo em solventes acidos ou por
cloreto de potassio em metanol para a titulagdo em solventes
basicos. A determinagdo do ponto final na quantificacdo de
acidos cujo pKa em agua ¢ em torno de 7 pode ser feita
com o uso de indicador. Para os acidos com pKa entre 7
e 11 recomenda-se determinagdo potenciométrica, ainda
que em certos casos se recorra a indicadores, como violeta
az0ico ou o-nitroanilina com menor precisao.

Com o uso de solventes organicos, deve-se considerar o
alto coeficiente de expansdo ctbica da maioria desses em
relacdo ao da agua. Isso porque hé possibilidade de ocorrer
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variagdo do teor do titulante em meio ndo aquoso em fungdo da temperatura. Deve-se corrigir o volume do titulante,

multiplicando-o pelo fator de corre¢do abaixo:

[1 + coeficiente de expansdo ctibica do solvente (£, - )]

em que:

t,= temperatura de padronizagdo do titulante,
t = temperatura de utilizagao do titulante.

Os sistemas mais empregados para a titulagdo em meio ndo aquoso estdo relacionados na Tabela 1.

Tabela 1 - Sistemas para titulacio em meio nio aquoso.

Solvente”

Tipo de solvente

Indicador Eletrodos

Acido acético glacial
Acido férmico
Acido propiénico
Anidrido acético
Cloreto de sulfonila

Acido (para titulagio
de bases ou seus sais)

Relativamente neutro
(para titulagdo
diferencial de bases)

Acetato de etila

Acetonitrila
Alcoois
Benzeno
Clorobenzeno
Cloroférmio
Dioxana

Basico (para titulagdo n-Butilamina

Alfazurina 2 G

Cloreto de metilrosanilina
p-Naftolbenzeina

Verde de malaquita
Vermelho de quinaldina

p-Naftolbenzeina

Vermelho de metila
Alaranjado de metila

p-Hidroxiazobenzeno

Mercurio / Acetato de mercurio
Vidro / calomelano
Vidro / prata / cloreto de prata

Calomelano / prata / cloreto de
prata
Vidro / calomelano

Antimonio / calomelano

de 4cidos) Dimetilformamida o-Nitroanilina Antimoénio / vidro
Etilenodiamina Timolftaleina Platina / calomelano
Morfolina Violeta azoico Vidro / calomelano
Relativamente neutro Acetona Azul de bromotimol Antimoénio / calomelano
(para titulagdo Acetonitrila Azul de timol Vidro / calomelano
diferencial de 4cidos) Alcool tert-butilico p-Hidroxiazobenzeno Vidro / platina®
2-Butanona Violeta azbéico
Isopropilacetona

a) solventes relativamente neutros de constante dielétrica baixa, tais
como benzeno, cloroférmio, ou dioxana, podem ser utilizados junto com
qualquer solvente acido ou basico a fim de aumentar a sensibilidade dos
pontos de viragem da titulagao.

b) no titulante.

Titulagdo de substancias basicas

Dissolver quantidade da substancia indicada na monografia
em quantidade especificada do solvente, ou mistura de
solventes adequados. No caso da titulagdo de sais de
acidos halogenados, deve-se adicionar 10 mL de acetato
de mercurio SR. Adicionar o indicador apropriado, ou
no caso de determinagdo potenciométrica, empregar
eletrodo adequado titulando com &cido perclorico 0,1 M
SV em acido acético. Para realizag¢ao do ensaio em branco,
proceder da maneira descrita omitindo a amostra.

Se t, for diferente de t corrigir o volume por:

[1+0,0011(t, - t)]
em que:

t, = temperatura na qual o titulante foi padronizado,
t = temperatura na qual a titulagdo foi realizada.

Titulagdo de substancias dcidas

Meétodo I - Dissolver quantidade da substancia especificada
na monografia no solvente ou mistura de solventes
indicados. Adicionar o indicador recomendado ou, se
for o caso, usar o eletrodo adequado a determinagdo
potenciométrica. Titular com metdxido de soédio 0,1 M
SV previamente padronizada com écido benzoico. Evitar
a absor¢do de dioxido de carbono. Efetuar titulagdo na
preparacdo em branco. Fazer as corre¢des necessarias.

Meétodo II - Dissolver quantidade da substancia indicada na
monografia no solvente ou mistura de solventes indicados.
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Titular com hidroxido de tetrabutilaménio 0,1 M SV
utilizando bureta equipada com absorvedor de dioxido de
carbono. Determinar o ponto final potenciometricamente.
Efetuar titulagdo na preparagdo em branco. Fazer as
corregdes necessarias.

5.3.3.6 DETERMINACAO DE METOXILA

A técnica ¢ destinada a determinagdo de grupos metoxila
em substancias orgdnicas por reagdo com acido iodidrico
concentrado. O iodeto de metila formado ¢ separado por
destilagdo sob corrente continua de nitrogénio ou dioxido
de carbono, lavado e absorvido em solugao bromo / acética.
O iodeto de metila é convertido a iodo e, em seguida,
titulado com tiossulfato de sodio.

APARELHAGEM

O aparelho (Figura 1) empregado na determinagdo
da metoxila consiste de baldo de fundo redondo com
capacidade de 50 mL ao qual se encontra soldado um brago
lateral capilar com 1 mm de didmetro interno destinado ao
influxo de gas de arraste inerte - nitrogénio ou didxido
de carbono. Ao baldo conecta-se por juntas esmerilhadas
um condensador vertical de 24 cm de altura e 12 mm de
didmetro externo em cujo topo esta afixado tubo curvo cuja
extremidade capilar com 3 mm de didmetro encontra-se
imersa em frasco de lavagem. A saida do lavador consiste
em tubo de cerca de 10 mm de didmetro que termina em
tubo removivel de 6 mm de didmetro imerso no liquido
absorvente.

—240

As dimensdes eslis em mibmelios

A, - Frasco de decomposicho F - Tampa de vdro

B - Tubo para miroducio do gas i3 - Junka de bola

& - Junta esmarnibada H - Dulo de giks

D - Condentador de ar J - Tubo de sbaorgio

E - Lawvador de gés K. - Tuba de sxpusio de gés

Figura 1 - Aparelho empregado na determinacio da metoxila.

PROCEDIMENTO

Preparacdo lavadora: suspender 1 g de foésforo vermelho
em 100 mL de 4gua.

Liguido absorvente: dissolver 15 g de acetato de potassio
em 150 mL de uma mistura de acido acético glacial e
anidrido acético (9:1). A 145 mL dessa solugao adicionar 5
mL de bromo. Preparar imediatamente antes do uso.

Adicionar preparagdo lavadora suficiente para cobrir
metade do lavador de gas. Adicionar 20 mL do liquido
absorvente ao tubo de absor¢do. Adicionar ao baldo
quantidade de amostra correspondente a 6,5 mg de metoxila
ou a quantidade indicada na monografia. Adicionar
pérolas de vidro ¢ 6 mL de acido iodidrico. Umedecer
a junta esmerilhada com acido iodidrico e conectar ao
condensador de ar. Conectar as duas partes do aparelho
pela junta de bola utilizando graxa de silicone para
vedacdo. Ajustar o influxo de gas pelo tubo B suficiente
para formag@o de duas bolhas por segundo no lavador de
gas E. Aquecer gradativamente por 20 - 30 minutos o baldo
até 150 °C e manter o aquecimento nessa temperatura por
60 minutos. Apo6s o resfriamento do baldo até temperatura
ambiente sob fluxo de gas, verter a preparagdo contida
no tubo de absor¢do em erlenmeyer com capacidade de
500 mL provido de tampa esmerilhada contendo 10 mL
da solugdo aquosa de acetato de sddio triidratado (1:5).
Lavar as paredes do tubo com agua, transferir a agua de
lavagem para o erlenmeyer e diluir para 200 mL com
agua. Adicionar acido férmico gota a gota com agitagdo
até o desaparecimento da cor avermelhada do bromo e
adicionar mais 1 mL de acido formico. Adicionar 3 g de
iodeto de potassio e 15 mL de acido sulftrico M; tampar,
agitar suavemente e deixar em repouso por 5 minutos.
Titular o iodo liberado com tiossulfato de sodio 0,1 M SV
empregando amido SI como indicador. Realizar titulagido
na preparagdo em branco procedendo da maneira descrita
omitindo a amostra e efetuar corre¢do se necessario. Cada
mLde Na,S,0,0,1 M SV equivale a 0,5172 mg de metoxila
(CH,0).
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5.3.3.7 DETERMINACAO DE DIOXIDO DE
ENXOFRE

O método compreende o arraste de SO, liberado no
aquecimento da substancia em meio aquoso acidificado
por corrente de didxido de carbono seguido da absor¢do
do SO, em solugdo de peroxido de hidrogéenio. O 4cido
sulftirico formado no processo ¢ titulado com hidroxido de
sodio padronizado.

APARELHAGEM

O aparelho (Figura 1) empregado na determinacdo de
dioxido de enxofre consiste de baldo de fundo redondo
tritubulado de capacidade de 1000 a 1500 mL. A uma das
saidas laterais do baldo acopla-se dispositivo destinado
ao influxo de dioxido de carbono. Funil de adigdo de
capacidade de 100 mL e condensador de refluxo vertical
ambos providos de juntas esmerilhadas sdo acoplados a
outra saida lateral ¢ a saida central, respectivamente. Na
extremidade superior do condensador é conectado o tubo
de absor¢do D.

PROCEDIMENTO

Transferir para o baldo cerca de 300 mL de 4gua, fixar o
baldo ao aparelho e promover influxo lento e uniforme de
dioxido de carbono durante 15 minutos. Adicionar ao tubo
de absor¢do 20 mL de peroxido de hidrogénio 3% (p/v)
SR previamente neutralizado com hidroxido de sédio 0,1
M utilizando como indicador azul de bromofenol SI. Sem
interromper o influxo do gas, remover momentaneamente
o funil, adicionar ao baldo, exatamente, cerca de 50 g de
amostra e 200 mL de 4gua. Adicionar, gota a gota, 50 mL
de 4cido cloridrico 6 M pelo funil e manter em refluxo por
45 minutos. Transferir, quantitativamente, por lavagem
com agua, o liquido contido no tubo de absor¢do para
erlenmeyer de 250 mL e titular com hidroxido de sodio
0,1 M SV empregando como indicador azul de bromofenol
SI. Realizar titulagdo na preparagdo em branco procedendo
da maneira descrita omitindo a amostra e efetuar corre¢ao
se necessario. Cada mL de hidroxido de sodio 0,1 M SV
equivale a 3,203 mg de diéxido de enxofre.

Figura 1 - Aparelho empregado na determinacio de diéxido de enxofre.
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5.3.3.8 DETERMINACAO DO ALCOOL

5.3.3.8.1 Método por destilagao

Esse método deve ser usado na determinagao de alcool, em
solucdo que contenha alcool, a menos que na monografia
seja especificado outro método. E adequado para analise da
maioria dos extratos fluidos e tinturas.

PROCEDIMENTO

Nota

Deve ser usado baldo destilador com capacidade de duas a
quatro, vezes, o volume, do liquido a ser aquecido.

Durante todas as manipulagdes, tomar precaucdo para
minimizar a perda de alcool por evaporagao.

Para evitar a ocorréncia de ebulicdo violenta, adicionar
fragmentos de material insoluvel e poroso, tal como
carbonato de silicio ou pérolas de vidro.

Os liquidos que formem demasiada espuma durante a
destilagdo devem ser tratados previamente com acido
fosforico, sulfirico ou tanico, até reagdo fortemente acida
ou com ligeiro excesso de solugdo de cloreto de calcio, ou
pequena quantidade de parafina ou ainda 6leo de silicona,
antes de iniciar a destilagdo.

A velocidade de destilagdo deve ser tal que permita a
producéo de destilados limpidos. Destilados turvos devem
ser clarificados por agitagdo com talco ou com carbonato
de célcio, precipitados e filtrados. Ajustar a temperatura do
filtrado e determinar o teor de alcool pela densidade.

Meétodo 1

Liquidos com menos de 30% de dlcool - Transferir para
aparelho destilador adequado, por meio de pipeta, amostra
de, no minimo, 35 mL do liquido no qual estd sendo
determinado o teor de alcool, registrar a temperatura na qual
o volume foi medido. Adicionar igual quantidade de agua,
destilar e coletar um volume de destilado que seja cerca
de 2 mL menor que o volume inicial da amostra. Ajustar
a temperatura do destilado aquela em que foi medida a
amostra ¢ adicionar agua suficiente até obter o volume
inicial da amostra ¢ homogeneizar. O destilado deve ser
limpido ou, no maximo, levemente turvo. Determinar a
densidade do liquido a 20 °C. Com o resultado, avaliar a
porcentagem, em volume, de C,H,OH contido no liquido
examinado, pela Tabela Alcoométrica.

Método 2

Liquidos com mais de 30% de dlcool - Proceder como
indicado no método anterior, com a seguinte modificagdo:
diluir a amostra com volume de 4dgua duas vezes maior e

coletar volume de destilado cerca de 2 mL menor que duas
vezes o volume inicial da amostra. Ajustar a temperatura
do destilado aquela em que foi medida a amostra e
completar com agua a volume igual a duas vezes o volume
inicial da amostra. Misturar e determinar a densidade a 20
°C. A proporgio de C,H.OH, em volume, nesse destilado,
avaliada pela densidade, ¢ igual & metade daquela do
liquido examinado.

Tratamentos especiais

Acidos e Bases Voldteis - Liquidos contendo bases volateis
devem ser tratados com 4cido sulfurico diluido SR, até
reacdo levemente acida. Se estiverem presentes acidos
volateis, a preparagdo devera ser adicionado hidroxido de
sodio SR até reagdo levemente alcalina.

Glicerol - Liquidos contendo glicerol devem ser
adicionados de volume tal de agua que o residuo, apos a
destilago, contenha, no minimo, 50% de agua.

lodo - Solugdes contendo iodo livre devem ser tratadas
antes da destilagdo com zinco pulverizado ou descoradas
com quantidade suficiente de solugdo de tiossulfato de
sodio 10% (p/v) seguida da adigdo de algumas gotas de
hidroxido de sodio SR.

Outras substancias volateis - Elixires, tinturas e
preparacdes similares que contenham proporgoes
apreciaveis de substancias volateis, além de alcool e agua,
tais como: Oleos volateis, cloroformio, éter, canfora etc.,
devem sofrer, antes da destilagdo, um dos tratamentos a
seguir.

1) Liquidos com menos de 50% de dlcool - Misturar a
amostra de 35 mL, exatamente medidos, com volume igual
de agua, em funil de separagdo, saturando essa mistura
com cloreto de sddio. Extrair os componentes volateis,
agitando com por¢do de 25 mL de hexano. Transferir
a camada inferior para um segundo funil de separagdo
e repetir a extracdo com mais duas porgdes de hexano.
Reunir as por¢des de hexano e tratar com 3 porgdes de
10 mL de solugdo saturada de cloreto de sodio. Reunir as
solugdes salinas e destilar recolhendo volume de destilado
correspondente a duas vezes o volume inicial da amostra.

2) Liquidos com mais de 50% de dlcool - Medir uma amostra
e diluir com agua de modo que contenha aproximadamente
25% de alcool e que seu volume final seja cerca de 35 mL.
A seguir proceder como indicado para liquidos com menos
de 50% de alcool, prosseguindo a partir de “saturando essa
mistura com cloreto de so6dio”.

Na preparagdo de coldodio para destilagdo, usar agua em
lugar da solugdo saturada de cloreto de sodio, indicada
anteriormente. Se ndo foi empregado na amostra o
tratamento com hexano e o destilado obtido for turvo
(devido a presenga de 6leos volateis presentes em pequenas
proporgdes), ele pode ser clarificado e adequado para a
determinagdo da densidade, por agitagdo com cerca de 1/5
de seu volume de hexano ou por filtragdo através de fina
camada de talco.
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5.3.3.8.2 Método por cromatografia a gas

Proceder de acordo com as especificagdes gerais para
Cromatografia a gas (5.2.17.5). Usar aparelho eficiente
para a determinagdo quantitativa de alcool.

Solu¢do padrao

Para liquidos contendo mais que 10% de alcool, preparar
duas solugodes padrao de alcool em agua, de maneira que as
concentragdes sejam, respectivamente, cerca de 5% abaixo
(solugdo padrdo 1) e cerca de 5% acima (solugdo padrado 2)
da concentracdo de alcool esperada na amostra sob analise.
Determinar a densidade de cada uma das solugdes padréo
a 20 °C (5.2.5) ¢ obter a concentragdo exata de C,H.OH
pela Tabela Alcoométrica. Para liquidos contendo menos
que 10% de alcool, preparar, exatamente, duas solucdes
padrdo de alcool, de maneira que as concentragdes sejam,
respectivamente, cerca de 1% menor e cerca de 1%
maior que a concentragdo, esperada, diluindo com agua.
Determinar as densidades das solugdes do mesmo modo
que as anteriores.

EQUIPAMENTO

Sob condig¢des tipicas, o instrumento contém uma coluna
de 2 m x 4 mm carregada com macrogol (polietilenoglicol)
400 a 20% em silica cromatografica calcinada. A coluna
¢ mantida na temperatura de 100 °C; o injetor ¢ equipado
com filtro para s6lidos e ¢ mantido a 160 °C; como condutor
usa-se gas inerte, como hélio, fluindo com vazio de cerca
de 60 mL por minuto.

PROCEDIMENTO

Proceder com a amostra e cada uma das solugdes padrdo
como segue: transferir 25 mL para recipiente adequado
de rolha esmerilhada, adicionar 1,0 mL do padrio interno
(acetona, a menos que especificado diferentemente na
monografia) para cada 6% de alcool estimado na amostra
e misturar. Adicionar dgua somente se for necessario
para efetuar a solucdo. Injetar quantidade, apropriada da
solugdo, no aparelho. Calcular a relagdo entre a area sob
0 pico do alcool e a area sob o pico do padrdo interno
nos cromatogramas. Calcular a porcentagem de alcool na
amostra pela formula

EY -Z}+ E{Z - X)
(Y —2)

em que

P, = porcentagem de éalcool na solugdo padrdo 1,

P, = porcentagem de élcool na solugdo padrdo 2,

X =relag@o entre a area sob o pico do alcool e a area sob o
pico do padrao interno da solucdo padrao 1,

Y =relacdo entre a area sob o pico do dlcool e a area sob o
pico do padrao interno da solucdo padrado 2

Z = relag@o entre a area sob o pico do alcool e a area sob o
pico do padrio interno da solugdo Amostra.

Se o valor obtido estiver fora da faixa dos valores incluidos
pelas solugdes padrdo, repetir o procedimento usando
aquelas que fornegam uma faixa que inclua o valor da
amostra.

5.3.3.9 ANALISE DE AMINOACIDOS

A andlise de aminodacidos ¢ realizada por meio de duas
etapas: hidrolise das ligagdes peptidicas e avaliacdo de
cada aminoacido no hidrolisado resultante.

Técnica para hidrolise de proteinas e peptideos isolados

1) Transferir quantidade de amostra contendo de 4 a 10
mg de proteina para tubo de ensaio de 20 x 150 mm com
tampa de rosca e disco de politetrafluoretileno previamente
lavado com hidréxido de sédio 0,2 M, enxaguado e seco
em estufa.

2) Se a amostra for sélida, adicionar 5 de acido cloridrico
e 5 mL de 4gua. Se a amostra for liquida, adicionar acido
cloridrico de modo que a concentracdo final de acido
cloridrico seja 6 M.

3) Remover o oxigénio do tubo por fluxo de nitrogénio
durante 2 - 3 minutos. Fechar em seguida o tubo com disco
e tampa rosqueavel.

4) Colocar o tubo na posigdo vertical em estufa regulada a
110 °C £ 2 °C mantendo-o por 22 h.

5) Remover o tubo da estufa e, ainda na vertical, resfria-lo
em agua corrente ou banho de gelo.

6) Transferir, quantitativamente, o conteudo do tubo para
baldo volumétrico de 10 mL e completar o volume com
agua destilada.

7) Se houver algum residuo ou precipitado, remové-lo por
centrifugacdo e filtracdo em placa de vidro sinterizado, ou
membrana filtrante de 0,45 pm de porosidade.

8) Pipetar 5,0 mL da solugao, transferir para baldo de fundo
redondo e remover o solvente a pressdo reduzida a, no
maximo, 50 °C.

9) Adicionar ao residuo do baldo 10 mL de agua destilada
e re-evaporar. Essa operagdo deve ser repetida mais duas
vezes, ou até o residuo ndo apresentar odor de acido
cloridrico.

10) Solubilizar a pelicula seca formada pelo hidrolisado
em volume adequado de tampao citrato pH 2,2 (0,20 M em
Na"). A solugdo resultante de aminoacidos deve entdo ser
mantida em frasco de vidro, tampado e sob refrigeracao até
arealizacdo da analise.

Técnica para hidrolise de amostras com baixo teor de
proteina contendo carboidratos e/ou lipideos

1) Transferir quantidade de amostra que contenha 10 mg
de proteina para baldo de 150 mL de fundo redondo e boca
esmerilhada.
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2) Adicionar ao meio 40 mL de acido cloridrico 6 M e
algumas pérolas de vidro.

3) Conectar condensador de refluxo e iniciar o aquecimento
do baldo usando manta elétrica. Manter a suspensio sob
ebulicdo constante e suave por 24 h.

4) Resfriar até a temperatura ambiente e transferir,
quantitativamente, o conteiido para baldo volumétrico de
50 mL completando o volume com agua destilada.

5) Seguir as demais etapas conforme os itens 7 a 10 da
técnica anterior.

Misturas de aminodcidos em solugdo (soros) ou em
preparagoes farmacéuticas

1) Diluir, adequadamente, a solu¢do com tampao citrato
pH 2,2 (0,20 M em Na*) podendo ser analisada em seguida.

2) Caso esteja na forma de po, ou comprimido, solubilizar
a amostra em acido cloridrico 0,1 M.

3) Transferir o material para baldo volumétrico e completar
o volume com o mesmo tampao acima.

4) Filtrar a solug@o e manter sob refrigeracao (4 °C) até ser
analisada.

Técnica de hidrolise com oxida¢do de cistina e metionina

Devido a perdas durante a hidrolise acida de proteinas, os
aminoacidos sulfurados sdo preferencialmente analisados
por meio de seus respectivos derivados oxidados. A
oxidagdo ¢ promovida por acido performico, que converte
cistina e cisteina em acido cisteico ¢ metionina em
metionina / sulfona, ambos resistentes as condi¢des de
hidrolise.

1) Preparar o 4cido perférmico acrescentando 1 mL
de peroxido de hidrogénio 30 volumes a 9 mL de acido
formico.

2) Agitar ligeiramente a solugdo mantendo-a em seguida
em repouso por 1 h a temperatura ambiente.

3) Resfriar o acido perféormico formado em banho de gelo.

4) Pesar a amostra contendo 10 mg de proteina em baldo
de fundo redondo de 25 mL e adicionar 2 mL de acido
perférmico gelado.

5) Manter a mistura em banho de gelo durante 4 h, se a
amostra for soluvel, ou 16 h, se for insolavel.

6) Adicionar 0,5 mL de acido bromidrico 40% para remover
o excesso de acido performico.

7) Acoplar o baldo a evaporador rotatério e remover por
meio de pressdo reduzida o bromo residual fazendo os
vapores passar por solugdo de hidroxido de sodio M.

8) Proceder a hidrolise como descrito anteriormente.

Separagdo e andlise quantitativa de aminoadcidos isolados

A separagdo dos aminodcidos nos hidrolisados &,
normalmente, realizada por cromatografia de troca idnica por
meio de resinas de poliestireno sulfonado em analisadores
de aminoéacidos. Nesses aparelhos, apds a separacao,
os aminoacidos eluidos das colunas cromatograficas
formam substincias de coloracdo azul/violeta pela
reagdo com ninidrina. A determinac¢do quantitativa ¢ feita
espectrofotometricamente. No uso de autoanalisadores de
aminoacidos, devem ser seguidas as especificagdes dos
respectivos fabricantes.

5.3.3.10 ENSAIO IODOMETRICO DE
ANTIBIOTICOS

Este ensaio iodométrico de antibidtico destina-se ao
doseamento de farmacos antibidticos penicilamicos e de
seus produtos farmacéuticos elaborados, para os quais a
titulacdo iodométrica € particularmente adequada.

Preparacgdo padrao

Dissolver quantidade adequada, exatamente pesada, da
substidncia quimica de referéncia (SQR), previamente
dessecada, especificada na monografia individual,
utilizando o solvente descrito na Tabela 1 ou conforme
descrito na monografia. Diluir, quantitativamente,
com o mesmo solvente, de modo a obter solugdo com
concentragdo final conhecida, especificada na Tabela 1 ou
conforme descrito na monografia. Transferir 2,0 mL desta
solugdo para erlenmeyer de 250 mL com tampa.

Preparacdo amostra

A menos que especificado de outra forma na monografia
individual, dissolver quantidade adequada, exatamente
pesada, da amostra, utilizando o solvente descrito na Tabela
1. Diluir, quantitativamente, com o mesmo solvente, de
modo a obter solu¢do com concentragdo final conhecida,
especificada na Tabela 1. Transferir 2,0 mL desta solugdo
para erlenmeyer de 250 mL com tampa.
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Tabela 1 - Solventes e concentracdes finais.

Antibiotico Solvente* Concentragdo final
Amoxicilina tri-idratada Agua 2,00 mg/mL
Ampicilina Agua 2,50 mg/mL
Ampicilina sodica Solugdo 1 2,50 mg/mL
Ampicilina tri-idratada Agua 2,50 mg/mL
Benzilpenicilina benzatina Solugdo 1 4000 U/mL
Benzilpenicilina potéssica Solugdo 1 4000 U/mL
Benzilpenicilina procaina Solugdo 1 4000 U/mL
Benzilpenicilina sddica Solugdo 1 4000 U/mL
Cloxacilina sodica Agua 2,50 mg/mL
Ciclacilina Agua 2,00 mg/mL
Dicloxacilina sédica Solugdo 1 2,50 mg/mL
Fenoximetilpenicilina potassica Solugdo 1 2,50 mg/mL
Feneticilina potassica Solugdo 1 2,50 mg/mL
Meticilina sodica Solugdo 1 2,50 mg/mL
Nafcilina sodica Solugdo 1 2,50 mg/mL
Ogxacilina sédica Solugdo 1 2,50 mg/mL

* A menos que especificado de outra forma, a Solugdo 1 ¢ aquela definida na se¢do Solugées em Ensaio microbiolégico de antibidticos (5.5.3.3), exceto

que a esterilizag@o nao ¢ necessaria.

PROCEDIMENTO

Inativagao e titulagcdo

A cada erlenmeyer contendo, respectivamente, 2,0 mL
das preparagoes padrdo e amostra, adicionar 2 mL de
hidréxido de soédio 1,0 M, homogeneizar com movimentos
circulares e deixar em repouso por 15 minutos. Adicionar
2 mL de acido cloridrico 1,2 M, 20,0 mL de iodo 0,005
M SV, tampar imediatamente e deixar em repouso por
15 minutos. Titular com tiossulfato de sodio 0,01 M SV.
Proximo ao ponto final da titulacdo, adicionar 3 gotas de
amido SI e prosseguir com a titulagdo até desaparecimento
da cor azul.

Ensaio em branco

Adicionar 20,0 mL de iodo 0,005 M SV a cada erlenmeyer
contendo 2,0 mL da preparagdo padrdo. Se a preparagdo
padrdo contiver amoxilina ou ampicilina, adicionar
imediatamente 0,1 mL de acido cloridrico 1,2 M. Titular
com tiossulfato de s6dio 0,01 M SV. Proximo ao ponto final
da titulagdo, adicionar 3 gotas de amido SI e prosseguir
com a titulagdo até desaparecimento da cor azul. Proceder
de forma similar para erlenmeyer contendo 2,0 mL da
preparagdo amostra.

Calculos

Calcular o fator de equivaléncia (F), em microgramas ou
Unidade, para cada mililitro de tiossulfato de sddio 0,01 M
SV consumido pela preparagéo padrao segundo a equacao:

2(c, xP,)
V=V,

em que

C, = concentragdo, em mg/mL, da substancia quimica de
referéncia na preparagdo padrao;

P = poténcia, em pg/mg ou Unidades/mg, da substancia
quimica de referéncia;

V, = volume do titulante, em mL, consumido em Ensaio
em branco;

V.= volume do titulante, em mL, consumido em /nativagdo
e titulacdo.

5.4 METODOS DE
FARMACOGNOSIA

5.4.1 EXAME VISUAL E
INSPECAO MICROSCOPICA

5.4.1.1 EXAME VISUAL, ODOR E SABOR

A identidade, pureza e qualidade de um material vegetal
devem ser estabelecidas mediante detalhado exame visual,
macroscopico ¢ microscopico. Sempre que possivel, o
material vegetal deve ser comparado com matéria-prima
auténtica, oriunda de amostra perfeitamente identificada
na Farmacopeia. A amostra que ndo for semelhante em
cor, consisténcia, odor e sabor deve ser descartada por
ndo apresentar os requisitos minimos especificados nas
monografias. A identificagdo macroscopica das drogas,
quando inteiras, é baseada na forma; tamanho; cor;
superficie; textura; fratura e aparéncia da superficie de
fratura. Em virtude dessas caracteristicas de identifica¢do
serem subjetivas e existirem adulterantes muito parecidos, €
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necessario realizar, ao mesmo tempo, analises microscopica
e fisico-quimica da amostra. A inspeg¢do microscopica ¢é
indispensavel quando o material estiver rasurado ou em po.

Tamanho

Medidas de comprimento, largura ¢ espessura devem
coincidir com aquelas citadas nas monografias. Frutos
e sementes pequenos exigem uma amostra igual a dez
unidades ¢ posteriores calculos da média ¢ do desvio
padrio.

Cor

Examinar a matéria-prima antes de qualquer tratamento,
a luz do dia ou sob lampadas de comprimento de onda
similares aos da luz do dia. A cor da amostra deve ser
comparada com o material de referéncia.

Superficie, textura e fratura

Examinar a matéria-prima antes de qualquer tratamento.
Quando necessario, utilizar lente de cinco até dez
aumentos. Quando indicado na monografia, umedecer com
agua ou reagente especificado para observar caracteristicas
da superficie de fratura. Tocar o material para verificar se
¢ macio ou duro, dobrar e partir o material para a obtengao
de informagdes quanto a fragilidade e aparéncia da fratura,
se ¢ fibrosa, lisa, rugosa, granulada, entre outras.

Odor

Antes de verificar o odor do material, certificar-se de
que ndo existe risco. Colocar uma pequena amostra na
palma da méo ou em recipiente de vidro ¢ inalar devagar
e repetidamente. Se o odor for indistinto, pressionar parte
do material entre os dedos e inalar novamente. Quando
a monografia indicar material toxico, colocar um pouco
de material esmagado em agua quente. Primeiramente,
determinar a intensidade do odor: nenhum; fraco; distinto
ou forte e, a seguir, a sensagdo causada pelo odor:
aromatico; frutoso; mofado ou rangoso. Quando possivel, é
importante a comparagdo do odor com substancia definida,
como, por exemplo, hortela-pimenta deve ter odor similar
ao mentol e cravo-da-india, similar ao eugenol.

Sabor

Testar o sabor apenas quando exigido na monografia.

5.4.1.2 PREPARACAO DO MATERIAL
PARA ANALISE MICROSCOPICA

AMOLECIMENTO DO MATERIAL

Os orgios e tecidos vegetais empregados normalmente se
apresentam secos, € para serem observados ao microscopio,
¢ conveniente primeiro amolecé-los mediante tratamento
com agua quente. O tempo necessario para o amolecimento
de cada orgdo vegetal ou suas partes varia de acordo com

a sua textura. Tratando-se de 6rgdo recém-colhido, apenas
os de consisténcia mais firme necessitam de tal tratamento.

Meétodo de hidratagdo para materiais secos

Colocar a amostra em solugdo de hidratacdo, preparada
com cinco partes de agua, quatro partes de etanol, uma
parte de glicerina e cinco gotas de detergente comercial
para cada 200 mL de solugdo, em estufa a 60 °C, por, no
minimo, 48 horas.

EXECUCAO DOS CORTES

Uma vez amolecidos, proceder a preparacdo dos cortes
dos orgdos vegetais ou suas partes. As secgdoes podem ser
realizadas com o auxilio de objeto cortante como navalha,
lamina de barbear ou bisturi, para cortes a mao livre. A
fim de ser seccionada, incluir a amostra em material
adequado, que permita fixar o fragmento. Seccdes de
melhor qualidade podem ser obtidas com o emprego de
micrétomos. H4, basicamente, trés tipos de microtomos:
os de congelamento, usados para os materiais mais frageis;
os rotativos, para cortes em série de material incluido
em parafina; e os de guia, para aqueles materiais mais
resistentes, como ramos, partes de caules e de raizes. Nesse
ultimo caso, um método relativamente facil de preparo do
material a ser seccionado consiste em sua inclusdo em
macrogol soliivel em 4dgua ou em historresina.

Inclusao do material em parafina

- Ferver a amostra em agua, quando seca, para amolecer e
retirar o ar;

- desidratar a amostra em série de etanol diluido em agua:
50, 70, 80, 96% e, por ultimo, em etanol absoluto;

- transferir a amostra para mistura de etanol absoluto e
xileno na proporg¢ao 3:1 (v/v) e, a seguir, para 1:1 e 1:3;
- transferir a amostra para xileno puro;

- transferir a amostra para xileno em parafina na proporgao
1:1, mantendo-a em estufa;

- transferir a amostra para parafina aquecida, para
que ocorra a infiltragdo, mantendo-a na estufa até que
permaneca depositada no fundo do recipiente;

- emblocar e deixar esfriar em recipiente com agua gelada;
- aparar o bloco para introdugao no micrétomo;

- seccionar o material € colocar em lamina de vidro
previamente untada com adesivo de Haupt ou Bissing;

- colocar as laminas sobre placa aquecedora para distender
0s cortes;

- desparafinizar;

- aguardar, no minimo, uma hora antes de corar.

Inclusdo do material em macrogol (polietilenoglicol —
PEG 4000 ou PEG 6000)

- Ferver a amostra em agua, quando seca, para amolecer e
retirar o ar;
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- colocar a amostra em béquer, contendo macrogol a 20%
(P/v);

- marcar o béquer, a partir da superficie do liquido,
dividindo-o em cinco partes aproximadamente iguais;

- deixar o material em estufa a 65 °C por 3 a 4 dias;

- quando a solugdo evaporar até 1/5 de seu volume inicial,
transferir a amostra para macrogol puro e fundido onde
deve permanecer durante 12 a 25 horas, em estufa a 65 °C;

- retirar da estufa, emblocar e deixar esfriar a temperatura
ambiente;

- aparar os blocos para introdugdo no micrétomo;
- seccionar o material a seco;

- lavar os cortes com agua e corar.

Inclusdo em historresina

Existem diferentes marcas de historresina no mercado,
comercializadas em kits, sendo a metodologia para
emblocamento caracteristica de cada fabricante. Obedecer
ao manual de instrugdes. Todas contém trés elementos
principais: uma resina, um agente endurecedor e um
agente acelerador ou catalisador. A mistura e temperatura
devem seguir as especificagdes, para que haja completa
intera¢do, obtendo-se como produto final um polimero.
Os materiais vegetais devem ser previamente fixados e
desidratados. Sugere-se que as sec¢des a serem emblocadas
sejam imersas na resina durante uma noite, para que
haja completa infiltragdo. S6 apds, substituir a resina de
infiltragdo pela mistura de nova por¢do de resina, agente
endurecedor e agente acelerador. A resina de infiltragdo
pode ser reutilizada por duas a quatro vezes, devendo entdo
ser descartada. Os cortes sdo colocados sobre as laminas
sem adesivo. Corar.

METODOS DE COLORACAO

Os métodos de coloragdo podem compreender a aplicagdo
de um s6 corante (coloragdo simples) ou de dois ou trés
corantes diferentes (coloragdo composta).

Coloragdo simples (alguns corantes que podem ser usados)

- Solugdo de safranina a 1% (p/v) em etanol: coloracdo de
cutina, lignina e suberina.

- Solugdo de Fast Green a 0,5% (p/v) em etanol: coloragdo
de celulose.

- Azul de Astra a 1% (p/v) em etanol: colora¢do de
compostos pécticos da lamela média e parede.

- Floroglucina SR: coloragdo de lignina.

Coloragdo composta (algumas misturas de corantes que
podem ser usadas)

- Safranina-Azul de Astra: colore a lignina de vermelho e a
celulose de azul. Colocar a amostra em solug¢@o aquosa de
safranina a 1% (p/v) por 5 a 25 minutos. Lavar duas vezes
com agua destilada. Colocar em Azul de Astra por 10 a 25
minutos. Lavar duas vezes com agua destilada. Passar por
bateria de etanol a 50%, 70%, 90%, 96%, e etanol absoluto

(duas vezes), xileno. Montar em laminas com balsamo do
Canada ou resina sintética.

- Safranina-Fast Green: colore a lignina de vermelho e a
celulose de verde. Nao desparafinizar as ldminas. Colocar
em solucdo aquosa de safranina a 1% (p/v) por 10 a 20
minutos (ou mais). Lavar em agua corrente. Colocar em
dgua destilada por 1 minuto. Escorrer a 4gua da lamina.
Colocar em Fast Green a 0,5% (p/v) em etanol por 10 a
40 minutos. Lavar em agua corrente. Colocar em agua
destilada por 1 minuto. Repetir a operagdo. Escorrer a agua
da lamina. Secar em placa aquecedora por 30 minutos.
Remover a parafina com xileno em duas trocas de 5
minutos. Montar em laminas com balsamo do Canada ou
resina sintética.

PREPARO E MONTAGEM DAS LAMINAS

Os cortes histologicos sdo montados, entre 1amina e laminula,
em agua, glicerol, hidroxido de potassio a 30% (p/v),
hidrato de cloral a 50% (p/v), ou outro liquido qualquer que
possibilite a observagdo. O glicerol ¢ mais usado nos estudos
microquimicos de mucilagens, goma, inulina e aleurona.
O hidroxido de potassio ¢ agente diafanizador, tendo agdo
sobre proteinas, amido, gordura, resinas ¢ matérias corantes.
O hidrato de cloral, também, ¢ agente diafanizador e,
embora de a¢do mais lenta que os hidroxidos alcalinos, tem
a vantagem de ndo dissolver o oxalato de calcio.

Dependendo da finalidade a que se destina, podem-se
montar os cortes em laminas para observagdo imediata ou
em laminas ditas permanentes.

Nas preparacdes para observacdo, imediata, depois de
selecionados e corados, montam-se 0s cortes em meio
adequado, tomando-se o cuidado de evitar a formagdo de
bolhas de ar. Se o exame for mais prolongado, recomenda-
se revestir os bordos da laminula de um luto (selo), que
pode ser esmalte de unhas, balsamo do Canada ou solucdo
alcodlica de goma-laca, para evitar a evaporacdo do meio
de montagem, todos eles aplicaveis com o auxilio de pincel
macio e pequeno.

Nas preparagdes, permanentes, depois de selecionados
e corados, os cortes devem ser montados entre 1amina e
laminula, com resina sintética, balsamo do Canada ou outro
meio conveniente. Deve-se manter a montagem comprimida
por meio da aplicagdo de pequenos pesos sobre a laminula,
em posicdo perfeitamente horizontal e sobre papel de filtro,
com a finalidade de evitar possiveis extravasamentos do
meio de montagem.

MACERACAO DOS TECIDOS

Secc¢des de caules, raizes, cascas ou outras partes vegetais nem
sempre ddo idéia precisa da natureza real de suas células. O
mesmo acontece com matéria-prima comercializada, quando
rasurada ou em po. Para se revelar algumas particularidades,
como, por exemplo, espessamentos e pontoagdes, devem-se
empregar um dos métodos indicados para a dissociacdo de
tecidos. Nesses métodos, a estrutura a ser estudada € tratada
com substancias quimicas capazes de dissolver a lamela
média e, dessa forma, possibilitar a separagdo das células.
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Método de dissociacdo de tecidos

- Cortar o material em pequenos fragmentos ou em fatias
com cerca de 300 nm de espessura e colocar em agua;

- retirar todo o ar do material, fervendo e resfriando
rapidamente;

- macerar o material em solugdo de Jeffrey. O tempo de
maceragdo varia com a natureza do material. Geralmente
as células comecam a se separar em cerca de 24 horas.
Se necessario, pode ser usado bastdo de vidro de ponta
arredondada para amassar muito levemente o material.

- Havendo dificuldade na separagdo das células, renovar a
solugdo maceradora;

- lavar muito bem o material com agua de torneira, para
remover os acidos. Verter a mistura com o tecido macerado
para um funil contendo papel de filtro;

- fechar a abertura inferior do funil e cobrir o macerado
com solucdo aquosa de safranina a 1% (p/v), durante tempo
suficiente para boa coloragdo do material (de 15 minutos a
6 horas);

- abrir a ponta do funil e lavar novamente com agua, até
retirar o excesso de corante;

- desidratar pela adi¢@o de solugdes de etanol a 50%, 70%,
90% e etanol absoluto;

retirar com pinga o macerado do papel de filtro e colocar em
xileno;

- montar entre lamina e laminula, com resina sintética ou
balsamo do Canada;

- manter a lamina em posi¢ao horizontal, porém néo utilizar
peso sobre a laminula, pois as células maceradas sdo muito
frageis.

OBSERVACAO DA EPIDERME FOLIAR
Separacgdo da epiderme com solugdo de Jeffrey

- Para obter epiderme foliar, seccionar pequenos pedagos de
folha e coloca-los em solugdo de Jeffrey diluida em agua
destilada a 50% (v/v), tampar o recipiente e deixar de 12 a
48 horas, de acordo com a textura da folha (a solugao atacara
o mesofilo, deixando a epiderme isolada);

- quando o mesofilo estiver destruido, lavar as amostras
varias vezes com agua destilada;

- colocar uma amostra sobre lamina, seccionar entre as
epidermes ¢ colocar as duas partes de forma que as faces
externas estejam voltadas para cima;

- corar 0 material sobre a lamina com solu¢do etandlica de
safranina a 1% (p/v);

- preparar a lamina com gelatina glicerinada e selar.

Separagado da epiderme com hidrato de cloral

- Usar fragmentos de folhas de cerca de 0,5 cm de largura
por 0,5 cm de comprimento;

- colocar os fragmentos em um tubo de ensaio, adicionando
5 mL de hidrato de cloral, aquecer em banho-maria por cerca
de 15 minutos ou até que os fragmentos fiquem transparentes;

- transferir os fragmentos para uma lamina, cuidando para
que a face abaxial fique disposta para cima;

- adicionar uma gota de hidrato de cloral e uma gota de
etanol glicerinado e cobrir com laminula para impedir a
desidratagdo. Selar.

Classificagdo dos estomatos e determinagdo do indice
estomatico

Aclassificacdo empregada, didaticamente, para determinacéo
dos tipos de estomatos (Figura 1), se baseia na forma e
disposigdo das células que os rodeiam. Os tipos basicos sdo:

1) Anomocitico (células irregulares): os estdmatos sdo
rodeados por um numero varidvel de células que ndo
diferem, em geral, em nenhuma caracteristica das outras
células fundamentais da epiderme;

2) Anisocitico (células desiguais): os estomatos sdo
normalmente rodeados por 3 ou 4 células subsidiarias, sendo
uma delas, nitidamente, menor do que as outras;

3) Diacitico (células transversais): os estdmatos sdo
acompanhados por 2 células subsidiarias, cujas paredes
comuns formam um angulo reto com as células-guarda dos
estomatos;

4) Paracitico (células paralelas): os estbmatos apresentam de
cada lado uma ou varias células subsidiarias paralelas ao eixo
longitudinal do ostiolo e as células-guarda dos estdmatos.

|4
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Figura 1 - Tipos de estématos. 1. anomocitico;

2. anisocitico; 3. diacitico; 4. paracitico.

Indice estomdtico

I3

O indice de estomatos ¢ calculado segundo a equagdo
1008 / (E + S), sendo S o nimero de estdmatos em uma
area determinada da superficie da folha e £ o niimero de
células epidérmicas, incluindo os tricomas, existentes no
mesmo campo microscopico observado. Para cada amostra
de folhas, efetuar e calcular a média de, no minimo, dez
determinagdes.
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ANALISE DO PO (IDENTIFICACAO DE MATERIA-
PRIMA COMERCIALIZADA EM PO)

- Colocar 1 ou 2 gotas de 4gua, ou glicerol-etanol (1:1) ou
hidrato de cloral em uma lamina;

- acrescentar um pouco do po6 e misturar com um pincel fino
€ macio;

- cobrir com laminula e observar ao microscopio;
- outros fluidos podem ser usados com a mesma técnica;

- corantes ou reagdes histoquimicas podem ser utilizados.

REACOES HISTOQUIMICAS

As reacgdes podem ser feitas com material fresco seccionado
ou material cortado em micrétomo e incluido em parafina ou
macrogol, adicionando-se uma gota dos reativos sobre uma
lamina com uma sec¢do da amostra.

Amido. Adicionar uma gota de iodo SR. O amido adquire
coloragdo azul ou azul-violeta.

Carbonato de calcio. Adicionar acido acético a 6% (p/v)
ou acido cloridrico a 7% (p/v). Cristais ou depositos de
carbonato de célcio dissolvem-se lentamente, com produgio
de efervescéncia.

Hidroxiantraquinonas. Adicionar uma gota de
hidroxido de potassio a 5% (p/v). As células que contém
1,8-diidroxiantraquinonas coram de vermelho.

Inulina. Adicionar 1 gota de 1-naftol SR e acido sulftirico.
Esferocristais de inulina coram-se de roxo-avermelhado e se
dissolvem.

Lignina. Adicionar 1 gota de floroglucina SR, aquecer
rapidamente a lamina e adicionar uma gota de &cido
cloridrico a 25% (p/v). A lignina cora-se de vermelho.

Lipideos. Adicionar Sudan III SR ou Sudan IV SR por 10
minutos, lavar rapidamente com etanol a 70% (v/v). Lipidios,
cutina e suberina coram-se de laranja-avermelhado.

Mucilagens. Adicionar 1 gota de tinta nanquim sobre
amostra seca. A mucilagem aparece como fragmentos
esféricos dilatados e transparentes sobre um fundo negro. A
caracterizacdo, também, pode ser realizada pela adigdo de

1 gota de tionina SR a amostra seca, deixando repousar por
15 minutos, seguida de lavagem em etanol a 20% (v/v). A
mucilagem toma-se violeta-avermelhada (lignina e celulose
coram-se de azul ou azul-violeta).

Oxalato de calcio. Cristais de oxalato de célcio sdo
insoluveis em acido acético a 6% (p/v) e soltveis em acido
cloridrico a 7% (p/v), sem produzir efervescéncia.

Proteinas. Adicionar ninidrina a 0,5% (p/v) em etanol
absoluto, e manter a 37 °C por 24 horas. Lavar em etanol
absoluto e em agua destilada, adicionar fucsina descorada
SR e deixar em contato por 10 a 30 minutos. Lavar em
agua e adicionar bissulfito de sodio a 2% (p/v), deixar em
contato por 1 a 2 minutos. Lavar em agua corrente por 10
a 20 minutos, desidratar e montar a lamina. As proteinas
coram-se de vermelho purpura. Realizar esse procedimento
somente com material fresco.

Saponinas. Adicionar uma gota de 4cido sulftrico. Ocorre
uma sequéncia de cor amarela, seguida de cor vermelha e,
finalmente, cor violeta ou azul-esverdeada.

Taninos. Adicionar cloreto férrico a 10% (p/v) e uma
pequena quantidade de carbonato de sdédio, deixar em
contato por 2 a 3 minutos, lavar com agua destilada. Os
taninos coram-se de azul-esverdeado.

5.4.2 METODOS DE ANALISE
DE DROGAS VEGETAIS

5.4.2.1 AMOSTRAGEM

Os procedimentos de amostragem especificados levam
em consideracdo trés aspectos: (a) numero de embalagens
que contém a droga; (b) grau de divisdo da droga e (c)
quantidade de droga disponivel.

NUMERO DE EMBALAGENS

Examinar a integridade dos recipientes de embalagem ¢ a
natureza da droga neles contida. Havendo homogeneidade,
recolher amostras conforme especificado na Tabela 1.

Tabela 1 - Niimero de embalagens a serem amostradas de acordo com o niimero de embalagens existentes.

Numero de embalagens

Numero de embalagens a serem amostradas

la3
4al0
11a20
21 a50
51 a80
81a100
Mais de 100

Todos
3
5
6
8
10
10% do total de embalagens
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GRAU DE DIVISAO E QUANTIDADE DE DROGA

Consistindo a droga de componentes de dimensdes
inferiores a 1 cm ou quando ela se constituir de material
finamente fragmentado ou pulverizado, empregar
aparelho de amostragem (tubo provido de dispositivo de
fechamento na base). Recolher amostras de cima para
baixo ¢ de baixo para cima (direc¢do vertical) ¢ lateralmente
(direg¢do horizontal), perfazendo amostra de, no minimo,
250 g para até 100 kg de droga. Havendo mais de 100 kg
a amostrar, proceder & amostragem seguida de selecio
por quarteamento, gerando amostra de 250 g no final do
processo.

Para drogas com dimensdes superiores a 1 cm, proceder
a amostragem manual. Combinar as amostras retiradas
de cada embalagem aberta, tomando a precaucdo de nao
aumentar seu grau de fragmentagao durante a manipulagao.
Para quantidades de droga até 100 kg, a amostra deve
constituir-se de, no minimo, 500 g. Havendo mais de 100
kg de droga a amostrar, proceder a amostragem seguida de
sele¢do por quarteamento, gerando amostra de 500 g no
final do processo.

Em ambos os casos, drogas com dimensdes inferiores ou
superiores a 1 cm, é permissivel amostrar quantidades
inferiores as especificadas acima desde que a quantidade
total de droga disponivel seja inferior a 10 kg. Todavia, a
amostra final ndo devera ser inferior a 125 g.

QUARTEAMENTO

Distribuir a droga sobre area quadrada, em quatro partes
iguais. Com a mao distribuir a droga sobre a area de
modo homogéneo e rejeitar as porgdes contidas em dois
quadrados opostos, em uma das diagonais do quadrado.
Juntar as duas porgdes restantes e repetir o processo, se
necessario. Havendo diferenca acentuada em dimensdes
de fragmentos, executar separagdo manual e anotar as
porcentagens aproximadas dos componentes de diferentes
graus de divisdo encontrados na amostra.

5.4.2.2 DETERMINACAO DE MATERIA
ESTRANHA

Os farmacos vegetais sdo isentos de fungos, de insetos ¢ de
outras contaminag¢des de origem animal. Salvo indicagdo
em contrario, a porcentagem de elementos estranhos néo
deve ser superior a 2% m/m. Matéria estranha a droga ¢
classificada em trés tipos: (a) partes do organismo ou
organismos dos quais a droga deriva, excetuados aqueles
incluidos na definigéo e descri¢do da droga, acima do limite
de tolerancia especificado na monografia; (b) quaisquer
organismos, por¢des ou produtos de organismos além
daqueles especificados na defini¢do e descrigdo da droga,
em sua respectiva monografia; e (¢) impurezas de natureza,
minerais ou organicas, ndo-inerentes a droga.

PROCEDIMENTO

Determinar a quantidade de amostra a ser submetida ao
ensaio conforme especificado a seguir.

- Raizes, rizomas, cascas, planta inteira e partes aéreas: 500 g;
- folhas, inflorescéncias, sementes e frutos: 250 g;

- materiais particulados ou fracionados (peso médio
inferior a 0,5 g/componente): 50 g;

- pos: 25 g.

Colher, por quarteamento, a quantidade de amostra
especificada, a partir da amostra obtida, segundo o
procedimento descrito anteriormente, ¢ espalhd-la em
camada fina sobre a superficie plana. Separar, manualmente
os materiais estranhos a droga, inicialmente a olho nu e,
em seguida, com auxilio de lente de aumento (cinco a
dez vezes). Pesar o material separado e determinar sua
porcentagem com base no peso da amostra submetida ao
ensaio.

5.4.2.3 DETERMINACAO DE AGUA EM
DROGAS VEGETAIS

Trés métodos sdo empregados para a determinacao de agua
em drogas vegetais: método gravimétrico (dessecacdo),
método azeotrépico (destilagdo com tolueno) e método
volumétrico (Karl Fischer). O primeiro, tecnicamente mais
simples e rapido, ndo ¢ aplicavel quando a droga contém
substancias volateis. Os demais requerem equipamentos
especiais e compreendem técnicas mais complexas.

PREPARO DA AMOSTRA

Reduzir por corte, granulagdo ou fragmentacao drogas nao
pulverizadas ou trituradas de forma a limitar a dimensao
de seus componentes a, no maximo, 3 mm de espessura.
Sementes e frutos, mesmo de dimensdes inferiores a 3 mm,
devem ser quebrados. Evitar moinhos de alta velocidade
ou outros procedimentos que acarretem perda de umidade
da amostra.

Meétodo gravimétrico

Transferir cercade 2 a 5 g, ou o especificado, na monografia,
exatamente pesados, de amostra preparada conforme
instrucdes anteriores, para pesa-filtro tarado, previamente
dessecado nas mesmas condi¢des a serem adotadas para
a amostra, durante 30 minutos. Dessecar a amostra a 100-
105 °C durante 5 horas, até peso constante. Calcular a
porcentagem de agua em relagdo a droga seca ao ar.

Método volumétrico

Proceder conforme descrito em Determinacdo de dagua
(5.2.20.1).
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Meétodo azeotrdpico

Proceder conforme descrito em Determinagdo de dagua
(5.2.20.2).

5.4.2.4 DETERMINACAO DE CINZAS
TOTAIS

As cinzas totais incluem cinzas fisioldgicas e cinzas ndo-
fisiologicas.

PROCEDIMENTO

Pesar, exatamente, cerca de 3 g da amostra pulverizada,
ou a quantidade especificada na monografia, transferir
para cadinho (de silicio ou platina) previamente tarado.
Distribuir a amostra uniformemente no cadinho e incinerar
aumentando, gradativamente, a temperatura até, no
maximo, 600 + 25 °C, até que todo o carvao seja eliminado.
Um gradiente de temperatura (30 minutos a 200 °C, 60
minutos a 400 °C e 90 minutos a 600 °C) pode ser utilizado.
Resfriar em dessecador e pesar. Nos casos em que o carvao
ndo puder ser eliminado totalmente, resfriar o cadinho e
umedecer o residuo com cerca de 2 mL de 4gua ou solucdo
saturada de nitrato de amonio. Evaporar até secura em
banho-maria e, em seguida, sobre chapa quente, e incinerar
até peso constante. Calcular a porcentagem de cinzas em
relag@o a droga seca ao ar.

5.4.2.5 DETERMINACAO DE CINZAS
INSOLUVEIS EM ACIDO

Cinzas, insoluveis em acido, constituem, o residuo obtido
na fervura de cinzas totais, ou sulfatadas com acido
cloridrico diluido ap6s filtragem; lavagem e incineragdo. O
método destina-se a determinacdo de silica e constituintes
silicicos da droga.

PROCEDIMENTO

Ferver o residuo obtido na determinagdo de cinzas totais
durante 5 minutos com 25 mL de 4cido cloridrico a 7%
(p/v) em cadinho coberto com vidro de relogio. Lavar o
vidro de relégio com 5 mL de agua quente, juntando a dgua
de lavagem ao cadinho. Recolher o residuo, insolivel em
acido, sobre papel de filtro, isento de cinza, lavando-o com
agua quente até que o filtrado se mostre neutro. Transferir o
papel de filtro contendo o residuo para o cadinho original,
secar sobre chapa quente e incinerar a cerca de 500 °C
até peso constante. Calcular a porcentagem de cinzas
insoluveis em acido em relag@o a droga seca ao ar.

5.4.2.6 DETERMINACAO DE CINZAS
SULFATADAS

PROCEDIMENTO

Aquecer ao rubro por 10 minutos um cadinho de porcelana,
deixar esfriar em um dessecador e pesar. Colocar
exatamente cerca de 1,0 g da droga no cadinho previamente
tarado e umedega a droga com 4cido sulfirico concentrado
e carbonize em bico de Bunsen. Umedeca novamente com
acido sulfurico concentrado, carbonize e incinere com
aquecimento gradativo até 800 °C. Esfrie, pese novamente,
incinere por mais 15 minutos. Repita esse procedimento
até que a diferenga entre duas pesagens sucessivas nao seja
maior que 0,5 mg.

5.4.2.7 DETERMINACAO DE OLEOS
VOLATEIS EM DROGAS VEGETAIS

O teor de dleos volateis em drogas vegetais ¢ determinado
pelo processo de destilagdo por arraste de vapor, com auxilio
de equipamento descrito a seguir.

O equipamento (Figura 1), confeccionado em vidro
resistente, de qualidade apropriada, compreende:

150 |
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Figura 1 — aparelho para determinaciio do teor de 6leos volateis

em drogas vegetais pelo processo de destilacio por arraste de vapor.
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1) baldo de fundo redondo de 500 mL a 1000 mL de
capacidade, de colo curto, provido de uma junta 24/40,
fémea;

2) condensador, adaptavel ao baldo por meio de uma junta
esmerilhada 24/40, macho, construido em peca unica de
vidro, compreendendo as partes descritas a seguir, com as
respectivas medidas:

2.1) tubo vertical (AC) de 210 a 260 mm de comprimento e
13-15 mm de didametro interno;

2.2) tubo dobrado, com segmentos (CD) e (DE) medindo
145-155 mm de comprimento cada e didmetro interno de
7-8 mm;

2.3) condensador de bolas, tipo Allihn (FG), de 145-155 mm
de comprimento e didmetro interno de 15 mm nas bolas e
8-10 mm nos estreitamentos;

2.4) rolha (junta esmerilhada 14/20) (K”) contendo orificio de
cerca de 1 mm de didmetro, que obtura uma saida lateral (K)
provida de junta esmerilhada 14/20 fémea, na extremidade;

2.5) tubo (GH) de 30-40 mm de comprimento e 7-8 mm de
didmetro interno, formando as partes (HK) angulo (GHK)
de 30°a 40°%

2.6) alargamento em forma de péra (J) de 3 mL de capacidade;

2.7) tubo (JL) provido de escala graduada de 100-110 mm;
de 3 mL de capacidade e subdividida em vigésimos de
mililitro;

2.8) alargamento em forma de bola (L) de aproximadamente
2 mL de capacidade;

2.9) torneira de 3 vias;

2.10) tubo de conexdo (BM) de 7-8 mm de didmetro, provido
de tubo de seguranga. O ponto de inser¢ao (B) encontra-se a
20-25 mm acima da parte mais alta da escala graduada;

3) onte de calor que pode ser aquecedor elétrico ou bico de
gas dotado de regulagem fina da chama;

4) suporte vertical adequado.

Antes da utilizagdo, o aparelho deve ser limpo por
lavagens repetidas e sucessivas com acetona, agua, mistura
sulfocromica e novamente agua. Depois de seco, deve ser
montado em local protegido de correntes de ar. A escala
graduada deve ser aferida e, se necessario, estabelecer fator
de corregdo para cada aparelho.

PROCEDIMENTO

Introduzir no baldo o volume do liquido indicado na
monografia e fragmentos de porcelana porosa ou contas de
vidro para regularizar a ebuli¢cdo. Adaptar o condensador ao
baldo. Retirar a rolha esmerilhada (K’) e, pela abertura (K),
introduzir a agua até que essa comece a escorrer em (B).
Usando pipeta volumétrica, introduzir xileno, na quantidade
prescrita, apoiando-se a ponta da pipeta no fundo da saida
lateral (K). Aquecer o liquido no interior do baldo até o
inicio da ebuli¢o e destilar na razdo de 2 a 3 mL por minuto,
ou conforme prescrito na monografia.

Para determinar a velocidade da destilagdo, escoar a dgua
com auxilio de torneira de trés vias, até que o menisco esteja
no nivel do trago de referéncia inferior (Figura 2). Fechar

a torneira e cronometrar o tempo necessario para encher o
volume compreendido entre os tragos de referéncia inferior
e superior (3 mL). Abrir a torneira e continuar a destilagdo
por 30 minutos. Desligar o aquecimento, deixar esfriar por
10 minutos e fazer a leitura do volume de xileno no tubo
graduado.

trago de
referéncia
superior

traco de
referéncia
inferior

Figura 2 —Indicacdo para determinar a velocidade de destilagdo.

Introduzir no baldo a quantidade de droga prescrita na
monografia e destilar por arraste de vapor, como descrito
acima, pelo tempo e na velocidade indicada na monografia.
Terminada a operagdo, deixar esfriar por 10 minutos e ler
o volume do oleo essencial recolhido no tubo graduado.
Subtrair da leitura o volume do xileno determinado
anteriormente. A diferenca representa a quantidade de
o6leo essencial contida na amostra. Calcular o resultado em
mililitros de dleo essencial por 100 g da droga.

5.4.2.8 DETERMINACAO DE OLEOS
FIXOS

A determinacao de dleos fixos baseia-se na sua extragdo por
solvente que, depois de evaporado, deixa como residuo o
oleo cuja quantidade ¢ determinada por pesagem.

Caso a amostra contenha teor elevado de componentes
hidrossoluveis (carboidratos, ureia, acido latico, entre
outros), cabe pré-tratamento da amostra a fim de evitar
interferéncia na determinacdo de matérias graxas. Para tanto,
transferir a tomada de ensaio para funil contendo papel de
filtro, lavar com agua e secar o residuo em estufa a 105 °C
durante 2 horas.

Empregar o aparelho de Soxhlet (Figura 1). O equipamento,
confeccionado em vidro resistente, de qualidade apropriada,
compreende baldao de fundo redondo (A), com 500 mL a
1000 mL de capacidade, conectado ao extrator Soxhlet (B) e
condensador de refluxo (C).
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Figura 1 - Aparelho de Soxhlet.

Antes da utilizagdo, o aparelho deve ser limpo por
lavagens repetidas e sucessivas com acetona, agua, mistura
sulfocromica e, novamente, agua. Depois de seco, deve ser
montado em local protegido de correntes de ar.

PROCEDIMENTO

Transferir, exatamente, cerca de 10 g de droga previamente
dessecada conforme descrito em Determinacdo de dgua em
drogas vegetais (5.4.2.3), Método gravimétrico, e transferir
para aparelho extrator de Soxhlet (B), cobrindo-a com
algoddo desengordurado. Pesar o baldo (A) limpo e seco
(contendo fragmentos de porcelana ou contas de vidro)
e monta-lo no aparelho sobre banho-maria, tomando a
precaucdo de assegurar vedacdo na junta esmerilhada do
baldo (recomenda-se operagdo em capela). Transferir para
o extrator éter de petrdleo em quantidade suficiente para
realizar trés sifonagens e encaixar o condensador de refluxo
(C). Proceder a extracdo sob aquecimento suficiente para
manter o solvente em ebulicdo moderada durante 4 horas.

Concluida a extracdo, aguardar esfriamento, transferir o
conteudo do cartucho para almofariz de porcelana e juntar
quantidade aproximadamente igual de areia lavada e seca.
Pulverizar a droga e transferi-la novamente, no interior do
cartucho, para o extrator. Reiniciar ¢ manter a extragdo nas
condi¢des acima por periodo adicional de 2 horas. Desligar
o baldo do aparelho e evaporar o solvente (de preferéncia por
destilacdo sob corrente de diéxido de carbono). Transferir

o baldo para estufa a 105 °C, resfriar e pesar. Repetir a
operacao até peso constante. Calcular a porcentagem de
oleos fixos na droga com base na massa de droga pesada e
na massa de 6leo obtida.

5.4.2.9 DETERMINACAO DE 1,8-CINEOL
EM OLEOS ESSENCIAIS

A determinacao de cineol compreende a determinagdo da
temperatura de congelamento (criometria) do composto de
combinagdo molecular entre cineol e o-cresol-cresineol.
Sendo essa temperatura proporcional ao contetido de cineol
no composto, & possivel estabelecer-se seu teor pela analise
dos dados registrados na Tabela 1.

O método ¢ empregado na dosagem de cineol em esséncias
de eucalipto e niaouli. Determinagdes em outras esséncias nao
sdo recomendadas sem comprovagdo prévia de exatiddo em
vista de alguns constituintes do 6leo essencial solubilizarem o
cresineol (mesmo na esséncia de eucalipto, ha riscos de erro
quando o contetdo de alfa-terpineol for superior a 12,5%).

Erros, também, advém da presenga de umidade, seja na
esséncia ou no o-cresol. O o-cresol empregado deve ser puro
e seco, apresentando ponto de fusdo superior a 30 °C. Deve ser
conservado em frasco hermético, por ser higroscopico.

PROCEDIMENTO

Secar a amostra do 6leo essencial em ensaio, agitando-a em
mistura com sulfato de s6dio ou com cloreto de calcio, anidros,
em tubo de ensaio ou em Erlenmeyer provido de tampa
esmerilhada. Deixar em contato durante 24 horas e filtrar.
Transferir para tubo de ensaio (cerca de 15 mm de didametro e
80 mm de altura) 3,0 g de dleo essencial, exatamente, pesados
e adicionar 2,1 g de o-cresol em sobrefusdo. Agitar a mistura
com bulbo de termdémetro (0 - 60 °C, graduado em décimos
de grau) suspenso sobre o tubo de modo que a extremidade do
bulbo ndo ultrapasse o limite de 5 mm da base do tubo e sem
tocar em suas paredes, até indugdo de cristalizagdo. Anotar
a temperatura maxima observada no termometro durante a
cristalizagdo. Aquecer o tubo a cerca de 5-10 °C acima da
temperatura lida e introduzi-lo em outro tubo maior (cerca
de 60 mm de didmetro e 100 mm de altura) de modo a criar
camada de ar. Fixar o tubo menor dentro do outro com auxilio
de placas de cortica adaptadas ou por qualquer outro meio
e mergulhar o conjunto em banho de agua com temperatura
controlada, mantendo a temperatura cerca de 5 °C abaixo do
ponto de congelamento previamente anotado para o cresineol.
Agitar a mistura com movimentos verticais do termometro e,
ao iniciar-se a cristalizagdo (turvagdo do liquido), observar a
estabilizagdo da temperatura. Havendo flutuagdes durante a
cristalizagdo, considerar sempre a temperatura maxima lida
durante o periodo de congelamento.

Repetir a determinagdo quantas vezes for necessario para que
duas leituras sucessivas acusem variagdo maxima de 0,1 °C.
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Tabela 1 - Teor de 1,8-cineol em 6leos essenciais em funcio da temperatura de congelamento.

Temperatura (°C) | 0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
24 456 457 459 460 46,1 463 464 465 46,6 468
25 46,9 47,0 472 473 474 476 477 478 479 481
26 482 483 485 486 487 489 490 49,1 492 494
27 495 496 498 499 50,0 502 503 504 50,5 50,7
28 508 509 51,1 512 513 515 516 51,7 51,8 52,0
29 52,1 522 524 525 526 528 529 530 53,1 533
30 534 535 53,7 53,8 539 541 542 543 544 546
31 547 548 550 551 552 554 555 556 557 559
32 560 561 563 564 565 567 568 569 570 572
33 573 574 57,6 577 578 580 581 582 583 585
34 586 587 589 590 59,1 593 594 595 596 598
35 599 60,0 602 60,3 604 606 60,7 60,8 60,9 61,1
36 612 613 61,5 61,6 61,7 619 620 621 622 624
37 62,5 62,6 62,8 629 630 632 633 634 635 637
38 638 639 641 642 644 645 646 648 649 651
39 652 654 655 657 658 660 662 663 665 566
40 66,8 670 672 673 675 67,7 679 681 682 684
41 63,6 638 690 692 694 696 697 699 70,1 703
42 705 70,7 709 71,0 712 714 71,6 718 71,9 72,1
43 723 725 727 729 73,1 733 734 736 738 740
44 742 744 746 748 750 752 753 755 757 759
45 76,1 763 765 767 769 711 712 714 716 718
46 780 782 784 786 788 790 792 794 796 798
47 80,0 802 804 80,6 808 81,1 813 81,5 81,7 819
48 82,1 823 85 8,7 829 82 84 8,6 838 840
49 842 844 846 848 850 853 855 857 859 861
50 86,3 8,6 8., 8,1 873 876 878 8,1 883 886
51 838 89,1 893 8,6 898 901 903 90,6 90,8 91,1
52 91,3 91,6 91,8 92,1 923 926 928 93,1 933 936
53 938 941 943 946 948 951 953 956 958 96,1
54 963 96,6 969 972 975 978 981 984 987 99,0
55 993 997  100,0

5.4.2.10 DETERMINACAO DO iNDICE DE
ESPUMA

Pesar, exatamente, 1 g do material vegetal reduzido a p6
fino (malha de 180 pm, 5.2.11) e transferir para erlenmeyer
contendo 50 mL de agua fervente. Manter sob fervura
moderada durante 30 minutos. Resfriar, filtrar para baldo
volumétrico de 100 mL. Completar o volume, através do
filtro, até 100 mL.

Distribuir o decocto obtido, em 10 tubos de ensaio com
tampa (16 mm de didmetro por 16 cm de altura), em série
sucessiva de 1, 2, 3, até 10 mL, e ajustar o volume do
liquido em cada tubo a 10 mL com agua. Tampar os tubos
e agita-los com movimentos verticais por 15 segundos,
com duas agitagdes por segundo. Deixar em repouso por
15 minutos ¢ medir a altura da espuma.

Se a altura da espuma de todos os tubos for inferior a 1 cm,
o indice de espuma ¢ menor do que 100.

Se, em qualquer um dos tubos, a altura da espuma medida
for 1 ¢cm, a dilui¢@o do material vegetal nesse tubo (A) é o
indice observado. Se esse tubo for o primeiro ou segundo
na série, € necessario fazer uma diluicdo intermediaria,
pelo mesmo método descrito anteriormente, para obter um
resultado mais preciso.

Se a altura da espuma for maior do que 1 cm em todos
os tubos, o indice de espuma ¢ maior do que 1000. Nesse
caso, a determinagao precisa ser feita com uma nova série
de dilui¢des do decocto para se obter um resultado preciso.

O indice de espuma ¢é calculado segundo a equagdo
1000/4, sendo 4 o volume, em mililitros, do decocto usado
para preparagdo da dilui¢do no tubo onde a espuma foi
observada.
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5.4.2.11 DETERMINACAO DE
SUBSTANCIAS EXTRAIVEIS POR
ALCOOL (EXTRATO ALCOOLICO)

METODO A: EXTRACAO POR SOXHLET

Pesar, exatamente, cerca de 2 g da droga e transferir para
cartucho do extrator de Soxhlet, previamente tarado e seco.
Introduzir no baldo do extrator 0,2 g de hidréxido de sodio
e etanol absoluto em quantidade suficiente. Extrair por 5
horas, retirar o cartucho com o residuo e seca-lo em estufa
a 105 °C por 30 minutos. Pesar o residuo seco e calcular
o teor de substincias extraiveis por etanol por diferenca
entre o peso da amostra e o peso do residuo seco. Referir o
resultado em relac@o a droga seca (Determinagdo de agua
em drogas vegetais, 5.4.2.3).

METODO B: EXTRACAO A QUENTE

Pesar um Erlenmeyer de 250 mL, com boca esmerilhada,
transferir para ecle, exatamente, cerca de 4,0 g de droga

vegetal seca, finamente, pulverizada. Adicionar 100 mL de
agua e pesar para obter o peso total, incluindo o frasco.
Tampar, agitar bem e deixar descansar por 1 h. Acoplar
um condensador de refluxo e aquecer por 1 h, resfriar e
pesar. Apos o refluxo, corrija o peso original com solvente
especificado no ensaio para a droga vegetal. Misturar bem
e filtrar, rapidamente, por meio de um filtro seco. Transferir
25 mL do filtrado para uma capsula de porcelana tarada e
evaporar até secura em banho de 4gua. Secar 105 °C por 6
h, esfriar em dessecador por 30 min e pesar, imediatamente.
Calcular a porcentagem de materiais extraidos em mg/g de
material seco.

METODO C: EXTRACAO A FRIO

Pesar um erlenmeyer de 250 mL, com boca esmerilhada
e transferir para ele, exatamente, cerca de 4,0 g de droga
vegetal seca, finamente, pulverizada. Macerar, com
100 mL de solvente especificado, durante 6 h, agitando
frequentemente, e deixar em repouso por 18 h. Filtrar,
rapidamente, sem deixar perder qualquer quantidade de
solvente; transferir 25 mL do filtrado para uma capsula de
porcelana tarada e evaporar até secura em banho de agua.
Secar a 105 °C por 6 h, esfriar em dessecador por 30 min e
pesar imediatamente. Calcular a porcentagem de materiais
extraidos em mg/g de material vegetal seco.

Para materiais extraiveis com etanol, use a concentracao
especificada para o solvente no teste para cada droga
vegetal. Para os materiais extraiveis com agua, use a dgua

como solvente. Use outros solventes, especificados em
cada monografia.

5.4.2.12 DETERMINACAO DO iNDICE DE
AMARGOR

As propriedades amargas dos materiais vegetais sao
determinadas pela comparagdo da concentragdo limiar
de amargor de um extrato com a de uma solugo diluida
de cloridrato de quinina. O valor do indice de amargor
¢ expresso em termos de unidades, equivalentes a uma
solucdo de cloridrato de quinina a 0,05% (p/v).

Para a extragdo dos materiais vegetais ¢ para a lavagem
da boca depois de cada degustagdo, deve-se utilizar agua
potavel como veiculo. A dureza da 4gua raramente tem
influéncia significativa sobre o amargor.

A sensibilidade ao amargor pode variar de individuo para
individuo ou, mesmo para um individuo em situagdes
diferentes (fadiga, fumo, ingestdo de alimentos). Portanto,
a determinacdo da concentragdo limiar de amargor do
material a ser testado com cloridrato de quinina deve ser
feita pela mesma pessoa, dentro de um curto espago de
tempo. A sensacdo de amargor nio ¢ percebida por toda
a superficie da lingua, mas ¢ restrita as partes superior e
lateral da base da lingua. A determinagdo da concentragdo
limiar da solucdo requer treinamento do analista.
Primeiramente, ¢ feita a determinacdo da concentragao
limiar do cloridrato de quinina e, em seguida, a do material
a ser testado. Individuos insensiveis a sensacdo amarga
induzida por uma solugdo contendo 0,058 mg de cloridrato
de quinina em 10 mL de 4gua ndo sdo indicados para a
realizagdo do teste.

A preparagdo da solucdo-estoque de material vegetal
a ser testado (S7) deve ser especificada na monografia
correspondente. Em séries tnicas de teste, a determinagao
sempre inicia com a menor concentragdo (a menos que
outra ordem seja especificada na monografia) para manter
a sensibilidade dos botdes gustativos.

PREPARO DAS SOLUCOES

Solugdo estoque e solugdo diluida de cloridrato de quinina

Dissolver 0,1 g de cloridrato de quinina em quantidade
suficiente de agua potavel para completar 100 mL. Diluir
5 mL dessa solucdo para 500 mL com agua potavel. Essa
solugdo padrdo de cloridrato de quinina (SQ) contém 0,01
mg/mL. Para o teste inicial, utilizar nove tubos de ensaio
para a diluigdo em série, como registrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Diluicées de cloridrato de quinina para o teste inicial na obtengdo do indice de amargor.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
SO (mL) 4,2 4,4 4,6 4,8 5,0 5,2 54 5,6 5,8
Agua potavel (mL) 5,8 5,6 5,4 5,2 5,0 4.8 4.6 4.4 42
Cloridrato de quinina (mg/10 mL) (¢) 0,042 0,044 0,046 0,048 0,050 0,052 0,054 0,056 0,058




203

Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢do

Solugdo estoque e solucdo diluida do material vegetal

Preparar a solugdo estoque como especificado na monografia (S7). Utilizar 10 tubos de ensaio para a diluigdo em série,

como indicado na Tabela 2 para o segundo teste.

Tabela 2 — Dilui¢des da solugiio estoque para o segundo teste na obtencio do indice de amargor.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ST (b) (mL) 1,00 2,00 3,00 4,00 500 6,00 7,00 800 900 10,0
Agua potavel (mL) 9,00 800 7,00 6,00 500 400 3,00 2,00 1,00 -

PROCEDIMENTO

Apo6s enxaguar a boca com agua potavel, provar 10 mL da
diluigdo, girando-a na boca, principalmente perto da base
da lingua por 30 segundos. Sempre comegar com a solugdo
menos concentrada da série, exceto quando prescrito de
maneira diferente na monografia. Se a sensa¢do de amargor
ndo ¢ mais sentida, remover a solucdo e esperar 1 minuto
para assegurar que ndo ha sensibilidade retardada. Enxaguar
a boca com agua. Aguardar, pelo menos, 10 minutos para
testar a proxima dilui¢ao. A concentragdo limiar de amargor
¢ a diluigdo de menor concentragdo em que o material ainda
provoca sensagdo de amargor. Apds a primeira séric de
testes, enxaguar bem a boca com agua, até que o amargor
ndo seja mais percebido e esperar, no minimo, 10 minutos
antes de fazer a segunda série de testes.

Nessa série de testes, para maior rapidez, ¢ aconselhavel
assegurar que a solugdo no tubo nimero 5 (contendo
5 mL de ST em 10 mL de solugdo) provoque sensagdo
de amargor. Se percebida, encontrar a concentragdo de
amargor do material, provando as dilui¢des nos tubos de
nimeros 1 a 4. Se a solugdo no tubo de ntimero 5 ndo
provocar sensacdo de amargor, encontrar a concentragio
limiar de amargor nos tubos de nimeros 6 a 10.

Todas as solucdes e a agua devem estar numa temperatura
entre 20 °C e 25 °C.

O indice de amargor ¢é calculado segundo a equag@o:

_ 2000xc
(a2 xb)

em que

V' =valor de amargor, em unidades/g;

a = quantidade de material, em mg/mL, na ST;

b = volume de ST em 10 mL da dilui¢do da concentragao
limiar de amargor;

¢ = quantidade de cloridrato de quinina, em mg/10 mL, na
dilui¢@o da concentragédo limiar de amargor.

5.4.2.13 DETERMINACAO DA ATIVIDADE
HEMOLITICA

A atividade hemolitica de extratos vegetais, ou de uma
preparagdo contendo saponinas, ¢ determinada por
comparagdo com a atividade de uma referéncia de saponina
com atividade hemolitica de 1000 unidades por grama. Uma
suspensdo de eritrocitos ¢ misturada com volumes iguais
de uma dilui¢do em série do extrato. A menor concentracdo
a provocar hemolise completa é determinada ap6s deixar o
sistema em repouso por um periodo especifico de tempo.
Um teste similar é feito simultaneamente com solugdo de
referéncia de saponina.

PROCEDIMENTO

Para a preparagdo da suspensdo de sangue, colocar citrato
de sodio a 3,65% (p/v) em um frasco com tampa até 1/10 de
sua capacidade. Agitar para molhar totalmente as paredes do
frasco e adicionar sangue bovino fresco, com nova agitacao.
O sangue, com citrato de sodio, assim preparado pode ser
armazenado por 8 dias a uma temperatura entre 2 °C e 4 °C.

Em baldo volumétrico de 50 mL, diluir, cuidadosamente,
1 mL de sangue com citrato de so6dio em quantidade
suficiente de tampao fosfato pH 7,4 para completar 50 mL.
Essa suspensdo de sangue diluida (2%) pode ser utilizada
durante o tempo em que o liquido sobrenadante permanecer
limpido e incolor, sendo mantida fria.

Para a solu¢do de referéncia, transferir, exatamente, 10 mg
de saponina para baldo volumétrico de 100 mL e completar
o volume com tamp3@o fosfato pH 7,4. Essa solugdo deve ser
recém-preparada. O extrato vegetal e diluicdes devem ser
preparados como especificado na monografia, utilizando-
se, também, tampao fosfato pH 7,4.

Teste preliminar

Preparar uma dilui¢do em série do extrato vegetal com a
tampao fosfato pH 7,4 e suspensdo de sangue (2%), usando
4 tubos de ensaio conforme Tabela 1.

Tabela 1 - Diluicio em série do extrato vegetal para determinacio da atividade hemolitica.

Tubo 1 2 3 4
Extrato vegetal (mL) 0,10 0,20 0,50 1,00
Tampao fosfato pH 7,4 (mL) 0,90 0,80 0,50 —
Suspensao de sangue (2%) (mL) 1,00 1,00 1,00 1,00
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Logo que os tubos forem preparados, inverté-los
cuidadosamente para misturar, evitando a formagdo da
espuma. Apdés 30 minutos, agitar novamente e deixar
descansar por 6 horas a temperatura ambiente. Examinar
os tubos e anotar em qual dilui¢do ocorreu hemdlise total,
o que sera constatado no liquido, limpido, vermelho e sem
deposito de eritrocitos.

Se a hemdlise total for observada apenas no tubo de nimero
4, usar o extrato vegetal original diretamente para o teste
principal.

Se a hemolise total for observada nos tubos 3 e 4, diluir
duas vezes o extrato original com tampao fosfato.

Se a hemolise total for observada nos tubos 2, 3 e 4, preparar
uma solugdo diluida cinco vezes, como descrito acima.

Se, apds 6 horas, todos os tubos contiverem um liquido
limpido e vermelho, preparar uma solugdo diluida 10 vezes
e fazer o teste preliminar, como descrito acima.

Se a hemolise total ndo for observada em nenhum dos
tubos, repetir o teste preliminar, usando um extrato mais
concentrado.

Teste principal

Preparar a diluicdo em série do extrato vegetal, diluindo ou
nao, como consta no teste preliminar, com tampao fosfato
pH 7,4 e suspensdo de sangue (2%, utilizando 13 tubos de
ensaio, conforme especificado na Tabela 2.

Tabela 2 — Dilui¢io em série do extrato vegetal com tampio fosfato ¢ suspensio de sangue para o Teste principal.

Tubos 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Extrato vegetal (ou 1 45 050 055 060 065 070 075 080 085 090 095 1,00
dilui¢do) (mL)
Tampao fosfato (mL) 0,60 0,55 0,50 045 0,40 0,35 0,30 0,25 0,20 0,15 0,10 0,05 -
Suspensio de 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
sangue 2% (mL)
Fazer as dilui¢des e avaliagdes como no teste preliminar, Conduzir, simultaneamente, no  minimo,  trés

observando os resultados apos 24 horas. Calcular a
quantidade de material vegetal em gramas, ou propor¢do
em g/mL que produz hemolise total (b).

Teste para saponinas

Para eliminar o efeito de variacdes individuais na resisténcia
de suspensdo de sangue a solucdo de saponina, preparar
uma série de diluicdes de saponina da mesma maneira
descrita anteriormente para o extrato vegetal. Calcular a
quantidade de saponinas (g) que produz hemolise total (a).

Atividade hemolitica

A atividade hemolitica ¢ calculada segundo a equacéo
1000 a /b

em que

1000 = atividade hemolitica da saponina, em relagdo ao
sangue bovino;

a = quantidade, em gramas, de saponina;

b = quantidade, em gramas, de material vegetal.

5.4.2.14 DETERMINACAO DO iNDICE DE
INTUMESCENCIA

O indice de intumescéncia ou indice de intumescimento ¢ a
medida do volume ocupado pelo intumescimento de 1 g da
droga, pela adicao de agua ou outro agente intumescente,
sob condigdes definidas.

determinagdes. Pesar, exatamente, 1 g da droga vegetal
pulverizada e colocar em proveta de 25 mL com tampa
esmerilhada. O comprimento da parte graduada deve ser
de, aproximadamente, 125 mm e o didmetro, interno,
proximo a 16 mm, subdividido em 0,2 mL, marcado de 0 a
25 mL, de forma ascendente. Adicionar 25 mL de agua, ou
outro agente definido, e agitar a cada 10 minutos, por uma
hora. Deixar a mistura repousar por 3 horas, a temperatura
ambiente. Medir o volume, em mililitros, ocupado pelo
material vegetal acrescido da mucilagem ou qualquer
outro material aderido subtraido do volume inicial da
droga. Calcular o valor médio obtido a partir das varias
determinagdes individuais realizadas e relacionar a 1 g de
material vegetal.

5.4.3 METODOS DE
PREPARACAO E ANALISE DE
EXTRATOS VEGETAIS

5.4.3.1 METODOS DE PREPARACAO DE
EXTRATOS VEGETAIS

5.4.3.1.1 Extratos fluidos (Extracta fluida)

DEFINICAO

Extratos fluidos sdo preparagdes liquidas nas quais, exceto
quando especificado de maneira diferente, uma parte do
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extrato, em massa ou volume, corresponde a uma parte,
em massa, da droga seca, utilizada na sua preparagdo. Se
necessario, os extratos fluidos podem ser padronizados, em
termos de concentra¢do do solvente, teor de constituintes
ou residuo seco. Se necessario, podem ser adicionados de
conservantes inibidores do crescimento microbiano.

OBTENCAO

Os extratos fluidos podem ser obtidos por percolagdo,
maceragdo ou por dissolu¢do de extratos secos ou moles
utilizando como solvente unicamente etanol, agua
ou misturas etanol/agua de propor¢do adequada. Se
necessario, o extrato obtido pode ser filtrado. Qualquer que
seja o processo de obtengdo, os extratos fluidos apresentam
composicdo e caracteristicas comparaveis. A formagéo de
um ligeiro sedimento durante a armazenagem ¢ aceitavel,
desde que a composigdo do extrato ndo sofra modificagdes
significativas.

ENSAIOS DE PUREZA

Densidade relativa (5.2.5). Quando for o caso, os extratos
fluidos devem cumprir com os limites prescritos na
monografia.

Determinacio de etanol (5.3.3.8). Determinar teor de
etanol em extratos fluidos obtidos com etanol ou misturas
etanol/agua. O teor de etanol deve cumprir o especificado
na monografia.

Determinacio de metanol e 2-propanol (5.4.3.2.1). A
menos que especificado de maneira diferente, os extratos
fluidos devem conter ndo mais de 0,05% (v/v) de metanol
e ndo mais de 0,05% (v/v) de 2-propanol.

Determinacio do residuo seco (5.4.3.2.2). O residuo seco
deve cumprir com o especificado na monografia.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, ao abrigo da luz.

ROTULAGEM
O rotulo deve conter as seguintes informagdes:

- nomenclatura botanica da droga que deu origem ao
extrato;

- se o extrato foi preparado com planta fresca (quando for
0 caso);

- composi¢do do solvente e o teor de etanol em porcentagem
(v/v) no solvente utilizado na

- preparacao;
- quando for o caso o teor de etanol em porcentagem (v/v)
no produto final;

- teor de principios ativos e/ou relagdo droga/extrato final;

- nome e concentracdo de conservantes antimicrobianos
adicionados.

5.4.3.1.2 Extratos moles (Extracta spissa)

DEFINICAO

Os extratos moles sdo preparagdes de consisténcia pastosa
obtidos por evaporagdo parcial do solvente utilizado
na sua prepara¢do. Sido obtidos utilizando-se como
solvente unicamente etanol, dgua ou misturas etanol/
dgua na propor¢cdo adequada. Apresentam, no minimo,
70% de residuo seco (p/p). Os extratos moles podem ser
adicionados de conservantes para inibir o crescimento
microbiano.

OBTENCAO

Os extratos moles sdo obtidos a partir de extratos fluidos
preparados empregando unicamente etanol, agua ou
misturas etanol/agua na propor¢do adequada; apds
evaporagdo parcial do solvente. Apresentam no minimo 70
% de residuo seco (p/p).

ENSAIOS DE PUREZA

Residuo seco (5.4.3.2.2). O residuo seco deve cumprir
com o especificado na monografia.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes bem fechados, ao abrigo da luz.

ROTULAGEM
O rotulo deve conter as seguintes informacgdes:

- nomenclatura botanica da droga que deu origem ao
extrato;

- nome e quantidade do material inerte utilizado;

- se o extrato foi preparado com planta fresca (quando for
0 caso);

- composi¢do do solvente e o teor de etanol em porcentagem
(v/v) no extrato liquido que lhe deu origem;
teor de principios ativos e/ou relagdo droga/extrato final;

- nome e concentragdo de conservantes antimicrobianos
adicionados.

5.4.3.1.3 Extratos secos (Extracta sicca)

DEFINICAO

Extratos secos sdo preparagdes solidas obtidas pela
evaporagdo do solvente utilizado na sua preparagdo.
Apresentam, no minimo, 95% de residuo seco, calculados
como percentagem de massa. Os extratos secos podem ser
adicionados de materiais inertes adequados.




206

Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢do

Os extratos secos padronizados tém o teor de seus
constituintes ajustado pela adi¢do de materiais inertes
adequados ou pela adigdo de extratos secos obtidos com a
mesma droga utilizada na preparagao.

Quando necessario, a monografia podera prescrever
realizagdo de ensaio limite para o solvente utilizado na
preparagao.

OBTENCAO

Extratos secos sdo preparagdes solidas obtidas por
evaporagdo ou vaporizagdo do solvente. Independente da
técnica de secagem, devem apresentar no minimo 95 % de
residuo seco, calculados como percentagem de massa.

ENSAIOS DE PUREZA

Residuo seco (5.4.3.2.3). O residuo seco deve cumprir
com o especificado na monografia.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes hermeticamente fechados, ao abrigo da luz.

ROTULAGEM
O rotulo deve conter:

- nomenclatura botanica da droga que deu origem ao
extrato;

- nome e quantidade do material inerte utilizado;

- se o extrato foi preparado com planta fresca (quando for
0 caso);

- nome do solvente e o teor de etanol em porcentagem (v/v)
no solvente utilizado na preparagéio;

- teor de principios ativos e/ou relagdo droga / extrato final.

5.4.3.1.3 Extratos secos (Extracta sicca)

DEFINICAO

Extratos secos sdao preparagdes solidas obtidas pela
evaporagdo do solvente utilizado na sua preparagdo.
Apresentam, no minimo, 95% de residuo seco, calculados
como percentagem de massa. Os extratos secos podem ser
adicionados de materiais inertes adequados.

Os extratos secos padronizados tém o teor de seus
constituintes ajustado pela adigdo de materiais inertes
adequados ou pela adigdo de extratos secos obtidos com a
mesma droga utilizada na preparagéo.

Quando necessario, a monografia podera prescrever
realizagdo de ensaio limite para o solvente utilizado na
preparacao.

OBTENCAO

Extratos secos sdo preparagdes solidas obtidas por
evaporagao ou vaporizag¢ao do solvente. Independente da
técnica de secagem, devem apresentar no minimo 95 % de
residuo seco, calculados como percentagem de massa.

ENSAIOS DE PUREZA

Residuo seco (5.4.3.2.3). O residuo seco deve cumprir
com o especificado na monografia.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO

Em recipientes hermeticamente fechados, ao abrigo da luz.

ROTULAGEM
O rétulo deve conter:

- nomenclatura botanica da droga que deu origem ao
extrato;

- nome e quantidade do material inerte utilizado;

- se o extrato foi preparado com planta fresca (quando for
0 caso);

- nome do solvente e o teor de etanol em porcentagem (v/v)
no solvente utilizado na preparagio;

- teor de principios ativos e/ou relag@o droga / extrato final.

5.4.3.2 METODOS DE ANALISE DE
EXTRATOS VEGETAIS

5.4.3.2.1 Determinagdo de metanol e 2-propanol
em extratos fluidos

Proceder a destilagdo do extrato conforme descrito
em Determina¢do de etanol (5.3.3.8.1). Examinar o
destilado por Cromatografia a gas (5.2.17.5), utilizando
cromatografo provido de detector de ionizagdo de chama,
coluna cromatografica de vidro com 2 m de comprimento
¢ 2 mm de didmetro interno, empacotada com copolimero
de etilvinilbenzeno / divinilbenzeno, particulas de 125 pm
a 150 um, e nitrogénio para cromatografia como gas de
arraste, com fluxo de 30 mL/min. Manter a temperatura da
coluna em 130 °C, a temperatura do injetor em 200 °C ¢ a
temperatura do detector em 220 °C.

Solugdo padrao interno: solugdo de 1-propanol a 2,5%
(v/v) em agua.

Solug¢do amostra: adicionar a um volume determinado do
destilado 2 mL da solugdo padrdo interno. Diluir para 50
mL com agua ou etanol a 90% (v/v), ajustando o teor de
etanol para 10% (v/v).

Solug¢do padrdo: preparar 50 mL de solu¢do contendo 2
mL de solugdo padrdo interno, 10% de etanol (v/v), 0,05%
de 2-propanol (v/v) e 0,05% de metanol anidro (v/v).
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Procedimento: injetar, separadamente, 1 pL da Solugdo
padrdo e da Solu¢do amostra, registrar os cromatogramas
e medir as areas dos picos. Calcular os teores de metanol
e 2-propanol em relag@o a amostra submetida a destilagao
a partir das respostas obtidas com a Solugdo padrdo ¢ a
Solugdo amostra.

5.4.3.2.2 Determinagao de residuo seco em
extratos fluidos e moles

Transferir 2 mL ou 2 g de extrato para pesa-filtros ou placa
de Petri, medindo, aproximadamente, 50 mm em diametro
e 30 mm de altura. Evaporar até secura em banho-maria
e dessecar em estufa a 100 - 105 °C, por 3 horas. Deixar
esfriar em dessecador, sobre pentoxido de fosforo e pesar.
Calcular o residuo seco em porcentagem sobre a massa ou
sobre o volume.

5.4.3.2.3 Determinagao de residuo seco em
extratos secos

Pesar, em placa de Petri medindo, aproximadamente, 50
mm em didmetro e 30 mm de altura, 0,50 g de extrato seco
finamente pulverizado. Dessecar em estufa a 100 - 105 °C
por 3 horas. Deixar esfriar em dessecador, sobre pentéxido
de fosforo e pesar. Calcular o residuo seco em porcentagem
sobre a massa.

5.5 METODOS BIOLOGICOS,
ENSAIOS BIOLOGICOS E
MICROBIOLOGICOS

5.5.1 METODOS BIOLOGICOS

5.5.1.1 DETERMINACAO DA HEPARINA
NOS FATORES DA COAGULACAO

A heparina ¢ determinada sob a forma de um complexo
a antitrombina III (AT) via inibi¢do da atividade do Fator
Xa da coagulagdo. Na mistura reativa ¢ mantido um
excesso de AT para garantir uma concentragdo constante
do complexo heparina-AT. O Fator Xa ¢ neutralizado pelo
complexo heparina-AT e o Fator Xa residual hidrolisa um
substrato cromogénico peptidico especifico libertando um
cromoforo. A quantidade do cromoéforo ¢ inversamente
proporcional a atividade da heparina.

Substrato cromogénico para o Fator Xa:. substrato
cromogénico especifico do Fator Xa tal como: o cloridrato
de N-a-benzoil-L-isoleucil-L-glutamil-glicil-L-arginina-4-
nitro-anilida. Reconstitua de acordo com as instru¢des do
fabricante.

Tampao de dilui¢do: solu¢do de trometamina a 0,605%
(p/v). Se necessario, ajuste para pH 8,4 com acido
cloridrico.

Solugdo problema: diluir a amostra com o Tampdo de
dilui¢cdo de modo a obter uma solugdo que supostamente
contenha 0,1 UI de heparina por mililitro.

Solugdo de referéncia: diluir a preparagdo de referéncia
da heparina com o Tampdo de dilui¢do de modo a obter
uma solugdo que contenha 0,1 UI de heparina por mililitro.
As condi¢des descritas sdo aplicaveis as placas de
microtitulagdo. Se o ensaio ¢ realizado em tubos, ajustar
os volumes de modo a manter as propor¢des na mistura.
Pouco tempo antes do ensaio, colocar todas as solugdes
a 37 °C em banho-maria. Distribuir numa série de pogos,
20 pL de plasma humano normal e 20 pL de antitrombina
IIT SR. Juntar aos pogos uma série de volumes (20 pL, 60
pL, 100 pL e 140 puL) da Solugdo problema ou da Solugdo
de referéncia e completar o volume de cada pogo com 200
pL utilizando o Tampdo de dilui¢do (0,02 - 0,08 UI de
heparina por mililitro na mistura reativa final).

METODO DO PONTO DE EQUIVALENCIA

Transferir 40 pul de cada pogo para uma segunda série
de pocos, juntar 20 pL da solugdo do Fator Xa bovino
e incubar a 37 °C durante 30 segundos. Juntar 40 pL de
solugdo do Substrato cromogénico para o Fator Xa a 1
mmol/L e incubar a 37 °C, durante 3 minutos. Parar a
reacdo diminuindo o pH com um reagente apropriado, tal
como uma solucdo de acido acético glacial a 20% (v/v) e
medir a absorvancia a 405 nm (5.2.14). O tempo de reagdo
¢ geralmente da ordem de 3 minutos a 15 minutos, mas sdo
toleradas certas variagdes se elas permitirem melhorar a
linearidade da curva dose/resposta.

METODO CINETICO

Transferir 40 pL de cada poco para uma segunda série de
pogos, juntar 20 pL da solug@o do Fator Xa bovino e incubar
a 37 °C durante 30 segundos. Juntar 40 pL da solugdo
do Substrato cromogénico para o Fator Xa a 2 mmol/L,
incubar a 37 °C e determinar a velocidade de clivagem
do substrato procedendo a leitura continua da variagdo
de absorvancia a 405 nm (5.2.14) possibilitando, assim,
calcular a velocidade inicial de clivagem do substrato. Essa
velocidade deve ser proporcional a concentragdo residual
do Fator Xa. Verificar a validade do ensaio e calcular a
atividade da heparina da amostra pelos procedimentos
estatisticos aplicaveis aos ensaios bioldgicos (8).

5.5.1.2 DETERMINACAO DO FATOR DE
VON WILLEBRAND HUMANO

ApoténciadoFatorde Von Willebrandhumano € determinada
pela comparacdo, em condigdes obrigatoriamente
dadas, da sua atividade em colageno ou como cofator de
ristocetina com a mesma atividade, e calibrada utilizando-
se um padrdo de referéncia internacional, em unidades
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internacionais, quando aplicavel. A Unidade Internacional
¢ a atividade de um montante declarado do padrdo de
referéncia internacional para o Fator de Von Willebrand
existente no concentrado de Fator VIII da coagulagdo do
sangue humano. A equivaléncia em unidades internacionais
do padrdo de referéncia internacional ¢ indicada pela
Organizac¢do Mundial de Satude (OMYS).

DOSEAMENTO DA LIGACAO AO COLAGENO

A ligagdo ao colageno ¢ determinada por técnica de
imunoensaio enzimatico em placas de micro titulagdo,
revestidas por colageno. O método baseia-se na ligagdo
especifica do Fator de Von Willebrand as fibras de colageno
e da subsequente ligagdo de um anticorpo policlonal anti-
Fator de Von Willebrand conjugado a uma enzima. Apods
a adicdo de um substrato cromogénico ha a formagdo
de um produto quantificavel espectrofotometricamente.
Em condigdes apropriadas, ha uma relacdo linear entre
0 colageno, Fator de Von Willebrand ¢ a absorvancia
indicada.

MATERIAIS

Colageno: usar fibrilas de coldgeno de eqiiino nativo, ou
humanas, tipo I ou III. Para facilitar o manuseio, podem ser
usadas as solucdes de colageno.

Diluente de colageno: dissolver 50 g de glicose em agua.
Ajustar o pH em 2,7 a 2,9 com acido cloridrico M e diluir
em agua a 1000 mL.

Tampado de cloreto-fosfato: dissolver 8§ g de cloreto de
sodio, 1,05 g de fosfato de sodio dibasico, diidratado,
0,2 g de fosfato de sddio monobasico diidratado e 0,2 g
de cloreto de potassio em agua. Ajustar o pH em 7,2 com
hidroxido de sodio M ou acido cloridrico M. Diluir a 1000
mL com agua.

Solugdo de lavagem tamponada: solugido de polissorbato
20 a 0,1% (p/v) em Tampdo de cloreto-fosfato.

Reagente de neutralizagdo: preparar o Tampdo de cloreto-
fosfato contendo polissorbato 20 a 0,1% (p/v) e albumina
bovina a 1% (p/v).

Tampdo para dilui¢do: preparar o Tampdo de cloreto-
fosfato contendo polissorbato 20 a 0,1% (p/v) e albumina
bovina a 5% (p/v).

Conjugagdo: soro de coelho do anti-Fator de Von Willebrand
humano conjugado a peroxidase do rabano silvestre, um
marcador histoquimico. Seguir as recomendagdes do
fabricante.

Soluc¢do de substrato: dissolver, imediatamente antes de seu
uso, um comprimido de cloridrato de o-fenilenodiamina e
um comprimido de peréxido de carbamida em 20 mL de
agua, ou usar um volume adequado de agua oxigenada.
Proteger da luz.

Placas de microtitulagdo: devem possuir fundo plano,
placas de poliestireno com propriedades de superficie
otimizadas para ensaio imunoenzimatico e proteina de alta
capacidade de ligagao.

PROCEDIMENTO

Solugdo teste: reconstituir a preparagdo a ser analisada
como indicado no rétulo. Diluir com Tampdo para dilui¢do
de modo a preparar uma solug¢do contendo cerca de 1 Ul/
mL de Fator de Von Willebrand. Preparar duas séries
independentes com pelo menos trés diluigdes mediante o
uso do Tumpdo para dilui¢do.

Solugoes de referéncia: reconstituir a preparacdo de
referéncia como indicado. Diluir com Tampdo para
dilui¢do de modo a preparar uma solucao contendo cerca de
1 UI/mL de Fator de Von Willebrand. Preparar duas séries
independentes com pelo menos trés diluigdes mediante o
uso do Tampdo para diluigdo.

Possibilitar que a solu¢do de colageno atinja a temperatura
ambiente. Diluir com Diluente de colageno de modo a obter
uma solugdo contendo 30 a 75 mg/mL de colageno. Misturar,
brandamente, para produzir uma suspensdo uniforme das
fibras do colageno e em seguida pipetar 0,1 mL e transferir
para cada poco da microplaca. Cobrir a placa com filme
plastico e incubar a 37 °C de um dia para o outro. Esvaziar
os pogos da placa revestida com o colageno por inversao e
drenagem em uma toalha de papel. Adicionar 0,25 mL de
Solugdo de lavagem tamponada. Esvaziar os pogos da placa
por inversdo ¢ drenar em uma toalha de papel, repetindo essa
operacao trés vezes. Adicionar, a cada pogo, 0,25 mL de
Reagente de neutralizagdo, cobrir a placa com filme plastico
e incubar a 37 °C por 1 hora. Os pocos da placa devem ser
esvaziados por inversdo e drenagem em toalha de papel.
Adicionar 0,25 mL de Solugdo de lavagem tamponada.
Esvaziar os pogos da placa por inversdo ¢ drenar em uma
toalha de papel. Repetir essa operagdo trés vezes.

Adicionar 0,1 mL de cada uma das Solugdes teste ou
referéncia aos pog¢os. Adicionar 0,1 mL de Tampdo para
dilui¢do auma série de pocos de modo a obter-se o controle
negativo. Cobrir a placa com filme plastico e incubé-la a 37
°C por 2 horas. Os pocos da placa devem ser esvaziados
por inversdo e drenagem em toalha de papel. Adicionar
0,25 mL de Solucao de lavagem tamponada. Esvaziar os
pogos da placa por inversdo e drenagem em uma toalha de
papel, repetindo esta operacao por trés vezes.

Preparar uma dilui¢do adequada de Conjugacdo com
Tampdo de cloreto-fosfato contendo albumina bovina a
0,5% (p/v) e adicionar 0,1 mL a cada pogo. Cobrir a placa
com filme plastico e incubar a 37 °C por 2 horas. Esvaziar
os pogos da placa por inversdo ¢ drenagem em uma toalha
de papel. Adicionar 0,25 mL de Solugcdo de lavagem
tamponada. Esvaziar os pogos da placa por inversdo e
drenar em uma toalha de papel. Repetir esta operacdo trés
vezes.

Adicionar 0,1 mL de Solucdo de substrato a cada um
dos pocos e incubar a temperatura ambiente por 20
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minutos no escuro. Adicionar 0,1 mL de 4cido cloridrico
M a cada um dos pogos. Medir a absorvancia a 492 nm
(5.2.14). Utilizar os valores de absorvancia para estimar a
poténcia da preparagdo a ser analisada mediante o emprego
dos procedimentos estatisticos aplicaveis aos ensaios
biologicos (8).

O ensaio ¢ valido se as absorvancias medidas para os
controles negativos forem maiores do que 0,05.

5.5.1.3 DETERMINACAO DO FATOR II DA
COAGULACAO SANGUINEA HUMANA

A determinagdo do Fator II da coagulacdo humana é
realizada apoés ativagdo especifica em Fator Ila. O Fator
ITa ¢é calculado comparando a sua atividade em um
substrato cromogénico peptidico especifico com a mesma
atividade do padrdo internacional ou de uma preparagdo
padrdao calibrada em Unidades Internacionais (UI). A
Unidade Internacional do Fator II corresponde a atividade
de uma dada quantidade do padrio internacional, que ¢
constituido por um concentrado liofilizado do Fator II da
coagulacdo sanguinea. A correspondéncia entre a Unidade
Internacional ¢ o Padrdo Internacional é estabelecida pela
Organizag¢do Mundial de Saude.

O método da determinag@o cromogénica inclui duas etapas
sucessivas: ativacdo do Fator Il por agdo do veneno de cobra
e a clivagem enzimdtica de um substrato cromogénico
pelo Fator Ila que liberta um cromoéforo quantificavel
por espectrofotometria. Em condigdes de doseamento
apropriados, existe uma relacdo linear entre a atividade do
Fator Ila e a clivagem do substrato cromogénico.

REAGENTES

Ativador especifico do Fator Il proveniente do veneno
da vibora (Ecarina): proteina obtida a partir do veneno
da vibora Echis carinatus, ativa especificamente o Fator
II. Reconstituir a preparagdo seguindo as instrugdes do
fabricante. Uma vez reconstituida, conservar a 4 °C e
utilizar no espago de 1 més.

Substrato cromogénico para o Fator Ila: substrato
cromogénico especifico do Fator Ila como: cloridrato de
H-D-fenilalanil-L-pipecolil-L-arginina-4-nitroanilida,
4-toluenosulfonil-glicil-prolil-Larginina-4-nitroanilida,
H-D- ciclohexilglicil-a-aminobutiril-L-arginina-4-
nitroanilida, D-ciclohexilglicil-L-alanilarginina-4-
nitroanilida-diacetato. Reconstituir seguindo as instrugdes
do fabricante.

Tampdo de dilui¢cdo: solugdo contendo 0,606% (p/v)
de trometamina, cloreto de sédio a 1,753% (p/v), acido
edético a 0,279% (p/v) e albumina bovina ou de albumina
humana a 0,1% (p/v). Ajustar, se necessario, o pH para 8,4
com acido cloridrico.

PROCEDIMENTO

Solugdo teste: diluir a amostra no Tampdo de dilui¢do de
modo a obter uma solugdo contendo 0,015 UI de Fator
IT por mililitro. Preparar, pelo menos, mais trés diluicdes
dessa solug¢do em Tampdo de diluicdo.

Solugdo padrdo: diluir o padrao no Tampdo de diluigdo de
modo a obter uma solugdo contendo 0,015 UI de Fator II
por mililitro. Preparar, pelo menos, mais trés dilui¢oes dessa
solu¢do no Tampdo de dilui¢do. Colocar todas as solugdes
em banho-maria a 37 °C, pouco tempo antes do ensaio. As
condi¢des descritas aplicam-se as placas de microtitulagao.
Se a determinag@o ¢ realizada em tubos, ajustar os volumes
de modo a manter as proporg¢des na mistura. Introduzir
25 pL das diferentes diluigdes da Solugdo amostra e
da Solugdo padrdo, numa série de pogos da placa de
microtitulagdo mantida a 37 °C. Juntar em cada pogo 125
uL do Tampdo de diluigcdo e 25 nL de Ativador especifico
do Fator Il proveniente do veneno da vibora e incubar
durante exatamente 2 minutos. Juntar em cada pogo 25 pL
de Substrato cromogénico para o Fator Ila.

Proceder a leitura da velocidade de variacdo da absorvancia
em 405 nm (5.2.14) e continuar durante trés minutos de
modo obter a velocidade média de variagdo da absorvancia.
Se ndo for possivel uma leitura continua, determinar
a absorvancia em 405 nm em intervalos consecutivos
apropriados, por exemplo, de 40 em 40 segundos. Construir
o grafico linear dos valores de absor¢do em fungdo do
tempo e calcular a velocidade média de variacdo da
absorvancia. A partir dos valores individuais encontrados
para cada diluicdo do padrdo e da amostra, calcular a
atividade da amostra ¢ verificar a validade do doseamento
pelos métodos estatisticos habituais (8).

5.5.1.4 DETERMINACAO DO FATOR
IX DA COAGULACAO SANGUINEA
HUMANA

Determina-se a atividade da amostra, comparando a
quantidade da amostra necessaria para reduzir o tempo
de coagulagdo de uma mistura de prova que contém
as substancias, além do Fator IX, necessarias para a
coagulacdo do sangue; com a quantidade de uma preparagéo
de referéncia, avaliada em unidades internacionais,
necessarias para obter o mesmo efeito.

A Unidade Internacional corresponde a atividade de
uma determinada quantidade do Padrdo Internacional
constituido por um concentrado liofilizado do Fator IX
da coagulacdo sanguinea. A equivaléncia em unidades
internacionais do padrdo internacional ¢ estabelecida pela
Organizacdo Mundial de Satde.

Reconstituir, respectivamente, a amostra e a preparacao de
referéncia de acordo com as indicagdes do rotulo e utilize
imediatamente. Quando aplicavel, determinar a quantidade
de heparina presente e neutralize-a juntando sulfato de
protamina (10 pg de sulfato de protamina neutralizam
1,0 UI de heparina). Dilua a amostra e a preparagdo de
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referéncia com tampao de imidazol de pH 7,3 de modo a
obter solugdes com 0,5 a 2,0 UI por mililitro. Com uma
mistura de citrato de sodio a 3,8% (p/v) e tampdo de
imidazol de pH 7,3 (1:5), preparar uma série de dilui¢des
compreendendo 1/10, 1/20, 1/40 e 1/80. Essas dilui¢des
deverdo ser preparadas com precisdo e sdo utilizadas
imediatamente.

Utilizar, por exemplo, tubos de incubacdo mantidos em
banho-maria a 37 °C. Introduzir em cada tubo 0,1 mL de
substrato de plasma e 0,1 mL de cada uma das diluicdes
da preparagdo de referéncia e da amostra. Juntar em cada
tubo 0,1 mL de uma dilui¢do apropriada de cefalina SR ou
substituto de plaquetas e 0,1 mL de uma suspensao de 0,5 g
de caolim leve em 100 mL de cloreto de sodio a 0,9% (p/v)
e deixar em repouso durante cerca de 10 min, inclinando os
tubos regularmente. Juntar a cada tubo 0,1 mL de solugdo
de cloreto de célcio a 0,74% (p/v). Com o auxilio de um
cronometro, determine o tempo de coagulacdo, isso ¢, o
intervalo de tempo entre o0 momento da adigdo do cloreto
de célcio e a primeira indica¢do da formacdo de fibrina
que se observa visualmente ou com aparelhos apropriados.
Calcular a atividade utilizando o procedimento estatistico
aplicéveis aos ensaios biologicos (8).

Para assegurar que ndo existe contaminagdo apreciavel
do substrato de plasma pelo Fator IX, realizar um ensaio
em branco utilizando, em vez da amostra, um volume
correspondente de uma mistura de citrato de sodio a 3,8%
(p/v) e tampao de imidazol de pH 7,3 (1:5). O ensaio s6 ¢
vélido se o tempo de coagulagdo determinado no ensaio
em branco estiver compreendido entre 100 e 200 segundos.

5.5.1.5 DETERMINACAO DO FATOR
VII DA COAGULACAO SANGUINEA
HUMANA

A determinacdo do Fator VII da coagulagdo ¢ realizada
pela determinagdo da sua atividade biolégica como um
cofator na ativagdo do Fator X pelo Fator VIIa/Fator
Tecidular em presenga de ions de célcio e de fosfolipidios.
A atividade de uma preparagao do Fator VII ¢ calculada por
comparagdo das quantidades respectivas dessa preparagao
e do padrdo internacional ou de uma preparacdo de
referéncia determinada em unidades internacionais que
sd0 necessarias para obter uma velocidade de formagao
do Fator Xa num meio de reagdo contendo as diferentes
substancias que intervém na ativagao do Fator X.

A Unidade Internacional da atividade do Fator VII
corresponde a atividade de uma dada quantidade do
padrdo internacional que ¢ atualmente constituido por um
plasma liofilizado. A correspondéncia entre a Unidade
Internacional e o Padrdo Internacional ¢ estabelecida pela
Organizag¢do Mundial de Saude.

O método da determinacdo cromogénica comporta duas
etapas sucessivas: a ativagdo do Fator X, sob a agdo
do Fator VIla, numa mistura reativa contendo o Fator
Tecidular/fosfolipideo e o ion calcio e a lise enzimadtica
de um substrato cromogénico pelo Fator Xa que liberta
um cromoéforo quantificdvel por espectrofotometria. Em

condi¢des apropriadas de doseamento, existe uma relagdo
linear entre a velocidade de formagdo do Fator Xa e a
concentragdo do Fator VII. O esquema seguinte resume o
principio da determinag@o:

Etapa 1
Fator Tecidular + Ca*
a) Fator VII » Fator Vlla
Fator VIla + Ca**
+ Fator Tecidular/fosfolipideo
b) Fator X » Fator Xa
Etapa 2
Fator Xa

a) Substrato cromogénico —— Peptideo + cromoéforo

As duas etapas utilizam reagentes disponiveis no mercado,
originario de diversos fornecedores. Embora a composi¢ado
desses reagentes possa variar, ligeiramente, as suas
caracteristicas essenciais sdo descritas nas especificacdes
que se seguem.

REAGENTES

A mistura reativa de fatores da coagulagdo contém,
especialmente, proteinas purificadas de origem humana,
ou bovina, especificamente o Fator X, a tromboplastina e
Fator Tecidular/fosfolipideo e um ativador do Fator VII.
Essas proteinas sdo, parcialmente, purificadas e ndo contém
impurezas capazes de interferir na ativacdo do Fator VII ou
do Fator X. O Fator X est4 presente em quantidade tal que
a sua concentragao final, fora da etapa de ativagdo, seja
de 10 - 350 nmol/L, de preferéncia de 14 - 70 nmol/L.
A tromboplastina utilizada pode ser de origem natural
(cérebro de boi ou coelho) ou sintética. A tromboplastina
utilizada para a determinag@o do tempo de Quick ¢ diluida
de 5 a 50 vezes numa solucdo tampdo de maneira que a
concentragdo final de Ca®" seja de 15-25 nmol/L. A etapa
final de formacdo do Fator Xa é conduzida numa solugdo
contendo albumina humana ou albumina bovina a uma
concentragdo em que ndo ocorram perdas na adsorcéo e,
convenientemente, tamponada a pH compreendido entre
7,3 ¢ 8,0. O Fator VII ¢ o tinico Fator que limita a formagéo
do Fator Xa na mistura de incubag@o final e nenhum dos
constituintes reativos da mistura tem o poder de induzir por
si s6 a formagdo do Fator Xa.

A segunda etapa consiste na quantificacdo do Fator Xa
formado na etapa precedente, no meio de um substrato
cromogénico especifico do Fator Xa. Esse substrato ¢
geralmente um peptideo curto derivado de 3 a 5 acidos
aminados ligados a um grupamento cromoéforo. A cisdo
desse grupamento e do substrato peptidico promove
um deslocamento da atividade cromoforica para um
comprimento de onda que possibilita a sua quantificagdo
por espectrofotometria. O substrato ¢ geralmente
dissolvido em &gua e utilizado numa concentracdo final de
0,2 - 2 nmol/L. Pode igualmente compreender os inibidores
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apropriados impedindo o prosseguir da formagao do Fator
Xa (adi¢do de iodeto).

PROCEDIMENTO

Reconstituir, separadamente, o contetido de uma ampola
da preparagao de referéncia e da amostra adicionando uma
quantidade de agua pretendida e uma vez reconstituidas
utilize-as no espago de uma hora. Adicionar as preparagdes
reconstituidas as quantidades de pré-diluente necessarias
para obter solugdes a 0,5 - 2,0 UI do Fator VII por mililitro.

Preparar as dilui¢cdes seguintes da preparacdo de referéncia
e da amostra com uma solugdo tampao isotOnica sem
agente de quelacdo, contendo albumina humana ou bovina
a 1% (p/v), e de preferéncia tamponada para pH 7,3 - 8,0.
Fazer de cada uma das duas preparacdes pelo menos trés
diluicdes separadas independentes, de preferéncia, em
duplicata. As concentragcdes dessas diluicdes em Fator
VII sdo ajustadas de modo que a concentragdo final seja
inferior a 0,005 Ul/mL.

Preparar, igualmente, uma solucdo controle contendo o
conjunto dos constituintes da mistura reativa com excegao
do Fator VII.

Todas as diluigdes sdao preparadas em tubos de plastico e
utilizadas durante a primeira hora.

Etapa 1. A cada uma das dilui¢des, obtidas a partir da
preparagdo de referéncia e da amostra, adicionar um volume
apropriado do reagente de coagulagdo pré-aquecido (ou de
uma mistura dos seus constituintes separados), misturar
e incubar a 37 °C em tubos de pléstico ou pogos de uma
microplaca. A concentragdo dos diferentes constituintes
durante a formacdo do Fator Xa é como a especificada
em reagentes. Deixar desenvolver a reagdo de ativagdo do
Fator X durante um tempo apropriado; o término da reagdo
acontece, de preferéncia, antes que a concentragdo em
Fator Xa tenha atingido o seu nivel maximo, a fim de que a
curva dose-resposta apresente uma linearidade satisfatoria.
O tempo de reagdo ¢ igualmente escolhido de modo que
a condicdo de linearidade da curva de produgdo do Fator
Xa em fungdo do tempo seja satisfatoria. E geralmente
da ordem de 2 a 5 minutos, mas sdo admissiveis certas
variagdes para possibilitarem melhorar a linearidade da
curva dose-resposta.

Etapa 2. Parar a reacdo de ativagdo por adigdo de uma
mistura reativa contendo o substrato cromogénico. A
velocidade de lise do substrato, que é proporcional a
concentragdo do Fator Xa ¢ determinada com o auxilio de
um espectrofotdmetro pela variagdo da absorvancia num
comprimento de onda apropriado. Pode determinar-se a
absorvancia, continuamente, o que possibilita calcular a
velocidade inicial de lise do substrato, quer interrompendo
a reagdo de hidrdlise ao fim de um tempo apropriado,
baixando o pH com um reagente apropriado tal como o
acido acético a 50% (p/v) ou uma solugdo de citrato de soédio
M em pH 3,0. Ajustar o tempo de hidrélise de modo que
a condi¢do de linearidade de formagdo do cromo6foro em
fungdo do tempo seja satisfatoria. Esse tempo é geralmente
da ordem dos 3 a 15 minutos, mas sdo toleradas certas

variagdes se possibilitarem melhorar a linearidade da curva
dose-resposta. Verifique a validade da titulagdo e calcule a
atividade da preparagdo da amostra pelos procedimentos
estatisticos aplicaveis aos ensaios bioldgicos (8).

5.5.1.6 DETERMINACAO DO FATOR X DA
COAGULACAO SANGUINEA HUMANA

A determinagdo do Fator X da coagulacdo sanguinea
humana ¢é realizada apds ativagdo especifica em Fator
Xa, que ¢ calculada por comparagdo da sua atividade em
clivar um substrato cromogénico peptidico especifico
com a mesma atividade do Padrio Internacional ou
de uma preparagdo de referéncia aferida em Unidades
Internacionais.

A Unidade Internacional do Fator X corresponde a
atividade de uma dada quantidade do Padrdo Internacional
que ¢ constituido por um concentrado liofilizado do Fator
X da coagulagdo sanguinea humana.

A correspondéncia entre a Unidade Internacional e o
Padrao Internacional ¢ estabelecida pela Organizacdo
Mundial de Saude.

O método da determinagdo cromogénica inclui duas etapas:
ativagdo do Fator X sob ag@o do veneno de cobra, seguida
de clivagem enzimatica de um substrato cromogénico
pelo Fator Xa que liberta um cromoforo quantificavel
por espectrofotometria. Em condi¢des de doseamento
apropriados, existe uma relagdo linear entre a atividade do
Fator Xa e a clivagem do substrato.

REAGENTES

Ativador especifico do Fator X proveniente do veneno
da vibora de Russel (VVR): proteina obtida a partir do
veneno da vibora de Russel (Vipera russelli) que ativa,
especificamente, o Fator X. Reconstituir a preparagdo
seguindo as instrug¢des do fabricante. Uma vez reconstituida,
conservar a 4 °C e utilizar no espago de 1 més.

Substrato cromogénico para o Fator Xa: substrato
cromogénico especifico do Fator Xa tal como: cloridrato
de  N-o-benziloxicarbonil-D-arginil-L-glicil-L-arginina-
4-nitroanilida, cloridrato de Nbenzoil-L-isoleucil-L-
glutamil-glicil-L-arginina-4-nitroanilida, metanosulfonil-
D-leucil-glicil-L-arginina-4-nitroanilida, ~ acetato  de
metoxicarbonil-D-ciclo-hexilalanil-glicil-L-arginina-
4-nitroanilida. Reconstituir seguindo as instrugdes do
fabricante.

Tampdo de dilui¢do: solugdo contendo trometamina a
0,37% (p/v), cloreto de sodio a 1,8% (p/v), imidazol a
0,21% (p/v), brometo de hexadimetrina a 0,002% (p/v) e
albumina bovina, ou de albumina humana a 0,1% (p/v). Se
necessario, ajustar para pH 8,4 com acido cloridrico.

PROCEDIMENTO

Solugdo teste: diluir a amostra no Tampdo de dilui¢dao de
modo a obter uma solu¢do contendo 0,18 UI do Fator X




212

Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢do

por mililitro. Preparar, pelo menos, mais trés diluigdes
dessa solug@o no Tumpdo de dilui¢do.

Solugdo padrdo: diluir a preparag@o padrao no Tampdo de
dilui¢do de modo a obter uma solugdo contendo 0,18 UI
do Fator X por mililitro. Preparar, pelo menos, mais trés
dilui¢des dessa solugdo no Tampdo de diluicdo.

Pouco tempo antes do ensaio, colocar todas as solugdes em
banho-maria a 37 °C.

As condi¢des descritas aplicam-se as placas de
microtitulagdo. Se a determinagdo é realizada em tubos,
ajustar os volumes de modo a manter a propor¢do nas
misturas.

Transferir 12,5 pL das diferentes dilui¢des da Solugdo teste
ou da Solu¢do padrdo parauma série de pogos de uma placa
de microtitulagdo mantida a 37 °C. Adicionar em cada poco
25 puL de VVR. Incubar durante exatamente 90 segundos.
Adicionar a cada poco, 150 pL Substrato cromogénico
para o Fator Xa, diluido seis vezes no Tampdo de diluicdo.
Proceder a leitura da variacdo de absorvancia em 405 nm
(5.2.14) e continuar durante trés minutos de modo a obter
a velocidade média de variagdo da absorvancia. Se nao for
possivel uma leitura continua, determinar a absorvancia
em 405 nm com intervalos consecutivos apropriados, por
exemplo, de 40 em 40 segundos. Construir o grafico linear
dos valores de absorvancia em func¢do do tempo e calcular
a velocidade média de variagdo da absorvancia. A partir
dos valores individuais encontrados para cada dilui¢do
do padrao e da amostra, calcular a atividade da amostra e
verificar a validade da aferi¢cdo pelos métodos estatisticos
habituais (8).

5.5.1.7 DETERMINACAO DO FATOR
VIII DA COAGULACAO SANGUINEA
HUMANA, LIOFILIZADO

E realizado pela determinacdo da atividade biologica
do Fator VIII como um cofator na ativagdo do Fator X
pelo Fator IX ativado (IXa) em presenga de ions calcio
e de fosfolipidios. A atividade de uma preparagdo do
Fator VIII ¢ calculada por comparagdo das quantidades
respectivas dessa preparacdo e do Padrdo Internacional;
ou de uma preparacdo de referencia aferida em unidades
internacionais que sdo necessarias para se obter uma
determinada velocidade de formagdo do Fator Xa num
meio de reacdo contendo as diferentes substancias que
participam na ativacdo do Fator X.

A Unidade Internacional da atividade do Fator VIII
corresponde a atividade de uma determinada quantidade
do Padrdo Internacional que consiste em um concentrado
liofilizado do Fator VIII da coagulagdo sanguinea humana.
A equivaléncia do Padrdo Internacional com Unidades
Internacionais ¢ estabelecida pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS). O concentrado de Fator VIII da coagulacdo
sanguinea humana ¢ aferido em unidades internacionais
em relagdo ao Padrdo Internacional. O método de aferigdo
colorimétrica consiste em duas etapas sucessivas: a ativagao
do Fator X sob a agdo do Fator VIII numa mistura reativa de

fatores de coagulagao compostos de substancias purificadas
e a clivagem enzimatica de um substrato cromogénico
pelo Fator Xa que libera um cromoéforo quantificavel por
espectrofotometria. Em condi¢des apropriadas de aferigdo
ha uma relagdo linear entre a velocidade de formagdo do
Fator Xa ¢ a concentracdo do Fator VIII. No esquema
seguinte resume-se o principio da aferi¢do:

Etapa 1
Fator VIII ativado
Fator X » Fator Xa
Fator IXa, fosfolipidio, Ca?*
Etapa 2

Fator Xa
substrato cromogénico — . peptideo + cromoforo

As duas etapas utilizam reagentes que podem ser
obtidos comercialmente. Embora a composi¢do desses
reagentes possa estar sujeita a alguma variacdo, suas
caracteristicas essenciais sdo descritas nas presentes
especificacdes. Podem ser permitidos desvios em relacdo a
tais especificacdes desde que seja demonstrado, mediante
0 uso do Padro Internacional, que os resultados obtidos
nao diferem significativamente. As embalagens comerciais
sdo utilizadas de acordo com as instru¢des do fabricante;
¢ importante assegurar que a embalagem escolhida ¢
adequada.

Os conjuntos usados devem ser devidamente validados,
podendo ser utilizado nesse caso, a verificagdo do tempo
de geragdo do Fator Xa, a fim de determinar o tempo
necessario para alcangar 50% de formag¢dao maxima de
Fator Xa.

REAGENTES

A mistura reativa de fatores da coagulacdo corresponde
as proteinas purificadas, de origem humana, ou bovina,
especificadamente, o Fator X, o Fator IXa e um ativador
do Fator VIII, geralmente a trombina. Essas proteinas sdo
parcialmente purificadas, preferencialmente, no minimo
a 50% e ndo contém impurezas capazes de interferir na
ativacdo do Fator VIII, ou Fator X. A trombina pode estar
presente sob a forma do seu precursor, a protrombina, desde
que sua ativagdo na mistura reativa seja suficientemente
rapida para possibilitar uma ativacdo completa e quase
instantanea do Fator VIII no ensaio. A mistura reativa deve
conter fosfolipidios que podem ser de origem natural (por
exemplo: cérebro, medula espinhal bovina e extrato de
soja) ou obtida artificialmente, sendo constituida, por cerca
de 15 a 31% de fosfatidilserina. A concentragdo final em
fosfolipidios durante a etapa de formagdo do Fator Xa ¢
de, aproximadamente, 10 a 35 umol/L. A mistura reativa
contém, também, ions calcio em quantidade tal que a sua
concentragdo final seja de 5 a 15 mmol/L. A etapa final
de formagdo do Fator Xa é conduzida numa solugdo que
deve conter, no minimo, 1 mg/mL de albumina humana,
ou bovina, convenientemente tamponada (pH 7,3 a 8§,0).
Os diferentes constituintes do meio reativo sdo geralmente
reunidos em duas preparagdes separadas, que ndo deverdo
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induzir por si s6 a formagdo de Fator Xa. Depois da
reconstituicdo essas duas preparagdes podem ser reunidas
com a condi¢do de que ndo se formem quantidades de
Fator Xa na auséncia do Fator VIII. O Fator VIII ¢ o unico
fator que limita a formagdo do Fator Xa na mistura de
incubagdo final. A segunda etapa consiste na quantificagdo
do Fator Xa formado na etapa anterior no meio de um
substrato cromogénico especifico do Fator Xa. Esse
substrato ¢ geralmente um peptideo curto derivado de 3
a 5 aminoacidos ligados a um agrupamento cromo6foro. A
cisdo desse grupamento e do substrato peptidico promove
um deslocamento da atividade cromoforica para um
comprimento de onda que possibilita a sua quantificagdo
por espectrofotometria. O substrato, geralmente dissolvido
em agua e utilizado numa concentragdo final de 0,2 a
2 mmol/L, deve conter os inibidores apropriados ao
impedimento da formag&o adicional do Fator Xa e suprimir
toda a atividade trombinica, o que possibilita melhorar a
seletividade do doseamento em presenga do Fator Xa.

PROCEDIMENTO

Deve ser reconstituido todo conteido de uma ampola
da preparagdo de referencia e da amostra adicionando
a quantidade de agua; usar imediatamente. Adicionar
quantidades de pré-diluentes necessarios para obter
solugdes entre 0,5 a 2,0 UI/mL. O pré-diluente ¢ constituido
por plasma proveniente de um doador portador grave da
hemofilia A, ou de um reagente preparado artificialmente,
dando resultados equivalentes aos obtidos com plasma
hemofilico ¢ com as mesmas preparagdes padrdo e
amostra. As solu¢des pré-diluidas devem apresentar boa
estabilidade para alem do tempo necessario a determinagéo
(pelo menos 30 minutos) a 20 °C, e devem ser utilizadas
dentro de 15 minutos. Realizar as diluigdes seguintes da
preparagdo padrdo e da amostra por meio de uma solugio
tampdo isotonica sem agente de quelagdo, ¢ contendo 1%
de albumina humana ou bovina; a solugdo pode conter,
por exemplo, trometamina ou imidazol e ¢ de preferéncia
tamponada (pH 7,3 a 8,0). Preparar, no minimo, trés
dilui¢des adicionais independentes, de preferéncia em
duplicata. As solugdes devem ser preparadas de modo
que a concentragdo final em Fator VIII, fora da etapa de
formagdo do Fator Xa, seja inferior a 0,03 Ul/mL e de
preferéncia a 0,01 UI/mL. Preparar um padrao contendo o
conjunto dos constituintes da mistura reativa, com exce¢io
do Fator VIII. Preparar as dilui¢des em tubos plasticos e
usar imediatamente.

Etapa 1. A cadauma das dilui¢des pré-aquecidas, obtidas a
partir da preparagdo padrio e da amostra, juntar um volume
apropriado do reagente de coagulagdo pré-aquecido (ou de
uma mistura dos seus constituintes separados), misturar
e incubar a 37 °C em tubos plésticos ou pogo de uma
micro-placa. Deixar correr a reacdo de ativagdo do Fator
X durante tempo apropriado; o fim da reagdo acontece de
preferéncia antes que a concentragdo em Fator X tenha
atingido o seu nivel Maximo, a fim de que a curva dose
resposta apresente uma linearidade satisfatoria. O tempo
de reagdo ¢ igualmente escolhido de modo que a condigdo
de linearidade da curva de produgdo do Fator Xa em fungao
do tempo seja satisfatoria. E geralmente da ordem de 2 a

5 minutos n3o sendo admissiveis certas variagdes que
possibilitem melhorar a linearidade da curva dose resposta.

Etapa 2. Interromper a reag¢do de ativagdo por adi¢do de
uma mistura reativa contendo o substrato cromogénico.
A velocidade de clivagem do substrato, que ¢
proporcional a concentragdo do Fator Xa, ¢ determinada
num espectrofotometro, pela variagdo da absorvancia
num comprimento de onda apropriado. Determinar a
absorvancia, continuadamente, de modo a possibilitar o
calculo da velocidade inicial de clivagem do substrato, quer
interrompendo a reag@o de hidrolise ao fim de um tempo
apropriado baixando o pH, com um reagente apropriado
tal como o acido acético (50% v/v de C,H,0,) ou tampdo
citrato M pH 3,0. Ajustar o tempo de hidrolise de modo que
a condicdo de linearidade da forma¢ao do cromdforo em
funcdo do tempo seja satisfatoria. Esse tempo é geralmente
da ordem dos 3 a 15 minutos, sendo toleradas certas
variagdes, desde que possibilitam o melhoramento da
linearidade da curva dose resposta. Verificar a validade do
ensaio e calcular a atividade da amostra por procedimentos
estatisticos aplicados aos ensaios biologicos (8).

5.5.1.8 DETERMINACAO DE FATORES
DA COAGULACAO ATIVADOS

Se a amostra contiver heparina, determine a quantidade
existente e neutralize-a juntando sulfato de protamina (10
pg de sulfato de protamina neutralizam 1 Ul de heparina).
Com o tampdo tris-cloreto de sodio pH 7,5, prepare
diluigdes a 1/10 e 1/100. Coloque uma série de tubos de
poliestireno em banho-maria a 37 °C. Introduza em cada
tubo 0,1 mL de plasma pobre em plaquetas ¢ 0,1 mL de uma
diluigdo apropriada de cefalina SR ou de uma preparagéo
fosfolipidica que atue como substituto de plaquetas. Deixe
em repouso durante 60 segundos e junte a cada tubo 0,1
mL de uma das dilui¢3es e para o tubo de ensaio em branco
0,1 mL da solugdo tampao.

Junte, imediatamente, a cada tubo 0,1 mL de uma solugao
de cloreto de calcio a 0,37% (p/v), previamente aquecida a
37 °C, e determine o intervalo de tempo entre a adi¢cao da
solucdo de cloreto de calcio e a formagao do coagulo, essa
determinacdo ¢ realizada nos 30 minutos que se seguem
a primeira diluicdo. O ensaio s6 ¢ valido se o tempo de
coagulacdo do ensaio em branco for de 200 a 350 segundos.

5.5.1.9 DETERMINACAO DE TiTULO DE
HEMAGLUTININAS ANTI-A E ANTI-B
(METODO INDIRETO)

Preparar uma dilui¢do seriada em duplicata da preparagdo
a ser examinada em solug¢do de cloreto de sodio a 0,9%
(p/v). Para cada dilui¢do de uma série, adicionar volume
igual a 5% (v/v) da suspensdo de hemacias do grupo Al.
As hemacias devem ser previamente lavadas trés vezes em
solucdo de cloreto de sodio. Para cada dilui¢do da outra
série adicionar volume igual de 5% (v/v) da suspensdo de
hemacias do grupo B. As hemacias devem ser previamente
lavadas trés vezes em solucdo de cloreto de sodio a
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0,9% (p/v). Incubar as séries de diluigdo a 37 °C por 30
minutos e entdo lavar trés vezes com cloreto de sodio a
0,9% (p/v). Deixar as hemacias em contato com o reagente
antiglobulina humano polivalente por 30 minutos. Sem
centrifugar, examinar cada suspensdo para aglutinagcdo em
microscopio.

5.5.1.10 TECNICAS DE AMPLIFICACAO
DE ACIDOS NUCLEICOS

INTRODUCAO

As técnicas de amplificacdo de acidos nucleicos foram
estabelecidas com base em dois principios diferentes:

a) amplificagdo de uma sequéncia alvo de acidos nucleicos
utilizando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a
reagdo em cadeia da ligase (LCR), ou a amplificagdo
isotérmica de uma sequéncia de acido ribonucleico (RNA);

b) amplificacdo de um sinal de hibridizacdo para o acido
desoxirribonucleico (DNA) mediante o emprego do
método do DNA ramificado (bDNA), a exemplo. Nesse
caso, a amplificacdo do sinal se realiza sem submeter o
acido nucleico a ciclos repetitivos de amplificagdo.

Em linhas gerais, o método PCR ¢ descrito como a técnica
de referéncia. Podem ser utilizados métodos alternativos,
desde que satisfacam os requisitos da qualidade e sejam
devidamente validados.

CAMPO DE APLICACAO

Estabelecer os requisitos de preparagdo da amostra,
da amplificagdo de sequéncias do DNA e da detecgdo
especifica do produto da reagdo PCR. A PCR possibilita
deteccdo e amplificacdo de sequéncias definidas de
DNA ¢ de RNA (apds sua transcrigdo reversa em DNA
complementar - cDNA).

PRINCIPIO DO METODO

A PCR ¢ o fundamento de um método que possibilita a
amplificagdo especifica in vitro de segmentos de DNA ou
RNA. Apds a desnaturagdo da cadeia dupla de DNA em
cadeias simples de DNA, dois oligonucleotideos sintéticos
iniciadores, de polaridade oposta, se hibridizam com
suas respectivas sequéncias complementares, no DNA a
ser amplificado. Nesse caso, a atividade dos iniciadores
possibilita que seja completada a cadeia simples do DNA,
dando lugar a sequéncias curtas, biquaternarias que rodeiam
o fragmento do DNA a ser amplificado; servindo assim
como ponto de partida da sintese do DNA. Salientando-se
que tal processo ¢ realizado mediante a acdo de uma DNA
polimerase termoestavel.

A amplificagdo do DNA ocorre em ciclos que consistem em:

- desnaturagdo do acido nucleico pelo calor (sequéncia
alvo a ser amplificada) em duas cadeias monoquaternarias;

- hibridizagdo especifica dos iniciadores com a sequéncia a
ser amplificada, sob condigdes adequadas de reagao;

- alongamento, mediante a agdo da DNA polimerase, dos
iniciadores ligados a cada uma das duas cadeias simples,
a uma temperatura adequada (favoravel ao processo de
sintese de DNA).

Os ciclos repetidos de desnaturagdo pelo calor, a
hibridizagdo dos iniciadores e a sintese de DNA dao lugar
a uma amplificacdo exponencial do fragmento de DNA
entdo delimitado pelos iniciadores.

O produto especifico da reacdo de PCR, conhecido como
amplicon, pode ser detectado por meio de uma variedade
de métodos de especificidade e sensibilidade apropriadas.

O ensaio de PCR Multiplex usa varios pares de iniciadores,
destinados a amplificacdo simultanea para diferentes alvos
de uma reagéo.

MATERIAL PARA O ENSAIO

Devido a grande sensibilidade da PCR, as amostras
devem ser protegidas da incidéncia de luz e de qualquer
contaminagdo externa. A amostragem, conservagio
e transporte do material a ser ensaiado devem ser
desenvolvidos em condigdes que possibilitam reduzir
ao minimo os riscos de degradacdo da sequéncia a ser
amplificada. No caso das sequéncias de RNA marcado,
devem ser tomadas precaugdes especiais ja que o RNA
¢ muito sensivel a degradagdo por ribonucleases, como
também, a alguns aditivos (anticoagulantes e conservantes)
que podem interferir nos ensaios.

PROCEDIMENTO

Prevengdo dos contaminantes

O risco de contaminagdo requer a existéncia de areas
restritas, segundo a natureza dos materiais e tecnologia
utilizados. Os pontos a serem considerados incluem:
a movimentagdo de pessoal, o fluxo de trabalho, a
movimenta¢do de materiais, sistemas de ventilagdo e os
procedimentos de descontaminagéo.

Convém realizar uma subdivisdo do sistema em areas,
como:

- area de preparagdo primaria (local onde se manipulam
exclusivamente os materiais ndo contidos na matriz, por
exemplo, os iniciadores ¢ tampdes);

- area pré-PCR (onde sdo manipulados os reativos, as
amostras e os controles);

- area de amplificagdo (onde o material amplificado ¢
manipulado em sistema fechado);

- area de deteccdo p6s-PCR (Unica area em que os produtos
da amplifica¢@o sdo manipulados em sistema aberto).

Preparo das amostras

A preparagdo das amostras consiste na extragdo ou na
liberagdo da sequéncia alvo a ser amplificada a partir
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do material a examinar. O método utilizado para tal fim
deve ser eficaz, ter reprodutibilidade e compatibilidade
com a realiza¢do da amplificag@o nas condigdes de reagdo
selecionadas. Pode ser utilizada uma variedade de métodos
fisico-quimicos para extragdo e/ou de enriquecimento.

Possiveis aditivos no material em analise podem interferir
no método PCR. Devem ser utilizados os procedimentos
descritos no item de Controle Interno, com objetivo de
verificar a auséncia de fatores de inibi¢ao no material a ser
examinado.

Quanto aos modelos de RNA, devem ser tomadas
precaucdes para que haja auséncia de atividade do tipo
ribonuclease.

Amplificagdo

A amplificagdo de uma sequéncia alvo pela técnica de
PCR requer, no minimo, um par de iniciadores, os quatro
tipos de desoxinucleotideos trifosfato (ANTPs), ions de
magnésio (MgCl)), e uma DNA polimerase termoestavel
para sintese do DNA.

A amplifica¢do da sequéncia alvo por PCR ¢ conduzida
sob condigdes ciclicas definidas: perfil de temperatura
para desnaturagdo da dupla-hélice de DNA; anelamento
e extensdo dos iniciadores e tempos de incubagdo em
temperaturas selecionadas dentro de uma faixa de variacao.

Devem ser considerados os seguintes pardmetros:

- 0 comprimento e a composi¢do base do iniciador e da
sequéncia alvo;

- o tipo de DNA polimerase, a composi¢do do tampao ¢ o
volume de reacdo usado na amplificagio;

- o tipo de termociclador usado e a taxa de condutividade
térmica entre o equipamento, o tubo de reagdo e o meio de
reagao.

A amplificacdo ocorre em ciclos que consistem em:

- desnaturagdo da sequéncia alvo do 4cido nucléico por
aquecimento das duas hélices simples; reagdo ¢ aquecida
entre 92 - 96 °C;

- anelamento especifico dos iniciadores a sequéncia alvo
que serd sintetizada, sob condi¢des adequadas de reagdo.
A temperatura normalmente ¢ de 55 °C, dependendo da
homologia dos iniciadores pela sequéncia alvo a ser
amplificada, da composi¢do dos iniciadores e da quantidade
de bases citosina e guanina;

- extensdo dos iniciadores que estdo ligados as hélices
simples, por meio da agdo da DNA

polimerase termoestavel, a uma temperatura adequada a
sintese de DNA. Normalmente a 72 °C;

- apods o término do ciclo tem-se o resfriamento a 4 °C e
conservagao.
Detecgdo

A sequéncia amplificada gerada pode ser identificada: pelo
seu tamanho, pela sua sequéncia, por modificagdao quimica

ou pela combinagdo desses pardmetros. A detecgdo e
caracterizagdo por meio do tamanho pode ser realizada por
eletroforese em gel (utilizando placas de gel de agarose,
ou de gel de poliacrilamida, ou por eletroforese capilar),
ou ainda por cromatografia de coluna (por exemplo, HPLC
— High performance liquid chromatography)). A detecgao
e caracterizacdo mediante a composi¢do da sequéncia
pode ser realizada por hibridizagdo especifica com sondas
complementares da sequéncia alvo ou por fragmentagao
do material amplificado mediante uma enzima de restrigao
nos sitios especificos da sequéncia a ser amplificada. A
caracterizagdo por meio da modificagdo quimica pode ser
realizada por incorporag@o de um fluoréforo nas sequéncias
marcadas e posterior excitagdo e detecgdo da fluoresceina.
Podem ser, também, utilizadas sondas marcadas que
possibilitam uma detecgdo posterior radioisotopica ou
imunoenzimatica.

AVALIACAO E INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

O resultado de um ensaio s6 ¢ valido se o(s) controle(s)
positivo(s) é(sd0), inequivocamente positivo e o controle(s)
negativo(s) é(sdo), inequivocamente negativo(s). Devido a
alta sensibilidade do método PCR e aos riscos inerentes
de contaminagdo, ¢ necessario confirmar os resultados
positivos realizando o ensaio em duplicata ou, quando
ha possibilidade, com uma nova aliquota da amostra. A
amostra se considera positiva se a0 menos um dos ensaios
repetidos apresentar resultado positivo.

GARANTIA DA QUALIDADE

Validagdo do sistema de ensaio da PCR

O programa de validagdo deve incluir os equipamentos
e o método PCR utilizado. Como referéncias devem ser
utilizadas as recomendac¢des do ICH (The International
Conference on Harmonisation of Technical Requirements
for Registration of Pharmaceuticals for Human Use: Q2B,
Validagdo do Método Analitico), ou referéncia alternativa
equivalente.

E indispensavel efetuar essa validagdo mediante padrdes
bioldgicos de referéncia oficiais, adequadamente calibrados
por meio de Padrdes Internacionais para as sequéncias alvo
utilizadas no ensaio.

A validagdo deve incluir a determinagdo do limiar de
resposta positiva, ou seja, o nimero minimo de sequéncias
marcadas por unidade de volume que se podem detectar em
pelo menos 95% dos ensaios. Esse valor depende de varios
fatores inter-relacionados, como: o volume da amostra
submetida a extracdo e da eficacia do método de extragio;
da transcri¢do do RNA marcado em DNA complementar;
do procedimento de amplificagdo e do sistema de detecg@o.
Para definir o limite de deteccdo do sistema utilizado,
convém considerar o limiar de resposta positiva para
cada sequéncia a ser amplificada e as caracteristicas de
funcionamento do ensaio com os respectivos limites
maximos e minimos da resposta positiva.
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Controle de qualidade dos reagentes

Todos os reagentes cruciais usados na metodologia posta
em pratica devem ser objeto de controle antes de seu
uso em rotina. A aceitagdo/rejeicdo deve ser baseada em
critérios de qualidade pré-definidos.

Os iniciadores constituem um dos componentes essenciais
do método PCR exigindo assim, atengdo particular quanto
a sua concepgao; pureza e validagdo de seu uso no ensaio.
Cada novo lote de iniciadores deve ser controlado quanto
a especificidade; eficacia da amplificagdo e auséncia de
impurezas inibidoras. Os iniciadores podem ser modificados
(por exemplo, por conjugacdo com um fluoréforo, ou um
antigeno) de forma a possibilitar a utilizagcdo de um método
especifico de detecgdo da sequéncia alvo a ser amplificada;
desde que aquelas modificagdes ndo inibam a precisdo e a
eficacia da amplificagdo da sequéncia alvo.

Controles do ensaio

Controles externos

Para detectar eventuais contaminagdes ¢ assegurar a
sensibilidade adequada, convém incluir em todos os
ensaios de PCR os seguintes controles externos:

- um controle positivo com um nimero definido de copias
da sequéncia alvo, sendo esse numero determinado,
especificamente, para cada sistema de ensaio e expresso
como um multiplo do limiar de resposta positiva do sistema
em questao;

- um controle negativo constituido por uma amostra de
matriz que demonstrou estar isenta de sequéncias alvo.

Controle interno

O controle interno ¢ formado por sequéncias nucleotidicas
definidas contendo os locais de ligacdo do iniciador. O
controle interno deve ser amplificado com eficacia definida
e os produtos devem ser claramente discerniveis. Esse
controle interno deve pertencer ao mesmo tipo de acido
nucleico (DNA/RNA) da amostra. O controle interno
¢ preferencialmente adicionado a amostra antes do
isolamento do 4cido nucleico e, portanto, age como um
controle global (extragdo, transcri¢do reversa, amplificagcdo
e detecgdo).

Avaliagao externa da qualidade

Para cada laboratorio e cada operador, a participagdo em
programas externos da avaliagdo de qualidade constitui um
aspecto importante da garantia de qualidade em matéria de
PCR.

A secdo seguinte (5.5.1.10.1) é dada a titulo de informag@o.

5.5.1.10.1 Recomendagdes para a validagdo das técnicas
de amplificacdo dos acidos nucleicos para a detecg¢do do
RNA do virus da hepatite ¢ (HCV) nas misturas de plasma.

INTRODUCAO
Este capitulo ¢ fornecido a titulo de informagao.

A maioria das técnicas de amplificagdo de 4cidos nucleicos
corresponde a ensaios analiticos quantitativos destinados
a detectar sua presenga. Ha alguns ensaios quantitativos
comercializados ou desenvolvidos internamente pelos
proprios laboratdrios. Para detectar a contaminagao de RNA
do HCV nas misturas de plasma, sdo adequados os ensaios
qualitativos, podendo, inclusive, serem considerados
como ensaios limite para controle de impurezas. Nessas
recomendagdes estio descritos os métodos de validagdo das
técnicas de amplificacdo dos acidos nucleicos aplicaveis
apenas aos ensaios qualitativos destinados a detectar o
RNA do VHC nas misturas de plasma. Por conseguinte,
os dois parametros de validagdo considerados os mais
importantes sdo a especificidade e o limite de detec¢do. A
robustez é, também, avaliada. Contudo, esse documento
pode, também, ser utilizado como base de valida¢ao geral
das técnicas de amplificag@o.

Nesse documento esta definida a técnica analitica como o
conjunto de operagdes realizadas apds extracdo do acido
nucleico, seguido de detecg¢do dos produtos amplificados.
Salientando-se que em casos de uso de conjuntos
comerciais, como parte do procedimento analitico
completo, as considera¢des de validacdo documentadas
ja realizadas pelo fabricante podem substituir a validagado
pelo operador. Entretanto, o desempenho do conjunto
comercializado com respeito ao uso ao qual se destina tem
de ser demonstrado pelo usuario (ex: limite de detecg@o,
robustez e contaminacdo cruzada).

ESPECIFICIDADE

A especificidade € a capacidade para avaliar,
inequivocamente, o acido nucleico em presenca de
componentes de presenga nio esperada.

A especificidade dos procedimentos analiticos de
amplificacdo do acido nucleico é dependente da escolha
dos iniciadores, da escolha da sonda (para analise do
produto final) e o rigor das condi¢des de teste (para ambas
as etapas de amplificagdo e detecg@o).

Na concepgdo dos iniciadores ¢ das sondas, um dos
aspectos a ser considerado é a sua especificidade na
detecgcdo do RNA do HCV; para esse fato ¢ conveniente
comparar as sequéncias alvo com as sequéncias publicadas
em bancos de dados. Para o HCV, os iniciadores e sondas
sdo, normalmente, escolhidos a partir das areas da regido
5" ndo codificante (5'NCR) do genoma do HCV, composta
por 341 nucleotideos, que sdo as mais conservadas entre os
diferentes isolados do HCV.

O produto amplificado deve ser identificado,
inequivocamente, pelo uso de métodos como: amplificagdo
com iniciadores entrelagados, analise de enzimas de
restricdo, seqiienciamento, ou hibridizagdo com sonda
especifica.

Para validagdo da especificidade da técnica analitica, é
conveniente testar, no minimo, 100 misturas de plasma
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negativo para o RNA do HCV, e todos os resultados obtidos
serem negativos. A Organizagdo Mundial de Satide (OMS)
dispde de amostras apropriadas de plasmas ndo reativos.

A capacidade da técnica na detec¢do de todos os genotipos
do HCV dependera da escolha dos iniciadores, das sondas
e dos parimetros operacionais. E conveniente que essa
capacidade seja demonstrada por meio do uso de uma
colecdo de preparagdes de referéncia caracterizadas.

Tem sido sugerido que o padrio de distribuicdo dos
gendtipos do HCV no Brasil ¢ semelhante ao encontrado
em muitos paises europeus, com a prevaléncia dos tipos
1 e 3. Observa-se um comportamento epidemioldgico
tipico de uma propagacdo exponencial nos ultimos anos,
provavelmente em decorréncia de transfusdes sanguineas.
Nesse contexto, os gen6tipos 1 e 3 devem ser detectados
em niveis apropriados.

LIMITE DE DETECCAO

O limite de detec¢do de uma técnica individual é a menor
quantidade de acido nucleico que pode ser detectada, mas,
ndo, necessariamente, quantificada, com um valor exato na
amostra.

O processo de amplificacdo utilizado para a detecg¢do do
RNA do HCV nas misturas de plasmas fornece, geralmente,
resultados qualitativos. O niimero de resultados possiveis
limita-se a duas respostas: positivo ou negativo. Embora
sejarecomendada a determinagao do limite de detec¢do, por
razdes praticas, ¢ determinado o limiar da resposta positiva
para as técnicas de amplificacdo do acido nucleico. O limiar
da resposta positiva € o nimero minimo de sequéncias alvo
por unidade de volume que pode ser detectado em 95% dos
ensaios. Esse limiar da resposta positiva ¢ influenciado pela
distribuicdo dos genomas virais nas amostras individuais
ensaiadas e por fatores tais como a eficacia da enzima, que
podem levar a diferengas de 95% nos limiares da resposta
positiva obtidos nas andlises individuais.

Para determinar o limiar de resposta positiva, ¢
indispensavel executar a técnica em dias diferentes com
uma série de diluicdes de um reagente de trabalho ou
do virus da Hepatite C (padrao bioldgico de referéncia),
calibrado por comparagdo com o Padrdo Internacional do
HCV 96/790 OMS, a fim de avaliar entre os varios ensaios.
Sao testadas, no minimo, trés séries de dilui¢des separadas
com um numero suficiente de replicagdes de cada diluigdo
de modo a obter um numero total de 24 resultados por
diluicdo e possibilitar, assim, a andlise estatistica dos
resultados.

Por exemplo, num laboratério testa-se trés séries de
dilui¢des com oito replicagdes para cada dilui¢do em dias
diferentes; quatro séries de dilui¢do com seis replicacdes
para cada diluicdo em dias diferentes, ou seis séries de
dilui¢des com quatro replicagdes para cada diluigdo em
dias diferentes.

Para que o niimero de diluigdes utilizadas se mantenha
igual, ¢ indispensavel efetuar um ensaio preliminar (como,
por exemplo, dilui¢des logaritmicas na amostra da mistura

de plasma para obter um valor preliminar do limiar de
resposta positiva, ou seja, a maior diluigdo em que ocorre
um sinal positivo).

A distribuigdo das diluigdes pode entdo ser realizada com
base nesse valor preliminar pré-calculado (utilizando, por
exemplo, um fator de dilui¢do de 0,5 log), ou inferior a
uma mistura de plasma negativo como matriz de dilui¢éo.
O teor em RNA do HCV que pode ser detectado ¢ de 95%
nos ensaios ¢ pode ser calculado utilizando um método
estatistico apropriado.

Esses resultados, também, servem para demonstrar a
variacdo interna do ensaio e a variagdo nos varios dias do
método analitico.

ROBUSTEZ

A robustez de um método analitico ¢ a medida da sua
capacidade de permanecer inalteravel quando sujeito a
pequenas, mas deliberadas, variagdes nos pardmetros
operacionais ¢ fornece uma indica¢do da viabilidade da
técnica nas condi¢des normais de utilizagdo. A avaliagdo da
robustez ¢ um dos aspectos a ser considerado durante a fase
de desenvolvimento. Possibilita estabelecer a viabilidade
da técnica face as variagdes deliberadas nos pardmetros
operacionais. Nas técnicas de amplificagdo dos acidos
nucleicos, pequenas variagdes nos parametros operacionais
podem ter uma importancia especial. Contudo, a robustez
desaa pode ser demonstrada durante o desenvolvimento
do método, quando sdo ensaiadas pequenas variagdes
na concentragdo de reagentes (por exemplo: MgCl,
iniciadores, ou dNTPs). Para demonstrar a robustez
durante a validagdo, devem examinar-se, no minimo, vinte
misturas de plasma (escolhidos ao acaso) negativas para
RNA do HCV as quais ¢ adicionada uma concentrag@o,
tipica final, que corresponde ao limiar da resposta positiva,
previamente, determinada. Todos os resultados obtidos sdo
positivos.

Podem surgir problemas com a robustez no caso de métodos
em que se usam, em sua fase inicial, a ultracentrifugagio
previamente a extracdo do RNA viral. Por conseguinte para
testar a robustez desses métodos. Sdo ensaiadas, no minimo,
vinte misturas de plasma contendo concentragdes variadas
de RNA do HCV, mas isentas de anticorpos especificos do
HCV. Todos os resultados obtidos sdo positivos.

E conveniente demonstrar a auséncia de contaminagdo
cruzada pela deteccdo exata de um conjunto de, pelo
menos vinte amostras, alternando amostras de misturas
de plasma negativas e de misturas de plasma negativos as
quais foi adicionada uma alta concentragdo do HCV (no
minimo, 10? vezes 95% do limiar de resposta positiva, ou,
no minimo, 10* Ul/mL.

GARANTIA DA QUALIDADE

Os métodos de ensaios bioldgicos tais como a técnica
de amplificagdo dos acidos nucleicos, podem apresentar
problemas especificos que interferem na validagdo e
interpretacdo dos resultados.
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Os procedimentos devem ser descritos precisamente na
forma de procedimentos operacionais padrdo (POPs), que
devem abranger:

- modo de amostragem (tipo de recipientes, etc.);
- preparagdo das minimisturas (se for o caso);
- condigdes de conservagdo antes da analise;

- descrigdo exata das condig¢des operacionais (incluindo
precaugdes que devem ser tomadas, a fim de evitar
contaminagdo cruzada ou destrui¢do do RNA viral) assim
como dos reagentes e preparagdes de referéncia utilizadas;

- formulas detalhadas do calculo dos resultados, incluindo
a avaliag@o estatistica.

O uso de um controle apropriado (por exemplo, uma
dilui¢do apropriada do virus da hepatite C, padrdo biologico
de referéncia; ou de plasma ao qual foi adicionada uma
amostra do HCV calibrada por comparagdo com o
Padréo Internacional do HCV 96/790 da OMS) pode ser
considerado um meio estavel satisfatorio de controle do
sistema e de assegurar ¢ manter a viabilidade da técnica em
cada utilizagao.

Qualificacdo técnica. Para cada elemento critico do
equipamento utilizado ¢ criada uma instalagdo apropriada
e um programa de qualificacdo operacional. Depois de
qualquer modificagdo de um equipamento critico (por
exemplo, os termocicladores) ¢ indispensdvel reconfirmar
a aceitabilidade da técnica procedendo em paralelo o
exame de oito amostras de uma mistura de plasma ao qual
se adicionou uma concentracao tripla de RNA do HCV
daquela que corresponde ao limiar de resposta positiva
previamente determinada; todos os resultados obtidos sdo
positivos.

Qualificagdo dos operadores. E desenvolvido um programa
apropriado de qualificacdo para o conjunto de operadores
envolvidos no ensaio. Para esse efeito, é conveniente que
cada operador examine pelo menos oito amostras de uma
mistura de plasma a qual foi adicionada uma concentragdo
tripla de RNA do HCV que corresponde ao limiar de
resposta positiva, previamente, determinada. Esse ensaio
(oito amostras) € repetido duas vezes em dias diferentes
num total de vinte e quatro analises realizadas em trés dias
diferentes. Todos os resultados obtidos sdo positivos.

5.5.1.11 DETERMINACAO DO TiTULO
DO ATIVADOR DA PRE-CALICREINA

O ativador da pré-calicreina (APC) transforma a pré-
calicreina em calicreina e pode ser titulado por apresentar
a capacidade de cindir um cromoéforo de um substrato
peptidico sintético, determinando-se a velocidade da
reacdo por espectrofotometria. A concentragdo em APC ¢
calculada por comparacdo com a preparacdo padrdo cuja
atividade é expressa em unidades internacionais. A Unidade
Internacional corresponde a atividade de uma determinada
quantidade de Padrio Internacional constituido por
ativador da pré-calicreina liofilizada. A correspondéncia

entre a Unidade Internacional e o Padrao Internacional é
estabelecida pela Organizagdo Mundial de Saude.

REAGENTES

Tampdo A

Trometamina 6,055 g
Cloreto de sodio 1,L17¢g
Brometo de hexadimetrina 50 mg
Azida Sodica 0,100 g

Dissolver os reagentes em agua, ajustar o pH para 8,0 com
acido cloridrico 2 M e completar a 1000 mL com agua.

Tampdo B
Trometamina 6,055 ¢
Cloreto de sodio 8,77¢g

Dissolver os reagentes em agua, ajustar o pH para 8,0 com
acido cloridrico 2 M e completar a 1000 mL com agua.

PREPARACAO DO SUBSTRATO DE PRE-

CALICREINA.

O sangue ou o plasma usado na preparagdo da pré-
calicreina deve ser colhido e manipulado apenas em
materiais de plastico ou de vidro siliconado de modo a
evitar a ativacdo da pré-calicreina resultante da coagulag@o.
Misturar 9 volumes de sangue humano com 1 volume de
solu¢do anticoagulante (ACD, CPD ou uma solugdo de
citrato de sodio a 38 g/L) adicionada de 1 mg por mililitro
de brometo de hexadimetrina. Centrifugar a 3600 g durante
5 minutos. Separar o plasma e centrifugar a 6000 g durante
20 minutos para separar as plaquetas. Separar o plasma
pobre em plaquetas e proceder a didlise contra 10 volumes
de Tampdo A durante 20 horas. Apoés a didlise, depositar o
plasma numa coluna de cromatografia contendo duas vezes
o seu volume de agarose-DEAE para cromatografia de troca
i0nica previamente equilibrada com Tampdo A. Proceder
a eluicdo com Tampdo A (débito de 20 mL/cm?hora).
Recolher o eluato por fragdes e registrar a absorvancia em
280 nm (5.2.14). Reunir as fragdes que contém o primeiro
pico de proteinas de modo a obter um volume de cerca de,
1,2 vezes o do plasma pobre em plaquetas.

Para verificar que o substrato ndao apresenta calicreina
ativa, misturar 1 volume com 20 volumes de solugdo de
substrato cromogénico que sera utilizado no doseamento,
previamente aquecido a 37 °C, e manter a mistura a 37 °C
durante 2 minutos. O substrato ¢ apropriado se a absorvancia
ndo aumentar mais de 0,001 por minuto. Adicionar a solu¢éo
de substrato 7 g por litro de cloreto de sodio e filtrar por
membrana (0,45 um). Congelar o filtrado apds particiona-lo
em aliquotas e conservar a-25 °C; pode-se, também, liofilizar
o filtrado antes da conservagdo. Realizar as operagdes
compreendidas entre a cromatografia e a congelagdo das
aliquotas no mesmo dia.
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TITULACAO

De preferéncia, a titulagdo ¢ realizada num analisador
enzimatico automatico, a 37 °C. Ajustar os volumes, a
concentragdo dos substratos e os tempos de incubacdo de
modo a que a velocidade da reagao seja linear pelo menos até
35 UI por mililitro. Se necessario, pode-se diluir os padrdes,
as amostras e o substrato de pré-calicreina com Tampdo B.

Incubar os padrdes ou as amostras diluidas com o substrato
de pré-calicreina durante 10 minutos; o volume do padrdo
ou da amostra antes da diluigdo nao excede 1/10 do volume
total da mistura a ser incubada para evitar erros resultantes
das diferencas de for¢a idnica ou de pH. Incubar a mistura
ou uma parte da mistura com um volume igual ou superior
de uma solu¢do de um substrato cromogénico sintético,
reconhecidamente especifico, para a calicreina (por exemplo,
acetato de N-benzoil-L-prolil- L-fenilalanil- L-arginina
4-nitroanilida ou dicloridrato de D-propil- L-fenilalanil-
L-arginina 4-nitroanilida ) e dissolvido em Tampdo B.
Registrar a variagdo da absorvancia por minuto (AA/min)
durante 2 a 10 minutos no comprimento de onda apropriado
para o substrato utilizado. Para cada mistura do padrdo ou da
amostra, preparar um branco substituindo o substrato de pré-
calicreina por Taumpdo B. Corrigir a variagdo da absorvancia
por minuto subtraindo o valor obtido com o branco
correspondente. Tragar uma curva de calibracgdo a partir dos
valores da variagao da absorvancia por minuto, obtidos com
o padrio e as respectivas concentragdes ¢ determinar o teor
em APC da amostra.

5.5.1.12 DETERMINACAO DA
ANTITROMBINA III HUMANA

O teor de antitrombina III da amostra ¢ determinado
comparando-se a sua capacidade de inativacdo da trombina
em presenca de um excesso de heparina com a capacidade
de uma preparagao padrdo de concentrado de antitrombina
IIT humana de concentracdo em unidades internacionais.
Quantidades variaveis da amostra sdo adicionadas a uma
trombina e a atividade trombinica residual ¢ determinada
com um substrato cromogénico apropriado.

A Unidade Internacional corresponde a atividade de
uma quantidade determinada do Padrdo Internacional de
concentrado de antitrombina III humana. A equivaléncia
da Unidade Internacional com o Padrdo Internacional ¢
indicada pela Organizagdo Mundial de Saude.

PROCEDIMENTO

Para a amostra e para o padrdo preparar com tampao de
tris-EDTA ASB de pH 8,4 contendo 15 UI de heparina
por mililitro, duas séries independentes de trés ou quatro
diluigdes compreendidas entre 1/75 e 1/200 a partir de 1 U/
mL. Aquecer a 37 °C durante 1 a 2 minutos 200 pL de cada
diluigdo. Adicionar a cada dilui¢do 200 uL de uma solugdo
de trombina bovina contendo 2 UI/mL em tampéo de tris-
EDTA ASB de pH 8,4. Misturar e manter a 37 °C durante,
exatamente, 1 minuto. Adicionar 500 ulL de um substrato

cromogénico apropriado (por exemplo, D-fenilalanil-L-
pipecolil-L-arginina-4-nitroanilida; dissolver esse substrato
em agua para obter uma solug@o contendo 4 mmol/L e diluir
com tampao de tris-EDTA ASB de pH 8,4 sem albumina
até uma concentracao apropriada para o ensaio de titulagio).
Determinar, imediatamente, a absorvancia em 405 nm
(5.2.14) por pelo menos 30 segundos. Calcular a variaggo
da absorvancia (AA/min). Pode-se utilizar igualmente uma
titulagdo de ponto final parando a reagdo com acido acético
¢ determinando a absorvincia em 405 nm. A variagdo
da absorvancia (AA/min) ¢ inversamente proporcional a
atividade da antitrombina III humana. Verificar a validade do
ensaio e calcular a atividade da amostra pelos procedimentos
estatisticos aplicaveis aos ensaios biologicos (8).

5.5.1.13 DETERMINACAO DA
ATIVIDADE ANTICOMPLEMENTAR DA
IMUNOGLOBULINA

A determinagdo da atividade anticomplementar (AAC) da
imunoglobulina é realizada por incubagio de uma amostra de
imunoglobulina (10 mg) com uma determinada quantidade
de complemento de cobaia (20 CH, ). Segue-se a titulagdo
do complemento restante: a atividade anticomplementar
¢ expressa pela propor¢do do complemento consumido,
tomando o complemento padrao como 100%.

A unidade hemolitica de atividade complementar (CH,,) ¢ a
quantidade de complemento que, nas estipuladas condigdes
de reagdo, provoca a lise de 2,5 x 10® de um ntimero total de
5 x 10® hemacias devidamente sensibilizadas

REAGENTES

Solugdo mae de magnésio e de calcio. Dissolver 1,103 g de
cloreto de célcio e 5,083 g de cloreto de magnésio em agua
e completar 25 mL com o mesmo solvente.

Solugcdo mde de tampdo de barbital. Dissolver 207,5 g de
cloreto de sodio e 25,48 g de barbital sodico em 4000 mL
de agua e ajustar o pH para 7,3 com acido cloridrico M.
Adicionar 12,5 mL de Solugdo mae de magnésio e de calcio
e completar 5000 mL com 4gua. Filtrar por membrana (0,22
um) e conservar a 4 °C em recipiente de vidro.

Solugdo de gelatina. Dissolver 12,5 g de gelatina em cerca
de 800 mL de agua e aquecer a ebulicdo em banho-maria.
Resfriar até 20 °C e completar a 10 litros com agua. Filtrar
por membrana (0,22 pum) e conservar a 4 °C. Utilizar,
unicamente, uma solugdo limpida.

Solugdo citratada. Dissolver 8 g de citrato de sodio, 4,2 g
de cloreto de sodio e 20,5 g de glicose em 750 mL de agua.
Ajustar a pH 6,1 com solugdo de acido citrico a 10% (p/v) e
completar 1000 mL com éagua.

Tampdo de gelatina-barbital. Juntar 4 volumes de Solu¢do
de gelatina a 1 volume de Solug¢do mde de tampdo barbital
e misturar. Se necessario, ajustar o pH para 7,3 com acido
cloridrico M ou hidréxido de sédio M e conservar a 4 °C.
Preparar, diariamente, uma nova solugéo.
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Sangue de carneiro estabilizado. Recolher 1 volume de
sangue de carneiro em 1 volume de Solugdo citratada e
misturar. Conservar o sangue estabilizado a 4 °C durante,
pelo menos, 7 dias e, no maximo, durante 28 dias. O sangue
de carneiro ou os eritrocitos de carneiro estabilizados podem
ser obtidos, comercialmente, em diversos fornecedores.

Hemolisina. Soro anti-hemacia de carneiro, preparada em
coelho. Tais soros podem ser obtidos, comercialmente, em
diversos fornecedores.

Complemento de cobaia. Misturar os soros obtidos a partir
de, pelo menos, 10 cobaias. Separar o soro do sangue
coagulado por centrifugacdo a uma temperatura cerca
de 4 °C. Conservar o soro, em pequenas por¢des, a uma
temperatura inferior a -70 °C.

PROCEDIMENTO

Padronizagdo da solugdo de hemdcias de carneiro a 5%.

Separar as hemacias de carneiro por centrifugagdo de um
volume apropriado de sangue de carneiro estabilizado; lavar
as células, pelo menos trés vezes, com a Tampdo gelatina-
barbital e preparar uma suspensdo a 5% (v/v) no mesmo

tampdo. Determinar a concentragdo celular pelo seguinte
método: adicionar 0,2 mL da suspensdo a 2,8 mL de agua
e centrifuguar o lisado durante 5 minutos a 1000 g. A
concentragdo celular é adequada se a absorvancia (5.2.14)
do sobrenadante, determinada em 541 nm, for de 0,62 +
0,01. Corrigir a concentragdo celular por adi¢ao de Tampdo
de gelatina-barbital, de acordo com a férmula:

:WXA
0,62

\/

em que

A% = volume final,
V, = volume inicial,
A = absorvancia determinada em 541 nm para a suspensao

original.

Uma vez ajustada a concentragdo celular, a suspensdo
contém cerca de 1 x 10° células por mililitro.

Titulagdo de hemolisina

Preparar as diluigoes de hemolisina de acordo com a Tabela
1.

Tabela 1 - Dilui¢ées de hemolisina.

Dilui¢io de hemolisina Tampao de gelatina-barbital Hemolisina
a preparar Volume (mL) Diluicao (1/...) Volume (mL)
7,5 0,65 nao diluido 0,1
10 0,90 nao diluido 0,1
75 1,80 7,5 0,2
100 1,80 10 0,2
150 1,00 75 1,0
200 1,00 100 1,0
300 1,00 150 1,0
400 1,00 200 1,0
600 1,00 300 1,0
800 1,00 400 1,0
1200 1,00 600 1,0
1600 1,00 800 1,0
2400 1,00 1200 1,0
3200(*) 1,00 1600 1,0
4800(*) 1,00 2400 1,0

(*) rejeite 1,0 mL da mistura.
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Juntar 1 mL da suspensdo a 5% de hemécias de carneiro
em cada um dos tubos da série de dilui¢des de hemolisina
a partir da diluigdo a 1/75 e misturar. Incubar os tubos a 37
°C durante 30 minutos. Transferir 0,2 mL de cada mistura
incubada de diluicdo de hemolisina para novos tubos e
adicionar 1,1 mL de Tampdo de gelatina-barbital e 0,2 mL
de uma diluicdo de complemento de cobaia (por exemplo,
1/150). Realizar essas manipulagdes em duplicata.

Preparar trés tubos controle de células ndo hemolisadas
transferindo para cada um deles 1,4 mL de Tampdo
gelatina-barbital ¢ 0,1 mL da suspensdo de hemécias de
carneiro a 5%.

Preparar trés tubos controle de células totalmente
hemolisadas transferindo para cada um deles 1,4 mL de
aguae 0,1 mL da suspensao de eritrocitos de carneiro a 5%.

Incubar todos os tubos a 37 °C durante 60 minutos e
centrifugar a 1000 g durante 5 minutos. Determinar a
absorvancia (5.2.14) dos sobrenadantes em 541 nm e
calcular a porcentagem de hemolise ocorrida em cada tubo,
usando a férmula:

A —A4
o T1x100
Ab - A1
em que
A, = absorvancia dos tubos contendo a diluigdo de

hemolisina,

A, = absorvancia média dos trés tubos com hemdlise total,
A, = absorvancia média dos trés tubos controle sem
hembdlise.

Construir um grafico contendo as porcentagens de
hemolises no eixo das ordenadas e os inversos das dilui¢des
de hemolisina no eixo das abscissas. Determinar a dilui¢ao
otima de hemolisina a partir do grafico, escolhendo uma
diluicdo tal que um aumento da quantidade de hemolisina
ndo produza uma variagdo apreciavel no grau de hemolise.
Essa dilui¢ao se considera como contendo 1 unidade de
hemolise minima (1 UHM) em 1,0 mL. Para a preparagdo
das hemacias de carneiro sensibilizadas, a diluigdo de

hemolisina correspondente a hemolise otima contém 2
UHM por mililitro.

A titulagdo de hemolisina so ¢ valida se a porcentagem de
hemolise total estiver compreendida entre 50 e 70%.

Caso a porcentagem de hemolise total ndo possa ser
determinada a partir da dilui¢do utilizada, repetir a titulagdo
utilizando uma solugdo de complemento mais ou menos
diluida.

Preparacdo otima de hemdcias de carneiro sensibilizada
(sistema hemolitico).

Preparar uma quantidade apropriada de hemolisina
diluida contendo 2 UHM por mililitro € um volume igual
de suspens@o padronizada de eritrocitos de carneiro a
5%. Adicionar a diluicdo de hemolisina a suspensdo
padronizada de células e misturar. Incubar a 37 °C durante
15 minutos, conservar a temperatura de 2 a 8 °C e utilizar
dentro do periodo de 6 horas.

Titulagdo do complemento

Preparar uma dilui¢do apropriada de complemento (por
exemplo, 1:250) utilizando a Tampdo de gelatina-barbital
e realizar a titulacdo, em duplicata, de acordo com as
informagdes registradas na Tabela 2.

A cada tubo, adicionar 0,2 mL de eritrocitos de carneiro
sensibilizados, misturar bem e incubar todos os tubos a
37 °C durante 60 minutos. Resfriar os tubos em dgua com
gelo e centrifugar a 1000 g durante 5 minutos. Determinar
a absorvancia dos sobrenadantes em 541 nm e calcular o
grau de hemolise (Y), usando a formula:

uxloo

em que b 1

A = absorvancia dos tubos 1 a 12,
A, = absorvancia média dos tubos com 100% de hemdlise,
A, = absorvéancia média dos tubos com 0% de hemolise.

Tabela 2 — Dilui¢io do complemento.

Numero do tubo

Volume do complemento diluido
em mililitros (por exemplo, 1:250)

Volume de Tampdo de gelatina-
barbital em mililitros

—
e R B N

12
3 tubos controle com 0% de hemolise
3 tubos controle com 100% de hemolise

0,1 1,2
0,2 1,1
0,3 1,0
0,4 0,9
0,5 0,8
0,6 0,7
0,7 0,6
0,8 0,5
0,9 0,4
1,0 03
1,1 0,2
1,2 0,1

. 1,3

- 1,3 mL de 4gua




222

Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢do

Construir um grafico inscrevendo os valores em abscissas,
e o correspondente volume em mililitros de complemento
diluido em ordenadas.

A partir dos pontos, tracar a reta ideal e determinar a
ordenada da dose hemolitica a 50% do complemento no
ponto onde Y/1-Y) = 1,0. Calcular a atividade em termos
de unidades hemoliticas (CH,/mL) de acordo com a
formula:

&XS
C

a
em que

C, = valor inverso da diluigdo de complemento,

C, = volume em mililitros de complemento diluido que
produz 50% de hemdlise,

5 = Fator de escala para ter em conta o numero de
eritrocitos.

O ensaio s6 é valido se, entre 15 ¢ 85% de hemolise, a
curva obtida for uma reta cuja inclinagéo se situe entre 0,15
e 0,40, de preferéncia, entre 0,18 ¢ 0,30.

Determinagdo de atividade anticomplementar

Diluir o complemento de cobaia titulada com a Tampdo
de gelatina-barbital de modo a obter 100 CH,/mL.
Se necessario, ajustar a amostra para pH 7,0. Para uma
imunoglobulina contendo 50 mg/mL, preparar as misturas
de incubagdo (Tabela 3)

Tabela 3 - Misturas de incubacio.

Amostra Complemento controle
Imunoglobulina (50 mg/mL) 0,2 mL
Tampao de gelatina-barbital 0,6 mL 0,8 mL
Complemento 0,2 mL 0,2 mL

Realizar a determinagdo na amostra e preparar o controle da
AAC negativo e positivo a partir de um padrao internacional
de imunoglobulina humana, de acordo com as instru¢des
fornecidas no rotulo que acompanha a preparagdo padréo.
Se a amostra ndo contiver 50 mg/mL de imunoglobulina,
ajustar os volumes da preparagédo e do Tampdo de gelatina-
barbital; por exemplo, pipetar 0,33 mL de uma preparagéo
que contem 30 mg/mL de imunoglobulina e adicionar 0,47
mL de Tampdo de gelatina-barbital de modo a obter o
mesmo volume total de 0,8 mL. Fechar os tubos e incuba-
los a 37 °C durante 60 minutos. Adicionar 0,2 mL de cada
mistura de incubagdo a 9,8 mL de Tampdo de gelatina-
barbital para diluir o complemento. Em cada tubo, realizar
as titulagdes do complemento tal como descrito acima para
determinar a atividade anticomplementar residual (Tabela
2). Calcular a atividade anticomplementar da amostra, por
referéncia ao controle do complemento considerado como
100%, de acordo com a férmula:

a-b
a

x100

em que

a = atividade complementar média (CH,/mL) dos
controles,
b = atividade complementar (CH,/mL) da amostra.

O ensaio so ¢ valido se:

— as atividades anticomplementar encontradas para o
controle AAC negativo e controle AAC positivo se situarem
dentro dos limites indicados no rétulo que acompanha a
preparacao padrao;

— a atividade complementar do controle do complemento
(@) for de 80 a 120 CH,/mL.

5.5.1.14 DOSEAMENTO DE PROTEINAS
TOTAIS

METODO 1

As proteinas em solugdo absorvem a luz ultravioleta no
comprimento de onda de 280 nm, devido a presenca na
sua estrutura de aminoacidos aromaticos (especialmente
tirosina e triptofano), propriedade que pode ser utilizada
para o doseamento de proteinas. O uso de um tampéo como
liquido de compensagdo pode remediar a interferéncia
produzida no caso de o tampdo utilizado para dissolugao
da proteina possuir absorvancia elevada, o que poderia
comprometer os resultados. Em baixas concentragdes,
a proteina adsorvida sobre a curva pode provocar uma
diminuicio significativa do teor protéico da solugdo. E
possivel prevenir esse fenomeno preparando amostras
de teor elevado ou utilizando um detergente ndo idnico
durante a preparagao.

Solug¢do amostra. Dissolver uma quantidade apropriada da
amostra no tampao escolhido de modo a obter uma solugéo
cuja concentragdo protéica se situe entre 0,2 mg/mL e 2
mg/mL.

Solugdo padrdo. Preparar uma solucdo da substincia de
referéncia apropriada correspondente a proteina a dosar,
no mesmo tampéo que se usa para a solugéio da amostra e
de modo a obter a mesma concentragao.
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Procedimento. Manter a solu¢do da amostra, a solugdo
padrdo e o liquido de compensagdo a mesma temperatura
durante todo o ensaio. Determinar a absorvancia (5.2.14)
da solugdo amostra ¢ da solugdo padrdo em 280 nm em
cubetas de quartzo, utilizando o tampéo especifico como
liquido de compensagao. Para a exatiddo dos resultados, a
resposta ¢ linear no intervalo das concentragdes protéicas
a dosar.

Difusdo da luz. A difusido da luz pela amostra pode afetar
a exatidao do doseamento das proteinas. Se as proteinas
em solucdo formam particulas cujo tamanho ¢ da mesma
ordem de grandeza do comprimento de onda do feixe de
medida (250 - 300 nm), a difusdo do feixe luminoso traduz-
se por um aumento da absorvancia aparente da amostra.
Para calcular a contribuicdo desse efeito de difusdo na
absorvancia lida em 280 nm, determinar a absorvancia da
solucdo da amostra em varios comprimentos de onda (320
nm, 325 nm, 330 nm, 335 nm, 340 nm, 345 nm e 350 nm).
Construir um grafico do logaritimo da absorvancia lida
em funcdo do logaritmo do respectivo comprimento de
onda e determinar, por andlise de regressdo linear, a curva
de calibracdo que melhor se ajuste aos diferentes pontos
inscritos no grafico.

Determinar por extrapolagdo o logaritmo da absorvancia
em 280 nm. A absorvancia devido ao efeito de difusdo
¢ o antilogaritmo desse valor. Corrigir os valores
observados subtraindo-se a absorvancia total em 280 nm
da absorvancia devido ao efeito de difusdo para obter o
valor da absorvancia devido a proteina em solugio. E
possivel realizar uma filtragdo usando um filtro de 0,2
[ que ndo absorva as proteinas, ou uma clarificagdo por
centrifugagdo, a fim de que sejam reduzidos os efeitos da
difusdo da luz em caso de solugéo.

Cdlculos. Utilizar os valores corrigidos para os calculos.
Calcular o teor em proteina da solu¢do da amostra (C),
usando a expressio:

em que

C, = teor em proteina da solugdo padrdo;
A =valor da absorvancia corrigida da solugdo da amostra;
A = valor da absorvancia corrigida da solugdo padréo.

METODO 2

Esse método foi concebido com base na propriedade
que as proteinas possuem de reduzir Acidos
fosfomolibdéniotungsténico ~ contidos  no  reagente
fosfomolibdénio e tungsténio; essa reagdo ¢ cromogénica e
traduz-se pela existéncia de um pico de absor¢do em 750 nm.

O reagente fosfomolibdénio e tungsténio reagem
primeiramente com os residuos da tirosina da proteina. O
desenvolvimento da coloragdo atinge um maximo ao fim
de 20 - 30 minutos de incubagdo a temperatura ambiente;
produz-se em seguida uma descoloragdo progressiva.
Sendo o método sensivel a substancias interferentes, pode
utilizar-se um tratamento que produza a precipitacdo

das proteinas da amostra. A maior parte das substincias
interferentes reduz a intensidade da coloragdo obtida,
mas alguns detergentes aumentam-na, ligeiramente. Uma
forte concentragéo salina pode provocar a formacio de um
precipitado. Dado que a intensidade da coloragdo obtida
pode variar segundo a espécie protéica considerada, a
proteina a dosar e a proteina padrdo sdo as mesmas. Se
for necessario, separar as substincias interferentes da
proteina da amostra, proceder como ¢ indicado a seguir
em substancias interferentes antes de preparar a solugdo
da amostra. E possivel minimizar o efeito das substancias
interferentes por diluicdo, desde que o teor em proteina a
dosar se mantenha suficientemente elevado para possibilitar
uma determinagdo exata.

Utilizar a agua destilada para a preparacdo de todos os
tampodes e reagentes utilizados nesse método.

Solugdo amostra. Dissolver uma quantidade apropriada
da amostra no tampao especificado de modo a obter uma
concentragdo compreendida no intervalo abrangido pela
curva de calibragdo. O pH de uma solugdo preparada com
um tampdo apropriado esta compreendido entre 10,0 e
10,5.

Solu¢des padrdo. Dissolver a substancia de referéncia
correspondente a proteina a dosar no tampao especificado.
Tomar amostras dessa solugdo e completa-las com o mesmo
tampao de modo a obter, pelo menos, cinco solugdes padrdo
de diferentes concentragdes compreendidas entre 5 pg/
mL e 100 pg/mL e uniformemente repartidas no intervalo
escolhido.

Solugdo em branco. Utilizar o mesmo tampao que foi
utilizado para preparar a Solu¢do amostra e as Solugoes
padrdo.

Reagente de sulfato de cobre. Dissolver 100 mg de sulfato
de cobre e 0,2 g de tartarato de s6dio em agua destilada e
completar 50 mL com o mesmo diluente. Dissolver 10 g de
carbonato de sodio anidro em agua destilada e completar
50 mL com o mesmo diluente. Verter, lentamente, a
solug¢do de carbonato de sodio na solugdo de sulfato de
cobre, misturando sempre. Essa solucdo ¢ utilizada nas 24
horas que se seguem a sua preparagao.

Reagente alcalino de cobre. Preparar uma mistura de
1 volume de Reagente de sulfato de cobre, 2 volumes
de laurilsulfato de sdédio a 5% (p/v) com 1 volume de
hidréxido de sodio a 3,2% (p/v). Conservar essa mistura a
temperatura ambiente. A mistura ¢ utilizada nas 2 semanas
que seguem a sua preparagao.

Reagente fosfomolibdénio e tungsténico diluido. Misturar
5 mL de reagente fosfomolibdénio e tungsténico com 55
mL de 4gua destilada. Conservar o reagente a temperatura
ambiente em frasco de vidro ambar.

Procedimento. A 1 mL de cada Solugdo padrdo, da
Solucdo amostra e da Solu¢do em branco adicionar 1
mL do Reagente alcalino de cobre e misturar. Deixar em
repouso durante 10 minutos. Adicionar 0,5 mL do Reagente
fosfomolibdénio e tungsténio diluido, misturar e deixar
em repouso a temperatura ambiente durante 30 minutos.
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Determinar a absorvancia (5.2.14) das solu¢des em 750
nm, utilizando a solug¢@o em branco para ajuste do zero.

Cdlculos. Arelagdo entre a absorvancia e o teor em proteina
ndo ¢ linear; entretanto, se o intervalo de concentracio
abrangido pela curva de calibragdo for suficientemente
estreito, a curva obtida sera sensivelmente linear. Construir
um grafico da absorvancia das solu¢des padrao em funcdo
do teor em proteina dessas solugdes e determinar a curva de
calibrac@o por analise de regressao linear. A partir da curva
de calibragdo e da absorvancia da solugdo da amostra,
determinar o teor em proteina da solugdo amostra.

Substancias interferentes. Nesse método adiciona-se
desoxicolato de sodio e acido tricloroacético a amostra
para precipitar as proteinas e separa-las das substancias
interferentes, antes de dosar. Essa técnica pode igualmente
ser utilizada para concentrar as proteinas contidas numa
solugdo muito diluida. A 1 mL de uma solu¢do da amostra
adicione 0,1 mL de desoxicolato de sodio a 0,15% (p/v).
Agitar com um agitador tipo vortex e deixar em repouso
a temperatura ambiente durante 10 minutos. Adicionar
0,1 mL de acido tricloroacético a 72% (p/v). Agitar com
um agitador tipo vortex e centrifuguar a 3000 g durante
30 minutos. Rejeitar o sobrenadante liquido e eliminar o
liquido residual com uma pipeta. Dissolver o coagulo em 1
mL do Reagente alcalino de cobre.

METODO 3

Esse método foi baseado na propriedade que as proteinas
possuem de deslocar de 470 nm para 595 nm o maximo
de absorcdo do azul acido 90 quando se ligam ao corante.
O corante azul acido 90 apresenta uma afinidade marcada
para os residuos de arginina e de lisina na proteina o que
pode provocar variagdes da resposta ao doseamento de
diferentes proteinas. A proteina utilizada como substancia
de referéncia deve, portanto, ser a mesma que a proteina
a ser dosada. Existem, relativamente, poucas substancias
interferentes, mas ¢é preferivel evitar os detergentes e os
analitos na amostra a dosar. Amostras muito alcalinas
podem provocar interferéncias com o reagente acido.

Utilizar a agua destilada para a preparagdo de todos os
tampoes e reagentes a serem usados nesse método.

Solugdo amostra. Dissolver uma quantidade apropriada
da amostra no tampao indicado de modo a obter uma
concentragdo compreendida no intervalo coberto pela
curva de calibragédo.

Solugoes padrdo. Dissolver a substancia de referéncia
correspondente a proteina a dosar no tampdo indicado.
Tomar amostras dessa solugdo e completar com 0 mesmo
tampdo de modo a obter pelo menos cinco solugdes padrdo
de concentragdes protéicas compreendidas entre 0,1 mg/
mL e 1 mg/mL e uniformemente repartidas no intervalo
escolhido.

Solugdo em branco. Utilizar o mesmo tampdo que foi
utilizado para preparar a solugdo da amostra e as solugdes
padrao.

Reagente azul acido 90. Dissolver 0,10 g de azul acido 90
em 50 mL de etanol. Adicionar 100 mL de acido fosférico,
completar 1000 mL com agua destilada e misturar. Filtrar a
solucdo e conserva-la a temperatura ambiente em frasco de
vidro ambar. Produz-se uma lenta precipitagdo do corante
durante a armazenagem. O precipitado é eliminado por
filtragdo antes de se utilizar o reagente.

Procedimento. A 0,100 mL de cada Solu¢do padrdo, da
Solugcdo amostra e da Solugcdo em branco adicionar 5 mL
do Reagente azul dcido 90. Homogeneizar a mistura por
rotacdo, evitando a formagdo de espuma que pode criar
problemas de reprodutibilidade. Determinar a absorvancia
(5.2.14) das Solugoes padrdo e da Solu¢do amostra em
595 nm, utilizando a Solu¢do em branco para ajuste do
zero. Evita-se o uso de cubetas de quartzo (silica) ja que o
corante se liga a esse material.

Cdlculos. Arelagdo entre a absorvancia e o teor em proteina
ndo ¢ linear. Entretanto, se o intervalo de concentragao
coberto pela curva de calibracdo for suficientemente
estreito, a curva obtida sera sensivelmente linear. Construir
um grafico da absorvancia das Solug¢des padrdo em fungao
do teor em proteina dessas solugdes e determinar a curva
de calibragdo por andlise de regressdo linear. A partir da
curva de calibracdo e da absorvancia da Solu¢do amostra
determinar o teor em proteina da Solugdo amostra.

METODO 4

Esse método, também, conhecido como método do
acido bicinconinico (BCA), foi elaborado com base na
propriedade que as proteinas possuem de reduzir o ion
cuprico (Cu?) a ion cuproso (Cu®). O reagente de acido
bicinconinico serve para detectar os ions cuprosos.
Existem poucas substincias interferentes. Se existirem
substancias interferentes, ¢ possivel minimizar os seus
efeitos por diluigdo, desde que o teor em proteinas a dosar
se mantenha suficientemente elevado para possibilitar uma
determinag@o exata. A técnica de precipitacdo das proteinas
descrita no Método 2 pode ser utilizada para eliminar as
substancias interferentes. A intensidade da coloragdo
obtida pela reagdo com o reagente pode variar de um tipo
de proteina para outro e, por isso, a proteina a dosar ¢ a
proteina de referéncia sdo as mesmas.

Utilizar a agua destilada para a preparacdo de todos os
tampoes e reagentes a serem usados nesse método.

Solugdo amostra. Dissolver uma quantidade apropriada
da amostra no tampdo indicado de modo a obter uma
concentragdo compreendida no intervalo da concentragado
das Solugées padrao.

Solugoes padrdo. Dissolver a substancia de referéncia
correspondente a proteina a dosar no tampao indicado.
Tomar amostras dessa solu¢do e completar com o mesmo
tampao de modo a obter pelo menos cinco solugdes padrao
de concentragdes compreendidas entre 10 pg/mL e 1200
pg/mL e uniformemente repartidas no intervalo escolhido.
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Solugdo em branco. Utilizar o mesmo tampdo que foi
utilizado para preparar a Solu¢do da amostra e as Solugoes
padrdo.

Reagente BCA. Dissolver 10 g de bicinconinato dissodico,
20 g de carbonato de sédio monoidratado, 1,6 g de tartarato
de sddio, 4 g de hidréxido de sddio e 9,5 g de bicarbonato
de sddio em dgua destilada. Se necessario, ajustar o pH para
11,25 com solugdo de hidréxido de s6dio ou bicarbonato
de sodio. Completar para 1000 mL com agua destilada e
misturar.

Reagente de cobre-BCA. Misturar 1 mL de sulfato de cobre
a 4% (p/v) com 50 mL de Reagente BCA.

Procedimento. Misturar 0,1 mL de cada Solugdo padrdo,
da Solu¢do amostra e da Solugdo em branco com 2 mL
de Reagente de cobre-BCA. Incubar as solucgdes a 37 °C
durante 30 minutos, tomar nota da hora e deixar resfriar
até a temperatura ambiente. Nos 60 minutos a seguir ao
periodo de incubagdo, determinar a absorvancia (5.2.14)
em 562 nm das Solugdes padrdo e da Solugdo amostra em
cubetas de quartzo, utilizando a Solugdo em branco para
ajuste do zero. Quando a temperatura das solugdes retornar
para a temperatura ambiente, a intensidade da coloragdo
continua a aumentar, progressivamente.

Cdlculos. Arelagdo entre a absorvancia e o teor em proteina
ndo ¢ linear. Entretanto, se o intervalo de concentraciao
coberto pela curva de calibracdo for suficientemente
estreito, a curva obtida sera sensivelmente linear. Registrar
num grafico a absorvancia das solu¢des padrao em fungéo
do teor em proteina dessas solugdes e determinar a curva
de calibracdo por analise de regressdo linear. A partir da
curva de calibragdo e da absorvancia da solugdo da amostra
determine o teor em proteina da solugdo da amostra.

METODO 5

Esse método, também, conhecido como método do
biureto, elaborado com base na propriedade que as
proteinas possuem de interagir com o ion cuprico (Cu*"),
em meio alcalino, dando um produto de reacdo que
apresenta absorvancia em 545 nm. A utilizagdo desse
método possibilita obter um desvio minimo entre amostras
equivalentes de 1gG e de albumina. Pelo contrario, a adigdo
simultanea de hidréxido de sodio e do reagente de biureto
(na forma de mistura), uma homogeneizagdo insuficiente
apos a adigdo do hidroxido de sodio ou um intervalo de
tempo muito longo entre a adi¢do do hidroxido de sodio e
do reagente de biureto conduz a obteng@o de uma resposta
mais elevada com amostras de 1gG do que com amostras
de albumina. O tratamento com 4&cido tricloroacético
utilizado para reduzir as interferéncias pode igualmente
permitir quantificar a proteina quando a sua concentragido
na amostra for inferior a 0,5 mg/mL.

Utilizar a agua destilada para a preparacdo de todos os
tampoes e reagentes a serem usados nesse método.

Solug¢do amostra. Dissolver uma quantidade apropriada da
amostra em solucgdo de cloreto de sodio a 0,9% (p/v) de
modo a obter uma concentragdo compreendida no intervalo
da concentragdo das solugdes padrio.

Solugoes padrdo. Dissolver a substancia de referéncia
correspondente a proteina a dosar em solucdo de cloreto
de sodio a 0,9% (p/v). Tomar amostras dessa solucdo e
completar com solug@o de cloreto de soédio a 0,9% (p/v)
de modo a obter pelo menos trés solu¢des padrio de
concentragdes compreendidas entre 0,5 mg/mL e 10 mg/
mL e, uniformemente, repartidas no intervalo escolhido.

Solugdo em branco. Utilizar solugdo de cloreto de sddio a
0,9% (p/v).

Reagente de biureto. Dissolver 3,46 g de sulfato de
cobre em 10 mL de agua destilada quente e deixe resfriar
(solugdo A). Dissolver 34,6 g de citrato de sddio ¢ 20 g
de carbonato de sodio anidro em 80 mL de dgua destilada
quente e deixar resfriar (solugdo B). Misturar as solugdes
A e B e completar 200 mL com agua destilada. Esse
reagente ¢ utilizado dentro dos 6 meses que se seguem a
sua prepara¢do; ndo ¢ utilizado se desenvolver turvagao ou
precipitado.

Procedimento. Aum volume da Solu¢do amostra adicionar
um volume igual de solugdo de hidroxido de sodio a 6%
(p/v) e misturar. Adicionar, imediatamente, 0,4 volume
(calculado em relagdo a solucdo da amostra) de Reagente
de biureto e misturar rapidamente. Manter as amostras
durante, pelo menos, 15 minutos a uma temperatura
compreendida entre 15 °C e 25 °C. Nos 90 minutos que
se seguem a adi¢@o do reagente, determinar a absorvancia
(5.2.14), no maximo em 545 nm, das Solugées padrio
e da Solucdo da amostra, usando a Solucdo em branco
como liquido de compensagdo. Se nas solu¢des surgirem
turvacdo ou precipitado, ndo sdo usadas para o calculo do
teor em proteina.

Calculos. Arelagao entre a absorvancia e o teor em proteina
¢é, sensivelmente, linear no intervalo de concentragdes
indicado para as Solu¢ées padrdo. Construir um grafico da
absorvancia das Solugées padrdo em fungdo do teor em
proteina dessas solugdes ¢ determinar a curva de calibragdo
por analise de regressdo linear. Calcular o coeficiente de
correlagdo para a curva de calibragdo. O sistema satisfaz
se obtiver uma reta cujo coeficiente de correlagdo for,
pelo menos, de 0,99. A partir da curva de calibragdo e da
absorvancia da Solu¢do amostra determinar o teor em
proteina da Solugdo amostra.

Substdncias interferentes. E possivel limitar o efeito das
substincias interferentes precipitando, como se indica
a seguir, a proteina da amostra: junte 0,1 volume de
solucdo de 4cido tricloroacético a 50% (p/v) a 1 volume de
Solucdo da amostra, eliminar o sobrenadante e dissolver
o precipitado num pequeno volume de hidroxido de sodio
0,5 M. Utilizar a solugdo assim obtida para preparar a
solug¢do da amostra.
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METODO 6

Esse método fluorimétrico foi elaborado com base numa
derivacdo da proteina pelo o-ftalaldeido que reage com
as aminas primarias da proteina, isso é, o aminoacido
N-terminal e a fungdo o-amina dos residuos de lisina. A
sensibilidade do doseamento pode ser melhorada por
uma hidrélise prévia da proteina, antes da adicdo do
o-ftalaldeido. A hidrélise liberta a fung¢do a-amina dos
aminodcidos constituintes da proteina e que lhe possibilita
reagir com o reagente de ftalaldeido. Esse método ¢
aplicével a diminutas quantidades de proteina.

As aminas primarias contidas, por exemplo, nos tampdes
de trometamina e nos tampdes de aminoacidos reagem
com o ftalaldeido e sdo, portanto, de evitar ou eliminar.
A amdnia em elevada concentragdo reage igualmente com
o ftalaldeido. A fluorescéncia resultante da rea¢do amina
ftalaldeido pode ser instavel. O emprego de processos
automatizados para padronizar o método pode possibilitar
melhorar-lhe a exatiddo e a viabilidade.

Utilize a agua destilada para a preparagdo de todos os
tampdes e reagentes a usar nesse método.

Solu¢do amostra. Dissolver uma quantidade apropriada
da amostra em solugdo de cloreto de sodio a 0,9% (p/v)
de modo a obter uma concentragdo compreendida no
intervalo da concentragdo das Solugdes padrdo. Ajustar o
pH da solugdo para 8§ - 10,5 antes de juntar o Reagente de
ftalaldeido.

Solug¢bes padrdo. Dissolver a substancia de referéncia
correspondente a proteina a dosear em solucdo de cloreto
de sodio a 0,9% (p/v). Tomar amostras dessa solucdo e
completar com solugdo de cloreto de sodio a 0,9% (p/v)
de modo a obter pelo menos cinco solugdes padrdo de
concentragdes compreendidas entre 10 pg/mL e 200 pg/
mL e uniformemente repartidas no intervalo escolhido.
Ajustar o pH das solugdes para 8-10,5 antes de adicionar o
Reagente de ftalaldeido.

Solugdo em branco. Utilizar solugdo de cloreto de sodio a
0,9% (p/v).

Tampdo de borato. Dissolver 61,83 g de acido borico em
agua destilada e ajuste o pH para 10,4 com solugdo de
hidréxido de potassio. Completar a 1000 mL com agua
destilada e misturar.

Solu¢do mae de ftalaldeido. Dissolver 1,20 g de ftalaldeido
em 1,5 mL de metanol, adicionar 100 mL de Tampdo de
borato e misturar. Adicionar 0,6 mL de solu¢do de éter
laurico de macrogol 23 a 30% (p/v) e misturar. Conservar
a solucdo a temperatura ambiente e utilizar, dentro das 3
semanas que seguem a sua preparagio.

Reagente de ftalaldeido. A 5 mL da Solugdo mde de
ftalaldeido junte 15 pL de 2-mercaptoetanol. Preparar o
reagente 30 minutos, pelo menos, antes de utilizar e dentro
das 24 horas ap0s a sua preparagao.

Técnica. Misturar 10 uL da Solugdo da amostra e de cada
uma das Solugées padrdo com 0,1 mL de Reagente de

ftalaldeido e deixar em repouso a temperatura ambiente
durante 15 minutos. Adicionar 3 mL de hidroxido de sodio
0,5 M e misturar. Determinar a intensidade da fluorescéncia
(5.2.15) das amostras da Solu¢cdo padrdo e da Solugdo
amostra no comprimento de onda de excitagdo de 340 nme
no comprimento de onda de emissdo de 440 nm a 455 nm.
Determinar a intensidade da fluorescéncia de uma amostra
uma s6 vez porque a irradiacdo provoca uma diminui¢ao
da intensidade da fluorescéncia.

Cdlculos. A relagdo entre a intensidade de fluorescéncia
e o teor em proteina ¢ linear. Registrar num grafico as
intensidades de fluorescéncia obtidas com as Solucdes
padrdo em fungdo do teor em proteina dessas solugdes e
determine a curva de calibracdo por analise de regressdo
linear. A partir da curva de calibracdo e da intensidade de
fluorescéncia da Solucdo amostra, determine o teor em
proteina da Solugdo amostra.

METODO 7

Esse método foi elaborado com base na quantificagdo das
proteinas por doseamento do nitrogénio. A presenca na
amostra de outras substancias nitrogenadas pode afetar
o resultado do doseamento das proteinas. As técnicas
utilizadas para dosar o nitrogénio conduzem a destrui¢ao
da amostra durante a analise, mas ndo se limitam a
determinacdo das proteinas em meio aquoso.

Técnica A. Proceder como indicado para o doseamento
do nitrogénio apds mineralizagdo pelo acido sulfurico
(5.3.3.2) ou utilizar instrumentos disponiveis no mercado
adaptados ao doseamento do nitrogénio pelo método de
Kjeldahl.

Técnica B. Existem no mercado instrumentos adaptados
para o doseamento do nitrogénio. A maior parte deles
utiliza a pirdlise (combustdo da amostra em presenca
do oxigénio a temperaturas proximas de 1000 °C), que
provoca a formagdo de monéxido de nitrogénio (NO) e
outros 0xidos de forma NO, a partir do nitrogénio existente
na amostra. Certos instrumentos convertem esses 0xidos
de nitrogénio em nitrogénio gasoso que ¢ quantificado
por condutimetria térmica. Outros misturam o monéxido
de nitrogénio (NO) com oz6nio (O,) para produzir
dioxido de nitrogénio no estado excitado (NO,) que
emite uma radiacao luminosa quando do seu decréscimo
e ¢ quantificado por quimiluminescéncia. Um produto de
referéncia, relativamente puro, e semelhante, quanto a sua
composicao, a proteina a dosar ¢ utilizado para otimizar
os parametros de inje¢do e de pirdlise e para avaliar a
reprodutibilidade da analise.

Cdlculos. O teor em proteina calcula-se dividindo o teor em
nitrogénio da amostra pelo teor em nitrogénio (conhecido)
da proteina que pode ser determinado quer a partir da
estrutura quimica da proteina, quer por comparagdo com
uma substancia de referéncia apropriada
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5.5.1.15 DETERMINACAO DA
IMUNOGLOBULINA HUMANA ANTI-D

A atividade da imunoglobulina humana anti-D ¢
avaliada por comparacdo da quantidade necessaria para
produzir a aglutinagdo de eritrécitos D-positivos e a
de uma preparagdo de referéncia, aferida em unidades
internacionais, necessarias para produzir o mesmo efeito.
A Unidade Internacional corresponde a atividade de uma
determinada quantidade da preparag@o internacional de
referéncia. A correspondéncia entre unidades internacionais
e a preparacdo de referéncia internacional ¢ indicada pela
Organizagdo Mundial de Saude.

Utilizar uma mistura de eritrocitos D-positivos, com menos
de 7 dias e conservados nas condi¢des adequadas, obtida a
partir de, pelo menos, quatro doadores do grupo OR R,. A
um volume apropriado de eritrécitos, lavados, previamente,
trés vezes com solugdo de cloreto de sodio a 0,9% (p/v),
juntar um volume igual de bromelina SR, deixar em
repouso a 37 °C durante 10 minutos. Centrifugar, eliminar
o liquido sobrenadante ¢ lavar trés vezes os eritrocitos com
solugdo de cloreto de sddio a 0,9% (p/v). Suspender 20
volumes dos eritrocitos em uma mistura de 15 volumes de
soro inerte, 20 volumes de solugdo de albumina bovina a
30% (p/v) e 45 volumes de solugdo de cloreto de sodio a
0,9% (p/v). Colocar a suspensdao em agua com gelo sob
agitacdo continua.

Com um aparelho automatico de diluicdo calibrado
preparar diluicdes da amostra e da preparacao de referéncia
numa solucdo de albumina bovina a 0,5% (p/v) e solugdo
de cloreto de sodio a 0,9% (p/v).

Utilizar um aparelho apropriado para analise automatica
continua; mantenha a temperatura nos estojos a 15 °C
com excecgdo das espirais de incubacdo. Aspirar para os
estojos de admissdo do aparelho a suspensdo de eritrocitos
com um débito de 0,1 mL por minuto e uma solucdo de
metilcelulose 450 a 0,3% (p/v) com um débito de 0,05 mL
por minuto.

Introduzir as diluicdes da amostra e da preparagdo de
referéncia com um débito de 0,1 mL por minuto durante 2
minutos e depois o diluente & razdo de 0,1 mL por minuto
durante 4 minutos antes de introduzir a dilui¢do seguinte.
Introduzir ar a razdo de 0,6 mL por minuto. Incubar a 37
°C durante 18 minutos e depois dispersar as espirais por
introdugdo, com um débito de 1,6 mL por minuto, de uma
solucdo de cloreto de sédio a 0,9% (p/v) que contém um
agente molhante apropriado (por exemplo, polissorbato 20
numa concentragao final de 0,2 g/L) para evitar alterar a
continuidade das bolhas. Deixar depositar os aglutinados
e decantar 2 vezes, a primeira vez a 0,4 mL por minuto
e a segunda vez a 0,6 mL por minuto. Proceder a lise do
residuo dos eritrocitos ndo aglutinados com a ajuda de uma
solucdo de octoxinol 10 a 0,5% (p/v), de ferricianeto de
potassio a 0,02% (p/v), de bicarbonato de sddio a 0,1% (p/v)
e de cianeto de potassio a 0,005% (p/v), com um débito
de 2,5 mL por minuto. E introduzida uma serpentina de
retardamento de 10 minutos para permitir a transformagao
da hemoglobina.

Realizar o registro continuo da absorvancia (5.2.14) do
hemolisado no comprimento de onda de 540 a 550 nm.

Determinar as concentragdes de anticorpos para as
quais existe uma relagdo linear entre a concentragdo e a
modificagdo da absorvancia (AA). Com base nos resultados,
construir uma curva de calibragdo e utilizar a parte linear
da curva para determinar a atividade da amostra. Calcular
a atividade da amostra em unidades internacionais por
mililitro usando a formula:

axd
D
em que
a = atividade da preparacdo referéncia em unidades

internacionais por mililitro para uma dilui¢do de 1 em D,
d = fator de dilui¢do da amostra que corresponde a um
dado valor de AA,

D = fator de diluigdo da preparagdo de referéncia que
corresponde ao mesmo valor de AA.

5.5.1.16 DETERMINACAO DA FUNCAO F_
DA IMUNOGLOBULINA

REAGENTES

Sangue humano estabilizado. Fazer uma flebotomia
para coletar o sangue humano do grupo O em solugdo
anticoagulante conservadora ¢ preservadora do tipo ACD.
Conservar o sangue humano estabilizado a 4 °C, durante 3
semanas, no maximo.

Solugdo salina tamponada de fosfato de pH 7,2. Dissolver
1,022 g de fosfato de sddio dibasico anidro, 0,336 g de
fosfato de sddio monobasico e 8,766 g de cloreto de sodio
em 800 mL de agua e completar 1000 mL com o mesmo
diluente.

Solug¢do mde de magnésio e de cdlcio. Dissolver 1,103 g de
cloreto de calcio e 5,083 g de cloreto de magnésio em agua
e completar 25 mL com o mesmo diluente.

Solugdo made de tampdo de barbital. Dissolver 207,5 g
de cloreto de sodio e 25,48 g de barbital sodico em 4000
mL de dgua e ajustar para pH 7,3 com acido cloridrico M.
Juntar 12,5 mL da Solug¢do mae de magnésio e de cdlcio e
completar 5000 mL com agua. Filtrar por membrana (0,22
pm) e conservar a 4 °C em recipiente de vidro.

Tampdo de albumina-barbital. Dissolver 0,150 g de
albumina bovina em 20 mL de Solu¢do mae de tampdo de
barbital e completar 100 mL com agua.

Solugdo de acido tanico. Dissolver 10 mg de 4cido tanico
em 100 mL de Solucgdo salina tamponada de fosfato de pH
7.2. Preparar imediatamente antes do uso.

Complemento de cobaia. Misturar os soros obtidos a
partir de, pelo menos, 10 cobaias. Separar o soro do
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sangue coagulado por centrifugacdo a uma temperatura
de aproximadamente de 4 °C. Conservar o soro, em
pequenas porg¢des, a uma temperatura inferior a -70 °C.
Imediatamente antes de se iniciar a hemolise por agdo do
complemento, diluir para 125 - 200 CH,, por mililitro com
Tampdo de albumina-barbital e, durante o ensaio, manter a
solugdo diluida num banho de gelo.

Antigeno da rubéola. Antigeno de rubéola apropriado para
as titulacdes da inibicdo de hemaglutinacdo. Titulo > 256
unidades HA.

PROCEDIMENTO

Tratamento dos eritrocitos humanos com dcido tanico.
Separar os eritrocitos por centrifugagdo de um volume
apropriado de sangue humano estabilizado. Lavar os
eritrocitos, pelo menos trés vezes, com Solucdo salina
tamponada de fosfato de pH 7,2 e depois suspender a 2%
(v/v) em Solugdo salina tamponada de fosfato de pH 7,2.
Tomar 0,1 mL da Solugcdo de acido tanico e completar
7,5 mL com Solugdo salina tamponada de fosfato de pH
7,2 (concentracdo final 1,3 mg/L); misturar 1 volume
da dilui¢do recentemente preparada com 1 volume da
suspensdo de eritrocitos e incubar a 37 °C durante 10
minutos. Recolher os eritrocitos tratados com acido tanico
por centrifugacao (400 - 800 g, durante 10 minutos), rejeitar
o sobrenadante e lavar os eritrocitos uma vez com Solugdo
salina tamponada de fosfato de pH 7,2. Suspender a 1%
(v/v) os eritrocitos tratados com acido tanico na Solugdo
salina tamponada de fosfato de pH 7,2.

Adi¢do dos antigenos aos eritrocitos. Tomar um volume
apropriado (v ) de eritrdcitos tratados com 4cido tanico,
junte 0,2 mL de antigeno da rubéola por 1,0 mL de
eritrocitos e incubar a 37 °C durante 30 minutos. Recolher
os eritrocitos por centrifugagdo (400-800 g, durante 10
minutos) e rejeitar o sobrenadante, deixando um volume
de 200 pL. Juntar um volume de Tampdo de albumina-
barbital igual ao volume do sobrenadante rejeitado,
agitar até suspensdo dos eritrocitos, recolher esses como
acima descritos e repitir a lavagem. Completar o volume
remanescente obtido de 0,2 mL até trés-quartos de v_,
obtendo assim o volume inicial (v,).

Misturar 900 uL de Tampdo de albumina-barbital com
100 pL de v, que € assim reduzido ao volume residual e
determinar a absorvéncia inicial em 541 nm (4). Diluir v,
por um fator igual a A utilizando Tampdo de albumina-
barbital. Obtém-se, assim, o volume final ajustado V.=V,
x A de eritrécitos humanos sensibilizados e um valor para
A de 1,0 £ 0,1 no caso de uma diluigdo a 1/10.

Liga¢do dos anticorpos aos eritrocitos com dcido
tdnico e cobertos de antigeno. Preparar, em duplicata e,
sucessivamente, as seguintes solucdes utilizando para
cada solugdo, em separado, uma cubeta semimicro (por

exemplo, placas descartaveis) ou um tubo de ensaio para
cada solugdo:

(1) Solugoes problema. Se necessario, ajustar a amostra
a pH 7 adicionando, por exemplo, hidroxido de sédio M.
Tomar volumes da amostra contendo, respectivamente,
30 e 40 mg de imunoglobulina e completar 900 pL com
Tampdo de albumina-barbital.

(2) Solu¢do padrdo. Preparar a solugdo tal como se
descreve para a Solu¢do problema a partir de um padrdo de
referéncia para imunoglobulina humana.

(3) Testemunho do Complemento. 900 uL de Tampdo de
albumina-barbital. A cada cubeta/tubo de ensaio juntar
100 pL de eritrécitos humanos sensibilizados e misturar
cuidadosamente. Deixar em repouso durante 15 minutos,
juntar 1000 puL de Tampdo de albumina-barbital, recolher
os eritrocitos por centrifugacdo (1000 g durante 10
minutos) da cubeta/tubo de ensaio e retirar 1900 pL do
sobrenadante. Substituir este volume com 1900 pL de
Tampdo de albumina-barbital e repetir o procedimento da
lavagem deixando um volume final de 200 pL. As amostras
podem ser conservadas em cubetas/tubos de ensaio
fechados a 4 °C durante 24 horas.

Hemdlise por agdo do complemento. Paraa determinacao da
hemolise adicionar 600 pL de Tampdo de albumina-barbital
aquecida a 37 °C a amostra, suspender, cuidadosamente,
os eritrocitos pipetando-os, repetidamente, (pelo menos
cinco vezes) e colocar a cubeta no porta-amostra de um
espectrofotometro com termostato. Apds 2 minutos, juntar
200 pL de Complemento de cobaia diluido para 125 -
200 CH,/mL, misturar, cuidadosamente, pipetando a
mistura duas vezes e inicie imediatamente apds a segunda
pipetagem o registro da absorvancia em 541 nm em fungao
do tempo, utilizando o Tampdo de albumina-barbital como
liquido de compensagdo. Parar o registro se a curva da
absorvancia em func¢do do tempo ultrapassar nitidamente o
ponto de inflexdo.

Doseamento. Determinar o declive (S) da curva de
hemolise no ponto aproximado da inflexdo segmentando a
curva na regido de maior declive por intervalos de tempo
apropriados (por exemplo, Az = 1 minuto) e calculando S,
expresso em AA por minuto entre os pontos de intersecgao
adjacentes. O valor mais elevado de S corresponde a (S.p)-
Determinar, também, a absorvéncia no inicio da curva (A )
por extrapolagdo da curva, a qual é quase sempre linear
¢ paralela ao eixo do tempo nos primeiros minutos do
registro. Corrigir S_ de acordo com a férmula:

AS
Para cada preparagdo, calcular a média aritmética dos
valores de S’. Calcular o indice da fungdo Fc (/) a partir
da formula:
S-S,
S' =S

s c

I, =100x
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S’ = média aritmética do declive corrigido para a amostra;
S’ = média aritmética do declive corrigida para o padrao;

S’ = média aritmética do declive corrigida para o
testemunho do complemento.

Calcular o indice da fungédo F_para a amostra. O valor ndo
¢ inferior ao indicado pelo fabricante do padrao.

5.5.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.5.2.1 PIROGENIOS

O teste de pirogénios fundamenta-se na medida do
aumento da temperatura corporal de coelhos, apos injecao
intravenosa da solucao estéril em analise.

Para produtos bem tolerados pelos animais, utilizar uma
dose que ndo exceda 10 mL/kg, injetada em tempo nao
superior a 10 minutos.

Para os produtos que necessitem preparagdo preliminar
ou condi¢des especiais de administragdo, seguir as
recomendagdes estabelecidas na monografia.

Condigées gerais

Usar coelhos do mesmo sexo, adultos, sadios,
preferencialmente da mesma raga, pesando, no minimo, 1,5
kg.

Apos a selegdo, manter os animais em gaiolas individuais
em sala com temperatura uniforme entre 20 e 23 °C livre
de perturbagdes que possam estressa-los. A temperatura
selecionada pode variar até + 3 °C.

Realizar condicionamento para determinagdo da
temperatura dos animais, pelo menos uma vez, até
sete dias antes de iniciar o teste. Os animais deverdo
ser condicionados segundo o mesmo procedimento do
teste apenas sem inoculagcdo do produto. Animais que
apresentarem elevacdo de temperatura igual ou superior a
0,5 °C, em relacdo a temperatura inicial, ndo deverdo ser
utilizados no teste.

Quando da realizagdo do teste, usar apenas animais
com temperatura igual ou inferior a 39,8 °C e que nao
apresentem, de um para o outro, variagao superior a 1,0 °C.

Registro da temperatura

Usar termometro clinico calibrado com precisdo de + 0,1
°C ou qualquer outro dispositivo de registro de temperatura
calibrado de igual sensibilidade.

Introduzir o termdmetro no reto do animal em profundidade
aproximada de 6 centimetros. Se for utilizado dispositivo
registrador, que deva permanecer no reto durante o
periodo do teste, conter os coelhos de maneira que fiquem
em postura natural de repouso. Quando se empregar
termometro clinico, deixar transcorrer o tempo necessario

(previamente determinado) para que alcance a temperatura
maxima, antes de proceder a leitura.

Material

As seringas, agulhas e vidrarias estéreis e apirogénicas.
Os diluentes e solugdes extratoras ou de lavagem devem,
também, ser estéreis e apirogénicos.

Procedimento

Executar o teste em area especialmente destinada para
o teste, sob condigdes ambientais controladas, livre de
perturbagdes que possam estressar os coelhos. Nas duas
horas precedentes e durante o teste, suprimir a alimentacao.
O acesso a agua ¢ permitido, mas pode ser restringido
durante o teste.

No méximo 40 minutos antes da injecdo da dose do
produto a ser testado, registrar a temperatura de cada
animal mediante duas leituras efetuadas com intervalo de
30 minutos. A média das duas leituras sera adotada como
temperatura de controle necessaria para avaliar qualquer
aumento individual de temperatura subsequente a injegdo
da amostra.

Preparar o produto a ser testado conforme especificado
na monografia e aquecer a 37 + 2 °C. Para o teste de
pirogénios de materiais de uso hospitalar lavar, com solugio
fisiologica estéril, as superficies do material que entram em
contato com o produto, local de inje¢do ou tecido interno
do paciente. Efetuar os procedimentos assegurando que a
solugdo ndo seja contaminada.

Injetar pela veia marginal da orelha de trés coelhos nio
menos do que 0,5 mL nem mais que 10 mL da solucdo
por kg de peso corporal ou a quantidade indicada na
monografia. A injecao ndo deve durar mais que 10 minutos,
a menos que na monografia se especifique tempo diferente.

Registrar a temperatura de cada animal em intervalos de 30
minutos durante 3 horas apos a inje¢ao.

Interpretagdo

Nao considerar os decréscimos de temperatura apresentados
pelos animais durante o teste. O aumento de temperatura
¢ verificado pela diferenca entre a maior temperatura
apresentada pelo coelho durante o teste e a sua temperatura
de controle.

Se nenhum dos trés coelhos apresentar aumento individual
da temperatura igual ou superior a 0,5 °C, em relagdo as
suas respectivas temperaturas controle, o produto cumpre
com os requisitos do teste de pirogénios.

Se algum coelho apresentar aumento da temperatura igual
ou superior a 0,5 °C, repetir o teste utilizando outros cinco
animais.
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O produto em exame cumpre os requisitos para auséncia de
pirogénios se no maximo trés dos oito coelhos apresentarem
aumentos individuais de temperatura iguais ou superiores
a 0,5 °C, e se a soma dos aumentos individuais de todos os
coelhos nao exceder a 3,3 °C.

5.5.2.2 ENDOTOXINAS BACTERIANAS

O teste de endotoxina bacteriana ¢ usado para detectar
ou quantificar endotoxinas de bactérias gram negativas
presentes em amostras para qual o teste ¢ preconizado.
Utiliza-se o extrato aquoso dos amebocitos circulantes
do Limulus polyphemus ou do Tachypleus tridentatus
preparado e caracterizado como reagente LAL.

Ha duas técnicas com sensibilidade diferente para este
teste:

1. METODO DE COAGULACAO EM GEL: baseado na
formacao de codgulo ou gel (método semi-quantitativo)

2. METODOS FOTOMETRICOS quantitativos que
incluem:

O METODO TURBIDIMETRICO, (baseado no
desenvolvimento de turbidez ap6s quebra de um substrato
endogeno);

O METODO CROMOGENICO  (basecado  no
desenvolvimento de cor apds quebra de um complexo
peptideo sintético cromogeno).

Qualquer um destes procedimentos pode ser realizado, a
menos que indicado contrario na monografia.

No método de coagulagdo em gel, a determinag@o do ponto
final da reacdo ¢ feita a partir de diluicdes da substancia
sob teste em comparagdo direta com dilui¢des paralelas
da endotoxina padrdo. As quantidades de endotoxinas sdo
expressas em unidades de endotoxina (UE) definidas.

Nota: 1 UE ¢ igual a 1 Ul (unidade internacional).

O reagente LAL (lisado de amemocito de Limulus sp.) é
preparado para as leituras turbidimétricas ou colorimétricas
e estes procedimentos podem ser utilizados se cumprirem
os requisitos dos métodos. Para sua calibracdo é necessaria
a elaboragdo de uma curva padrdo obtendo-se a sua
regressdo linear, na qual se determina, por interpolacdo, a
concentragdo de endotoxina da substancia sob teste.

O procedimento inclui incubagdo da endotoxina padrdo
para obtencdo de uma curva de calibrag@o e das solugdes
controle com reagente LAL, por tempo pré-determinado
e leitura espectrofotométrica no comprimento de onda
adequado.

No caso do procedimento do método turbidimétrico, aleitura
¢ feita imediatamente apos periodo final de incubagao, e
para o procedimento colorimétrico a reacdo enzimatica ¢é
interrompida no final do tempo pré-determinado pela adigdo
do reagente, antes das leituras. Para os procedimentos
cinéticos turbidimétricos e colorimétricos os valores de

absorvancia medida durante o periodo da reagdo e valores
de velocidades sdo determinados para aquelas leituras.

VIDRARIAS E DESCARTAVEIS.

Todas as vidrarias devem ser despirogenisadas em
estufa usando um processo validado. Utilize um tempo
e temperatura minimos de 250 °C por 30 minutos. Se
utilizar descartaveis plasticos, como ponteiras ¢ pipetas
usem somente os certificados que indicam ser livres de
endotoxinas para ndo haver interferéncia no teste.

PREPARACAO DA ENDOTOXINA PADRAO DE
REFERENCIA E DO PADRAO DE ENDOTOXINA

O padrao de endotoxina de referencia tem uma poténcia
definida de 10.000 UE (unidades de endotoxina) por frasco.
Reconstitua o frasco com 5 mL de agua grau reagente LAL
(livre de pirogénio) e agite em vortex intermitentemente por
30 minutos. Use esta solucdo concentrada (conservada em
refrigerador por ndo mais que 14 dias) para fazer diluigdes
seriadas. Agite vigorosamente antes do uso por pelo menos
3 minutos e proceda as diluicdes seriadas, agitando no
minimo 30 segundos antes das proximas diluigdes. Apos
o uso desprezar as diluigoes devido a perda de atividade
por adsorcdo. Para a preparacdo do padrdo de endotoxina
(siga as orientacdes do fornecedor, certificados no laudo
de endotoxina).

Preparagdo para o teste

Usar reagente LAL sensibilidade declarada

confirmada.

com

A validade dos resultados do teste para endotoxinas
bacterianas requer a demonstragdo de que as amostras,
solugdes de lavagens ou extratos sob teste ndo inibem
ou potencializam a reagdo e tampouco interferem com o
teste. A validacdo ¢é realizada por meio de teste de inibi¢ao
ou potencializagdo descrito para cada uma das técnicas
indicadas. Sdo incluidos controles negativos apropriados.
A validagdo deve ser repetida se houver mudanca na
origem do reagente LAL, no método de produgdo ou na
formulagdo da substancia sob teste.

Preparagdo da amostra

Prepare a solu¢do de amostra dissolvendo a mesma em
dgua grau reagente LAL. Se necessario ajuste o pH da
solucdo da amostra para que a mistura reagente LAL
mais amostra caia na faixa de pH de 6 a 8. O pH pode ser
justado usando um tampao adequado recomendado pelo
fornecedor. Acidos e bases podem ser preparados com
dgua grau reagente LAL e ser validados para serem livres
de endotoxinas e fatores de interferentes.

DETERMINACAO DA MAXIMA DILUICAO VALIDA
(MDV)

A maxima diluicdo valida ¢ a maxima dilui¢do permitida
da amostra em andlise onde o limite de endotoxina pode
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ser determinado. Ela se aplica para inje¢des ou solugdes de
administragdo parenteral na forma reconstituida ou diluida
para administra¢do, quantidade de farmaco por peso, se o
volume da forma da dosagem for variavel.

A férmula para o calculo da MDYV ¢ a seguinte:

limite de endotoxina
i

MDV =

em que:
A = ¢ a sensibilidade rotulada do reagente de LAL

Observagdo: formula usada para quando o limite de
endotoxina do farmaco especificado na monografia estiver
em volume (UE/mL)

Quando limite de endotoxina do farmaco especificado na
monografia estiver em peso (UE/mg) ou em unidade do
farmaco ativo (UE/unidades) o MDYV ¢ calculado pela
seguinte formula:

MDV limite de endotoxina X concentracio da amostra na solucio
B A

em que:
A = ¢é a sensibilidade rotulada do reagente de LAL

O MDYV obtido ¢ o fator de diluig¢do limite para que o teste
seja validado.

ESTABELECIMENTO DO LIMITE DE ENDOTOXINA

A formula para estabelecer limite de endotoxina para
drogas parenterais ¢€:

LE = K
M
em que:

LE ¢ o limite de endotoxina

K ¢ a dose limite humana de endotoxina por quilo de peso
corpéreo;

M ¢ igual a méaxima dose do produto por kg de peso em um
periodo de uma hora.

O limite de endotoxina ¢é especificado nas monografias
individuais das drogas parenterais em UE/mL, UE/mg ou
UE/unidade de atividade biologica .

TECNICA DE COAGULACAO EM GEL

A técnica da coagulacdo em gel permite a detecgdo
e quantificacdo de endotoxinas baseada na reagdo de
gelificagdo do reagente LAL

A sensibilidade do LAL rotulada é a concentragdao de
endotoxina necessaria para causar uma gelificacdo do
reagente LAL

Para garantir a precisdo e validade do teste sdo necessarios
testes para confirmar a sensibilidade do LAL rotulada
assim como testes para verificacdo de fatores interferente,
como descrito na preparacdo da amostra para o teste.

Teste para confirmagdo de sensibilidade do LAL

Confirmar a sensibilidade declarada do LAL usando no
minimo 01 frasco de reagente LAL e preparar uma série de
diluigdes de endotoxina usando o padrdo de Endotoxina de
referéncia (RSE) ou o padrdo de Endotoxina (CSE), com
razdo geométrica igual a 2 para obter as concentracdes de
0,25 A, 0,5 A, A e 2 As, onde A € a sensibilidade declarada
do LAL em UE/mL. Executar o teste com as quatro
concentragdes do padrdo de endotoxina em quadruplicata
e incluir controles negativos. A média geométrica da
concentragdo do ponto final cujo célculo e interpretagdo
encontram-se a seguir deve ser maior ou igual a 0,5 A e
menor ou igual a 2 A. A confirmagdo da sensibilidade do
LAL deve ser realizada para cada novo lote de LAL.

Cdlculo e interpretagdo. O ponto final de gelificacdo
¢ o ultimo teste da serie decrescente de concentragdo
de endotoxina padrdo que formou gel. Calcule a media
geométrica logaritmica dos pontos finais de gelificacéo e o
antilog da média pela formula:

Ee
Média geométrica da concentracio do ponte final = antilog [:T)
em que

Ee - é a soma dos log das concentra¢des do ponto final da
série de diluigdes utilizada
f - ¢ o numero de replicatas.

A sensibilidade do reagente LAL em UE/mL ¢ calculada
pela férmula acima e ndo deve ser menor que 0,5 A e maior
que 2 A.

Testes de interferéncias no método coagulacio em gel
(Inibi¢do/Potencializagcdo)

Realizar o teste em aliquotas da amostra na qual ndo ha
endotoxina detectavel ¢ em diluigdes que ndo exceda o
MDV (méxima diluigdo valida). Executar o teste, como
no procedimento do teste, na amostra sem adi¢do de
endotoxina (solugdo A) e na amostra com endotoxina
adicionada (solugdo B), nas concentragoes de 4 A, 2 A, 1 A
e 2 A, em quadruplicatas, e testando também em paralelo as
mesmas concentragdes de endotoxina em agua (solugio C)
e controle negativo em agua grau reagente LAL (solugdo
D) em duplicata.

Calcular amédia geométrica da concentrag@o de endotoxina
do ponto final de gelificagdo da amostra como descrito no
procedimento do teste acima (teste para confirmacdo da
sensibilidade do LAL).

O teste ¢ valido para a amostra sob analise se a média
geométrica desta concentragdo for maior ou igual a 0,5 A
e menor ou igual a 2 A. Se o resultado obtido nas amostras
nas quais foram adicionadas endotoxina estiver fora do
limite especificado, o teste de inibi¢do ou potencializagido
de endotoxina deverd ser repetido apds neutralizagdo,
inativagdo ou remoc¢do das substancias interferentes ou
apos a diluicdo da amostra por fator que ndo exceda a
MDV. Repetir o teste numa diluigdo maior ndo excedendo
a MDV ou usar um LAL de sensibilidade maior para que
a interferéncia possa ser eliminada na amostra analisada.
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Interferéncias podem ser eliminadas por um tratamento
adequado como filtragdo, neutralizagdo, dialise ou
aquecimento.

COAGULACAO EM GEL - TESTE LIMITE

Este teste ¢ usado quando a monografia contém
requerimentos para limite de endotoxina.

Procedimento. Realize os testes em duplicatas com as
solugdes A, B, C, D como se segue. Prepare solucdo de
amostra diluida sem adi¢do de endotoxina (solugdo A);
com adicao de endotoxina (controle positivo do produto)
a 2 A (solugdo B); agua grau reagente LAL com adicdo de
endotoxina a 2 A (solucdo C) e agua grau reagente LAL
sem adi¢do de endotoxina (solugdo D - controle negativo).
A diluigdo da solugdo A e B ndo deve ultrapassar o MDV.

Interpretagdo. O teste somente sera valido se as réplicas
dos controles positivos das solugdes B e C formarem gel,
e a réplicas dos controles negativos das solugdes A e C nio
formarem gel. Resultados contrarios, ndo serdo validos e
deverdo ser repetidos.

Ensaio do teste pela coagulagdo em gel

Misture um volume (ex. 100 pL) de LAL com igual volume
das solucdes acima, amostra, padrdes, e controle negativo
do teste em tubos de ensaio 10 x 75mm, em duplicatas.
Incubar os tubos por 1 hora a 37 °C + 1 °C, evitando
vibragdes. Apds este periodo retire os tubos um a um,
virando a 180 graus e verificando a integridade do gel; se o
gel permanecer firme ap6s a inversdo dos tubos considere
o resultado como positivo, e se nao houver formacao de
gel ou 0 mesmo ndo se apresentar firme considere como
negativo.

O teste somente serd valido se as seguintes condi¢des
forem obedecidas:

Se ambas as réplicas do controle negativo (D) apresentarem
reagdes negativas;

Se ambas as réplicas do controle positivo do produto (B)
apresentarem reagdes positivas;

Se a média geométrica da solucdo C estiver dentro da faixa
de0,51 a2

Para calcular a concentragdo de endotoxina da solugdo A,
calcule a concentracdo do ponto final de cada réplica da
serie de dilui¢des, multiplicando cada fator de diluicdo do
ponto final pela sensibilidade rotulada do reagente LAL (1)

A concentragdo de endotoxina na solugdo teste ¢ a média
geométrica da concentrag@o do limite das replicas.

Se o teste é realizado na amostra diluida, determine
a concentragdo de endotoxina na solugdo original
multiplicando o resultado pelo fator de dilui¢do da amostra.
Se nenhuma das diluigdes da amostra teste for positiva,
expresse o resultado da concentragdo de endotoxina como
menor que a sensibilidade do LAL (A) ou menor do que

a sensibilidade do LAL multiplicado pelo menor fator de
dilui¢do da amostra.

Se todas as diluigdes da amostra apresentarem reagdes
positivas, a concentracdo de endotoxina € expressa como
igual ou maior que A multiplicado pelo mais alto fator de
diluigdo da amostra.

A amostra encontra os requerimentos do teste se a
concentragdo de endotoxina for menor do que o limite
individual especificado na monografia.

TECNICAS FOTOMETRICAS
Os métodos fotométricos quantitativos incluem:

A. Método cinético turbidimétrico: baseado no
desenvolvimento de turbidez apds quebra de um substrato
endogeno.

B. M¢étodo cinético cromogénico: baseado no
desenvolvimento de cor apés quebra de um complexo
peptideo sintético cromogeno.

C. Método cromogénico limite (endpoint).

D. método turbidimétrico limite (endpoint).

Técnica turbidimétrica

Esta técnica baseia-se na medida de aumento de turbidez, e
dependendo do principio empregado, pode ser classificado
em 2 tipos:

A. Limite Turbidimétrico: baseado na relagdo entre a
concentragdo de endotoxina e a turbidez (absorvancia ou
transmissao) da reagdo

B. Cinético Turbidimétrico: método baseado no tempo de
reacdo (onset time) necessario para a mistura de a reacdo
atingir uma absorvancia pré-determinada ou na relagdo de
desenvolvimento de turbidez.

O teste ¢é realizado numa temperatura de incubagdo
recomendada de 37 °C £ 1 °C.

Técnica cromogénica

Esta técnica ¢ baseada na medida de um cromoforo liberado
por um peptideo cromogénico pela reagdo da endotoxina
com o lisado e dependendo do principio empregado pode
ser classificado em dois tipos:

A. Teste cromogénico limite- ¢ baseado na relagdo entre a
concentragdo de endotoxina e a quantidade do croméforo
liberado no final de um periodo de incubagao.

B. Teste cinético cromogénico: baseado na medida do
tempo de reagdo (onset time) necessario para a mistura de
a reagdo atingir uma pré-determinada absorvancia ou na
velocidade de desenvolvimento de cor.

O teste ¢ realizado numa temperatura de incubagdo
recomendada de 37 +1 °C.
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Preparagdo do teste

Para assegurar a precisdo e validade dos testes
turbidimétricos e cromogénicos, testes preparatdrios sdo
realizados para assegurar os critérios para a curva padrdo
sdo satisfatorios e a amostra em teste ndo interfere com o
teste.

A validagdo do método ¢ requerida quando qualquer
mudanca nas condi¢des experimentais ¢é realizada e pode
interferir no teste.

Critérios para a curva padrdo

Prepare uma curva padrio utilizando trés concentragdes de
endotoxina, usando uma solug@o preparada de padrdo de
endotoxina, ¢ realize o teste, no minimo em triplicata de
cada concentragdo, como recomendado pelo fornecedor do
LAL (relagdo de volume, tempo de incubag@o, temperatura
e pH,etc.)

Se for desejado uma faixa maior que 2 logs, uma
concentragdo padrdo devera ser adicionada para aumentar
a faixa da curva padrao.

O valor absoluto de correlagdo linear R devera ser maior ou
igual a 0,980 para a faixa. De concentragdo de endotoxina
indicada pelo fornecedor de LAL.

Teste para fatores de interferéncia para as técnicas
Jfotométricas

Prepare solugdes de amostra diluida sem exceder a MDV
(maxima dilui¢do valida) sem endotoxina (solugdo A) e
com endotoxina adicionada (solugdo B) na concentragdo
igual ou préxima do ponto médio da curva padrdo. Prepare
também uma série de controle positivo com solugdes de
endotoxina (sedugdo C) com trés concentragdes diferentes,
e também o controle negativo com agua apirogénica
(solugdo D) e realizar os testes adicionando reagente LAL,
no minimo em duplicata (siga as orientagdes do reagente
utilizado com relag@o ao volume de amostra e do reagente,
tempo de incubagdo), o ponto mais baixo da curva é
considerado A.

Calcule a média de recuperac@o da endotoxina adicionada a
amostra subtraindo-se a média da concentragdo de endotoxina
na solugao teste (solugdo A) (se houver) da média da solugdo
cuja endotoxina foi adicionada (solugio B).

A solugdo teste é considerada livre de interferentes se a
medida da concentracdo de endotoxina adicionada &
solugdo teste (solugdo B) estiver na faixa de 50 a 200%
de recuperacdo, apés subtragdo de qualquer endotoxina
detectada na solucdo sem adigdo de endotoxina.

Quando a recuperacdo de endotoxina estiver na faixa de
especificacdo, fatores interferentes devem ser removidos
conforme descritos na secdo da técnica de coagulacao em gel.

Procedimento

Siga os procedimentos descritos acima nos itens:
Preparagdo para o teste e Testes para fatores interferentes.

Calculos para técnicas fotométricas

Calcule a concentrag@o de endotoxina para cada replicata
da solucdo A, usando a curva padrdo gerada pela série de
controle positivo solugéo C.

O teste somente ¢ valido se os trés requisitos abaixo forem
encontrados:

O resultado obtido da solu¢do D (controle negativo) ndo
exceda o limite do valor do branco requerido na descrigédo
do lisado empregado;

O resultado obtido com a série de controle positivo, solu¢ao
C, estiver de acordo com os requerimentos para validacao
definidos nos critérios para curva padrao.

A recuperacdo de endotoxina, calculada a partir da
endotoxina encontrada na solugcdo B apds subtragdo da
concentragdo de endotoxina encontrada na solugdo A
estiver dentro da faixa de 50 a 200%.

Interpretacdo dos resultados em ensaios fotométricos

A solugdo de amostra a ser examinada estara de acordo
com o teste se a média da concentracdo de endotoxina
encontrada nas replicatas (solugdo A), apods corregdo
para dilui¢do e concentragdo for menor que o limite de
endotoxina do produto testado.

REAGENTES

Lisado de Amebocito

O lisado de amebocito ¢ um liofilizado obtido do lisado de
amebocitos de crusticeo em forma de ferradura (Limulus
polyphemus ou Tachypleus tridentatus) Este reagente
refere-se apenas ao produto manufaturado de acordo com
as regulamentagdes de autoridade competente.

O lisado reage também com alguns B-Glucanos além de
endotoxinas.

Preparado do lisado que ndo reage com B-Glucanos também
estdo disponiveis; eles sdo preparados ou por remogdo ou
por inibi¢do do fator G, que reage com os glucanos. Estes
preparados podem ser utilizados para teste de endotoxina
na presenca de glucanos.

Reconstitui¢do do reagente. Dissolva o lisado de amebocito
(LAL) em dgua grau reagente para BET (teste de endotoxina
bacteriana) ou tampao, sem agitacdo e armazene o0 mesmo
em refrigerador ou freezer de acordo com a recomendagdo
do fornecedor.

Agua para teste de endotoxina bacteriana

A 4gua para o teste € a 4gua para inje¢@o ou agua produzida
por outros procedimentos que demonstre ndao haver
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nenhuma rea¢do com o lisado empregado no limite de
deteccdo do reagente.

5.5.2.3 TOXICIDADE

O teste de toxicidade possibilita detectar reatividade
biologica inesperada e ndo aceitdvel de farmacos e
medicamentos. Esse teste in vivo ¢ sugerido para a
avaliacdo da seguranga de produtos bioldgicos e derivados
de biotecnologia.

TESTE GERAL

Selecdo dos animais

Usar camundongos sadios, de ambos os sexos, de linhagem
conhecidos, ndo utilizados previamente em testes
biologicos. Manté-los sob dieta uniforme, agua a vontade e
em temperatura ambiente constante de 21 + 3 °C. No dia do
teste, selecionar camundongos com peso entre 17 ge 22 g.

Preparagdo da amostra

A amostra deve ser preparada conforme especificado na
respectiva monografia e administrada imediatamente.

Procedimento

Usar seringas, agulhas e vidraria estéreis. Administrar,
em cinco camundongos, volume da preparacdo amostra
indicada na monografia, por uma das vias descritas a seguir.

Intravenosa - Injetar a dose na veia caudal, mantendo-se a
velocidade constante de 0,1 mL por segundo ou a indicada
na monografia.

Intraperitoneal - Injetar a dose na cavidade peritoneal.
Subcutdnea - Injetar a dose na regido cervical ou abdominal.

Oral - Administrar a dose por meio de sonda ou outro
dispositivo adequado.

Interpretagdo

Manter os animais em observagdo durante 48 horas apos
a administracdo ou pelo tempo indicado na monografia.
A amostra cumpre o teste se todos os animais sobrevivem
e ndo mais que um apresenta sintomas anormais no
intervalo de tempo estabelecido. Se um ou dois animais
morrerem, ou mais de um apresentar sintomas anormais
ou de toxicidade inesperada, repetir o teste utilizando
outros cinco ou mais camundongos, com peso entre 19
g e 21 g. A amostra cumpre os requisitos do teste se o
numero de camundongos mortos ndo excede 10% do total
de animais testados, incluindo o teste original, e nenhum
animal do segundo grupo apresenta sintomas indicativos
de toxicidade anormal.

TESTE PARA PRODUTOS BIOLOGICOS, SOROS E
VACINAS

Sele¢do dos animais

Usar, pelo menos, cinco camundongos com peso entre 17
g e 22 g e, pelo menos, dois cobaios sadios com peso entre
250 ge 350 g.

Procedimento

Pesar os animais e registrar em formulério proprio antes
de injetar a amostra. A menos que especificado de outra
forma na monografia, injetar intraperitonealmente em cada
animal o equivalente a uma dose humana da preparagao,
sem ultrapassar 1,0 mL para camundongos e 5,0 mL para
cobaios. A dose humana ¢ definida no rétulo da preparagdo
sob teste ou na bula que a acompanha.

Interpretagdo

Por um periodo de, no minimo, 7 dias, observar os
animais quanto a sinais de enfermidade, perda de peso,
anormalidades ou morte. Se, durante o periodo de
observac¢ao, todos os animais sobrevivem, ndo manifestam
respostas que ndo sdo especificas ou esperadas para o
produto e ndo sofrem redugdo de peso, a preparagdo
cumpre o teste. Do contrario, o teste deve ser repetido para
as espécies nas quais os requisitos ndo foram cumpridos. A
preparagdo cumpre o teste se todos os animais do segundo
grupo preenchem os critérios especificados para o teste
inicial.

Se, apds o segundo teste, a preparagdo ndo cumprir
os requisitos, mas ndo forem observadas mortes em
porcentagem igual ou superior a 50% do numero total de
animais testados, um segundo reteste pode ser realizado,
nas espécies nas quais se observou o ndo cumprimento
dos requisitos. Utilizar o dobro de animais do teste inicial.
Se os animais preenchem os critérios especificados para o
teste inicial, a preparacdo cumpre o teste.

5.5.2.4 SUBSTANCIAS VASOPRESSORAS

Preparacao padrao de referéncia

Como preparagdo padrdo, empregar bitartarato de
epinefrina. Essa preparacdo deve ser conservada em
frascos herméticos e opacos e dessecada sobre silica-gel
durante 18 horas antes do uso.

Solugdo padrao de referéncia

Dissolver 91 mg de bitartarato de epinefrina (equivalente a
50 mg de epinefrina base C;H ,NO,) em solugdo recente de
bissulfito de s6dio 0,4% (p/v). Completar 50 mL com agua
e homogeneizar. A soluggo final tera 1,0 mg de epinefrina
(base livre) por mililitro. Conservar, sob refrigeracéo, em
frasco hermético dmbar. Usa, no maximo, durante seis
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meses. Desprezar a solugdo quando essa apresentar algum
sinal de deteriora¢do, tal como mudanga de cor.

Diluicdo do padrdo

Diluir a solugdo padrdo de referéncia de epinefrina, em
solugdo fisiologica, de modo que a administragdo de dose
entre 0,1 mL e 0,5 mL produza aumento de 20 mm a 70
mm de mercurio na pressao arterial.

Meétodo proposto

Selecionar rato com peso entre 275 g e 325 g e anestesiar
com anestésico que possibilita a manutencdo da pressao
arterial constante. (isento de efeito sobre pressdo arterial).
Imobilizar o animal e manté-lo aquecido para prevenir
a perda de calor corporal. Cirurgicamente proceder a
intubacdo traqueal, se necessario, e expor a veia femoral
ou jugular, preparando-a, para injecdes intravenosas.
Administrar 200 unidades de heparina por 100 g de peso
corporal. Cirurgicamente expor a artéria cardtida e canular,
conectando-a ao manOmetro ajustado para o registro
continuo da pressdo arterial.

Injetar, intravenosamente, solucdo de sulfato de atropina
0,1% (p/v) na proporg@o de 1 mL por quilograma de peso
corporal. Consideraroreceptormuscarinico suficientemente
bloqueado somente se inje¢des subsequentes da solucdo
recente de cloreto de acetilcolina 0,001% (p/v) na dose
de 1 mL por quilograma de peso ndo produzir queda
transitoria na pressdo arterial. Se esse mecanismo ndo
estiver suficientemente paralisado, injetar dose de 0,5 mL
da solug@o de sulfato de atropina até paralisia completa.

Procedimento

Selecionar dose da dilui¢do padrdo que produza aumento
entre 2,7 kPa ¢ 9,3 kPa (20 mm a 70 mm de mercurio)
na pressdo arterial. Injetar a dose a intervalos constantes
de, no minimo, cinco minutos para possibilitar o retorno
da pressdo arterial ao nivel basal. Apds cada injegdo
administrar, imediatamente, 0,2 mL de solu¢do fisiologica
para lavar a canula. Assegurar-se da reprodutibilidade da
resposta, repetindo a dose duas ou mais vezes. Administrar
nova dose da dilui¢do do padrdo de modo a obter respostas
hipertensora aproximadamente 20% maior do que a média
das respostas da dose menor. Considerar o animal apto para
o teste se (1) as respostas para a primeira dose selecionada
forem reprodutiveis entre 2,7 kPa ¢ 9,3 kPa (20 mm a 70
mm de mercurio) e (2) significativamente menores em
relag@o a resposta da dose maior.

Mantendo constante o intervalo de tempo estabelecido,
injetar série de cinco doses na qual se alternem a dose
selecionada da dilui¢do padrdo e dose de igual volume
da substancia sob teste, diluida convenientemente. Apds
cada uma das cinco inje¢des, medir a variacdo na pressao
arterial.

Calcular a diferenca entre cada resposta da amostra e
a média das respostas das doses da diluigdo padrio,
imediatamente anterior ¢ posterior. A amostra cumpre 0s

requisitos do teste se a média dessas diferencas significar
que as respostas obtidas com solugdo da amostra ndo sdo
maiores do que aquelas da dilui¢do padrao. Os resultados
devem corresponder ao limite de atividade pressora
especificado para esse teste na monografia correspondente.

5.5.2.5 HISTAMINA

Submeter a eutandsia uma cobaia com peso entre 250 g
e 350 g, em jejum de aproximadamente 24 horas. Retirar
aproximadamente 10 cm da porcdo distal do ileo. Lavar
internamente com solucdo nutritiva. Selecionar por¢ao com
cerca de dois ou trés centimetros de comprimento e amarrar
duas linhas finas nas extremidades. Efetuar pequena
incisdo na por¢ao central do tecido. Transferi-lo para cuba-
de-6rgao-isolado, de 10 mL a 20 mL de capacidade, em
temperatura controlada entre 34 °C a 36 °C sob corrente
de ar ou mistura de 95% de oxigénio e 5% de CO,. Fixar
uma das linhas no fundo da cuba e amarrar a outra na
alavanca destinada a registrar as contra¢cdes musculares no
quimdgrafo ou outro sistema de registro adequado. Ajustar
a alavanca para o registro das contracdes do ileo com grau
de amplificacdo da ordem de 20 vezes. Lavar a preparagdo
com solucdo e deixa-la em repouso por 10 minutos.

Adicionar volumes conhecidos — da ordem de 0,2 mL a
0,5 mL de solugdo padrdo de referéncia de histamina (1 g/
mL) — para obter resposta submaxima (dose maior). Lavar
o ileo trés vezes com solucdo nutritiva. Efetuar as adigdes
sucessivas em intervalos regulares de aproximadamente
2 minutos. Adicionar novas doses de solu¢ao padrao de
referéncia de histamina — obtida por dilui¢do da solugdo
original, de modo a manter os volumes de doses sempre
iguais — estabelecendo a dose responsavel por resposta cuja
intensidade seja a metade da dose maior (dose menor).

Prosseguir o teste adicionando sequéncias de trés doses:
dose padrao de referéncia menor, dose de solugdo da
substancia sob teste ¢ dose padrdo de referéncia maior.
Ajustar a dilui¢do da amostra para que, ocorrendo contragdo
do ileo, esta seja menor que a produzida pela dose padrédo
de referéncia maior.

Estabelecer a reprodutividade da contragdo por repetigcdes
sucessivas das sequéncias de doses.

Calcular a atividade da substancia sob teste em termos de
seu equivalente em micrograma por mililitro de histamina
(base livre), tomando por base as diluigdes efetuadas. O
valor encontrado ndo deve exceder o limite estabelecido
na monografia.

Nao ocorrendo contragdo no teste supracitado por efeito
da amostra ensaiada, preparar nova solucdo da amostra,
adicionado quantidade de histamina correspondente ao
limite méximo especificado na mono